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Die hinterbleibende schwefelsaure Losung wird mit Natronlauge
bersittigt und mit Dampf destilliert. Das iibergehende O} 1iBt sich
mit Hilfe des Pikrats leicht als Monomethyl-anilin (0.5—1 g)
identifizieren.

Der nach der Dampfdestitlation zuriickbleibende Anteil wird sofort
beil filtriert, wobei nur eine geringe Menge eines schwarzen Nieder-
schlags auf dem Filter verbleibt, und das Filtrat durch Einleiten von
Koblensiure getillt. Ohne den entstandenen Niederschlag abzufiltrieren,
athert man wiederholt aus, trocknet die Atherlésung mit Natriumsulfat,
koent mit Tierkohle und destilliert dann den Ather ab. Das hinter-
bleibende briunliche Ol erstarrt rasch zu Krystallen. Durch Um-
krystallisieren aus Benzo! gewinnt man hellgelbe Nadeln, die bei 87°
schmelzen, wie es fiir p-Methylamino-phenol angegeben?) ist.

Die oben beschriebenen Versuche sind von Herrn Dr. Hartmann
ausgefiihrt worden, dem ich fiir seine eifrige Unterstiitzung meinen
besten Dank ausspreche.

185. Carl Neuberg und Elsa Reinfurth Weitere Unter-
suchungen tber die korrelative Bildung von Acetaldehyd und
Glyocerin bel der Zuckerspaltung und neue Beitrige =zur
Theorie der alkoholischen G#rung.
[Aus der Chemischen Abteilung des Kaiser-Wilhelm-Instituts
fir experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.]

(Eingegangen am 13. August 1919.)

Auf Grund der Erkenntnis, dafl Brenztraubensiure mit beson-
derer Leichtigkeit von Hefe und ihren Zubereitungen {zellfreien Saften
sowie Trocken- und Dauerpriparaten) in Girung versetzt wird und
dabel durch ein in den Mikroorganismen enthaltenes und von ihnen
abtrennbares Ferment, die Carboxylase, in Acetaldehyd und
Kohlendioxyd zerlegt wird, haben C. Neuberg und J. Kerb?) im
Jahre 1913 eine neue Theorie der alkoholischen Girung entwickelt,
welche der Brenztraubensiure bezw. dem Acetaldehyd eine zentrale
Stellung zuweist.

Neben vielen auderen Punkten diente zur Stiitze dieser Apschanung die
Beobachtung, daB die Brenztraubensiure-Girung so geleitet werden kana,

1y Lumiére und Seyewetz, Bl. [3] 85, 1206 [1906].
?) C.Neuberg und J.Kerb, Bio. Z. 68, 158 (19:3]; C.Neuberg,
Monogr. »Die Girungsvofginge und der Zuckerumsatz der Zellee, Jena 1913,
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dal} sie Athylalkohol liefert!). Dies war im besonderen Grade der Fall, wenn
die Hefe auf ein dquimolekulares Gemisch von Brenztraubensiore und
Glycerin einwirkte; zwar ist der Mechanismus dieses Vorganges nicht ganz
aufgeklirt, doch sind die Beziehungen des Glycerins zur Brenztraubensiure
oder zu ihren biologischen Spaltungsprodukten, Acetaldehyd und Kohlendioxyd,
schon frithzeitig erkannt worden?). Das Brenztraubensiure zersetzende Fer-
ment, die Carboxylase, nimmt einen Sonderplatz unter allen sonst bekannten
Enzymen ein. Alle ibrigen spaltenden Fermente 16sen entweder Kohlenstoff-
Sauerstoff-Bindungen, wie die Esterasen und Glucosidasen, oder Kohlenstoff-
Stickstoff-Bindungen, wie die groBe Gruppe der eiweiB-abbauenden Fermente
und Amidasen. Eine Zerreiung eiver wirklichen Kohlenstoff-Kette erfolgs
allein bei den Garungsvorgingen, und der einfachste Fall dieser Art liegt
bei der Carboxylase vor. Sie trennt mit groBter Leichtigkeit eine Kohlenstoff-
Kobhlenstoff- Bindung in der Brenztraubensiiure, die sonst dieser Spaltung ganz
bedeutenden Widerstand cntgegensetzt, beispielsweise erst unter Druck durch
Schwefelsiure bei 150% und auch dann keineswegs glatt, in Acetaldehyd und
Kohlendioxyd zersetzt wird. Von den mannigfachen anderen Griinden, die
sich fiir die allgeme¢ine Bedeutung der Carboxylase in der Natur
ergeben habern, sei hier allein die Tatsache angefiihrt, dab das Ferment iiber-
all dort pachweisbar ist. wo zymase-artige Wirkungen in Erscheinung treten.
Somit kann die Carboxylase als ein Teillerment des nicht einheitlichen Zymase-
Komplexes gelten. Durch ausgedehnte Untersuchungen tber die sogenannten
phytochemischen Reduktionen haben dann Neuberg und Mitarbeiter
(1912—1918) bewiesen, dal zugefiigte Aldehyde von der Hefe leicht in die
entsprechenden Alkohole ibergefiihrt werden. Damit waren alle experi-
mentellen Grundlagen fir die Berechtigung der Anschauung erbracht, daB
die SchluBphasen des Giraktes darin bestehen, dall Brenztraubensiure unter
der Einwirkung von Carboxzylase in Kohlendioxyd und Acetaldehyd zerfillt,
und daB die im letzteren priformierte Athylgruppe durch eine anschlieBende
Reduktion den Weingeist ergibt. Ungeklirt sind dagegen die Vorginge,
welche aus der Cg- in die Cz-Reihe filhren. Wir stiitzen uns auf die bisher
annehmbarste, von A. Wohl? entwickelte Vorstellung, die das Methyl-
glyoxal als Zwischenstufe heranzieht. Der Umstand, dall ein Methyl-glyoxal
bisher nicht girbar befunden ist, kann nicht ernstlich gegen dic Methyl-
glyoxal-Hypothese geltend gemacht werden; denn mehrfach konnten wir
darauf hinweisen, dal von den *zahireich méglichen Formen des Methyl-gly-
ozals — es sind 22 und mehr denkbar4) — ja nur eine einzige bekannt ist.
Dieses gewohnlich durch den Ausdruck CHjz;.CO.CHO bezeichnete Isomere
mubl aber, da es vermutlich das stabilste ist, gerade am ungeeignetsten fir
die Prifung hiosichtlich der Vergirbarkeit ecrscheinen. DaB dem Methyl-
glyoxal zweifelsohne eine biologische Bedeutung zukommt, folgt auch daraus,

1) C.Neuberg und J. Kerb, B.46, 2225 [1913].

% C.Neuberg und J. Kerb, Z.I. Girungsphysiologie, 1, 114 [1912].
5 A. Wohl, Bio. Z. 5, 54 [1907].

9 C.Neuberg und J. Hirsch, Bio. Z. 96, 175 [1919].
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dal jene allein zugingliche Form von einem Enzym in Milchsiure umgewandelt
wird!), und zwar mittels einer Art von innerer Cannizzaroscher Reaktion.
SchlieBlich ist das Methyl-glyoxal ja nichts anderes als der zur Brenz-
traubensdure gehorige Aldehyd.

Alle diese Beziehungen kommen in dem von Neuberg und Kerb auf-
gestellten Girungsschema zum Ausdruck:

CsH;30s —2H;0 = CgHy Oy (Methylglyoxal-aldol),
CsH3 Oy = 2 CHy: C(OH).CHO bezw. 2 CH;.CO.CHO (Methyl-glyoxal).

CH;:C(OH).COH-+H;0 Hy;  CH,(OH).CH(OH).CHy.ORB) (G.ycerin)

+ | = +
CH;:C(OH).COH 0O CH;:C(OH).COOH (Brenztraubensiure),
CH;.C0O.COOH = CO; + CH;3.COH (Acetaldelyd),
CH;.CO.COH 0 CH;.C0.COOB (Brenztraubensaure)

+ f = _+»
CH,;.COH Hy;  CH;.CH,(OH) (Athylalkohol).

Demzufolge sind Methyl-glyoxal und Brenztraubensiure stindige Zwischen-
stufen und Acetaldehyd sowie Glycerin notwendige Nebenprodukte der Hefen-
Giirung. Tatséchlich werden Acetaldehyd und in etwas groBerer Menge Gly-
cerin stets bei der alkoholischen Zuckerspaltung beobachtet.

Eine Berechtigung fiir die Annahme einer intermediiren Ent-
stehung von Brenztraubensiure, welche in letzter Linie ja die korrela-
tive Bildung von Acetaldehyd und Glycerin bedingt, scheint nun auch
darin gegeben, daB der Brenztraubensiiurealdehyd auf rein chemischem
‘Wege als Spaltungsprodukt des Zuckers erhalten werden kann. Man
bedarf dazu picht des hierfir von G. Pinkus zuerst benutzten starken
Atzalkalis, sondern es geniigt?) eine Digestion des Zuckers mit ganz
schwach alkalisch reagierenden Stoffen, wie mit den Phosphaten,
Boraten, Sulfiten, Carbonaten und Bicarbonaten der Alkalien oder
mit verdiinontem Ammoniak.

Diese Feststellungen eréffneten den Weg, durch Zugabe der
gleichen alkalisch reagierenden Salze zu girenden Kohlenhydratlésungen
am Vorgange der alkoholischen Zuckerspaltung experimentelle Veriinde-
rungen hervorzurufen, die das obige Schema der Girung zu stiitzen
vermochten. Zwar war es zunichst als ein kiihnes Unterfangen er-
schienen, die normalerweise stets bei saurer Reaktion sich abspielende
alkoholische Garung in einem alkalischen Milieu erzwingen zu wollen.
Doch hatte schon der allem Anscheine nach frither nie angestellte Ver-
such?) gelehrt, dafl selbst das von der lebenden Hefezelle abgetrennte

) C.Neuberg, Bio. Z, 49, 502; 51, 484; 55, 501 [1913]; H.D. Dakin
und H. W.Dudley, Journ, of Biolog. Chem. 14, 157 {1913].
%) C.Neuberg und W. Ortel, Bio. Z. 55, 495 [1918); C.Neuberg
und B. Rewald, Bio. Z. 71, 144 [1915].
3) C. Neuberg. Bio. Z. 71, 51 und 57 [1913].
109*
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Girungsierment, d. h. die Zymase der Hefensiite, eine lingere Be-
rithrung mit Lauge sowie mit anderen Alkalien ertrug, ohne unwirksam
zn werden.

Schritt um Schritt konnten alsdann Beweisstiicke fiir die genannte
Theorie erbracht werden. Zunichst zeigten im Jahre 1916 C. Neu-
berg und E. Fiirber'), daB alle die genannten alkalisch reagie-
renden Substanzen, die nnter dem Namen »Alkalisatorenc
zusammengefaBt wurden, die Garung nicht unterdriicken,
aber eine charakteristische Verschiebung in den Endpro-
dukten herbeifithren. Abgesehen von Einblicken in den Mecha-
nismus des Garaktes hatte sich als erste wichtige Folgerung?) er-
geben. daB die beiden Nebenerzeugnisse der normalen
Garung, Acetaldehyd und Glycerin, unter dem Einflusse
der Zusitze zu Hauptprodukten werden. Da sie aus dem
Zucker auf Kosten der gewo6hnlichen Spaltungssticke Athylalkohol und
Kohlendioxyd entstehen, nimmt die Menge der letzteren entsprechend ab.

Bereits bei ihren Untersuchungen iiber die alkalische Garung mit
zellfreiem Material, mit den Hefensaften, hatten Neuberg und Farber
einen deutlichen TUnterschied in der Wirkungsweise der einzelnen
Zusitze (l. ¢. S. 247) konstatiert; die Sulfite nahmen eine Sonder-
stellung ein. Dieser Punkt hat seine Klarung durch. unsere frithere
Mitteilung iiber diesen Gegenstand?) erfahren. Wir haben gezeigt, dafBl
die neutralen schwefligsaurenSalze dadurch eine spezifische
Leistuny entfalten, daB sie -eine chemische Verbindung
mit dem bei der biologischen Zuckerspaltung intermediér
auftretenden Acetaldehyd eingehen. In Form des be-
kannten acetaldehyd-schwefligsauren Salzes hauft sich
diese Zwischenstufe in gewaltigen Mengen, bis zu mehr als
70 %, der theoretischen Moglichkeit, im Gargut an; die
Doppelverbindung konnte daraus auch in Substanz isoliert
werden. Damit war gliicklich ein altes Problem der Garungsforschung
der Losung zugefiihrt: Die Abfangung einer Zwischenstufe.

Die sich aufdrangende Frage, warum geradé der Acetaldehyd und nicht
ein ihm vorangehendes carbonylhaltiges Zwischengebilde, z. B. die Brenz-
traubensiure, durch das Fixationsmittel festgehalten wird, fand ihre experi-
mentelle Beantwortung. Das Anlagerungsprodukt der Sulfite an die Brenz-
tranbensiure wird nimlich durch die Carboxylase in Kohlendioxyd und acet-
aldehyd-schwefligsaures Salz gespalten. Die Zerfallskonstante wird bei den hier
in Betracht kommenden Komplexen mit sinkendem Molekulargewicht kleiner.
Die Glucose-Verbindung ist in verdiinnten Losungen nahezu vollstindig in jhre

'y C. Nouberg und E. Farber, Bio. Z. 78, 238 [1916].
% C. Neuberg und E. Reinturth, Bio. Z. 89, 365 {1918].
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Bestandteile dissoziferf, wihrend das Acetaldehyd-sulfit auBerordentlich be-
stindig ist und nur von der formaldehyd-schweiligen Siure an Widerstands-
kraft dibertroffen wird.

Der dem Abfangverfahren zugrunde liegende experimentelle
Eingriff macht also den Acetdldehyd zu einem Hauptprodukt
der Garung. Durch die Blockierung des Acetaldehyds, 4. h.
durch seine Uberftihrung in die Verbindung mit Sulfit, die
offenbar so fest ist, daB sie von den biologischen Agenzien
nicht gelockert werden kann, wird der letzte Akt des Gii-
rungsvorganges — die Hydrierung des Acetaldehyds zum
Athylalkohol — vereiteltt DemgemaB wird die normaler-
weise gegenden Acetaldehyd gerichtete Reduktionsleistung
auf einen anderen Weg verwiesen. Eine Entwickelung freien
Wasserstoffs findet nicht statt, das Girungsgas ist ausschlieBlich Kohlen-
siure. Eine Reduktion des Kohlendioxyds etwa im Entstehungszustande
zu Ameisensiture, Formaldehyd, Oxalsiiure usw. erfolgt nicht. Auch jede
Verinderung ') des als Abfangmittel zugefiigten Sulfites unterbleibt. Dem-
gemif muB der verfiigbar gewordene »Garungs-Wasserstoffe in anderer
Weise die Betitigung seiner Affinititen erstreben. Da nun keine
Reduktion an den niederen Zerfallsprodukten nachweisbar war, so
muBte der Hydrierungsvorgang an einer Zwischenstufe einsetzen, die
vor der Auflésung der 3-Kohlenstoff-Kette in Substanzen der Cs;- und
C,-Reihe auftritt. Ein Blick auf das zugrunde gelegte Garungs-
schema wies die Richtung und fiibrte uns zu der Erkenntnis, iiber
die wir in unserer weiteren Mitteilung ?) berichtet hatten. Glycerin ist
das einzige von jener Theorie noeh vorgesehene Hydrierungsprodukt.
Glycerinist das Reduktionsiquivalent fiir die Brenztrauben-
sdure, die in Kohlensdure und Acetaldehyd zerfillt. Unter-
bleibt die Reduktion des letzteren, so besteht als alleinige
Ausgleichsmiglichkeit die vermehrte und korrelative Bil-
dung von Glycerin.

Losgeldst von jeder Hypothese besagt dieses Ergebnis,
daB dem Oxydationsprodukt Acetaldehyd das Reduktions-
erzeugnis Glycerin entsprechen muBl. Ein scharfer Beweis fiir
diese Beziehung liegt, wie wir frither ausfilhrlich dargelegt haben,
in der ausgesprochenen Abhangigkeit der Ausbeute an Acet-
aldehyd und Glycerin von der Menge des Abfangmittels.
Wir fihren zum Beleg aus unseren vorerwihnten Mitteilungen die
folgende Ubersicht an:

1) Abgesehen von der teilweisen Anlagerung an den Acetaldebyd sowie
einer geringfiigigen unspezifischen Oxydation zu Saulfat.
% C. Neuberg und E. Reinfarth, Bio. Z. 92, 234 [1918].
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33 g NagS0j3 aut 100 g Robrzucker erg. 11.90 g Acetaldehyd u. 23.37 g Glycerin,

h0» » » » » » 12,52 » » » 24,86 » »
75 » » » » bl » l3.89 » » » 2761 » ”»
150 » » » » » » 18.65 » » 36.90 » »

Bei jeder Sulfit-Konzentration entfillt auf 1 Mol. fixierten Acet-
aldehyds 1 Mol. Glycerin; da das Molekulargewicht des Acetaldehyds
(44) rand halb so groB ist als das des Glycerins (92), so ist die er-
haltene Glycerinmenge stets rund doppelt so groB wie die
Aldehydausbeute. Unter Beriicksichtigung der unvermeidlichen
Analysenfehler bei den nicht ganz einfachen Bestimmungen von Alde-
hyd und Glycerin tritt diese Abhingigkeit der beiden Stoffe von ein-
ander auch in der obigen kleinen Tabelle auf das deutlichste zu Tage.

Die als Ausgangsmaterial angewendete Zuckerart war ohne wesent-
lichen EinfluB auf das Resultat. Traubenzucker und Frucht-
zucker lieferten denselben Ertrag, und auch Rohrzucker konnte
mit gleichem Erfolge benutzt werden. Denn wir selbst sowie
zuvor Neuberg und Farber (l. ¢.) hatten bereits dargetan, daB die
Hefen-Invertase bei der alkalischen Reaktion des Girgutes so wirksam
ist, daf} vollstindige Vergirung der Saccharose erfolgt.

Zum ersten Mal war auf diese Art eine experimentelle Ab-
dnderung des Garungsquotienten herbeigefiihrt worden.
Normalerweise waltet das Verhiiltnis Mol. Zucker : Mol. Athylalkohol
=1:20b. Wird der Acetaldehyd durch die Festlegung zu einem
Hauptprodukte der Zuckerspaltung, so erleidet die Gérungsgleichung
folgende Umgestaltung:

Cs I’Iw Os = CH;CHO —4 COz + Cs Ha 03.

Sie sieht das Verhdltnis Mol. Zucker : Mol. Aldehyd : Mol. Glyce-
rin wie 1:1:1 voraus.

Wohl sind wir dazu gelangt, daB aller Zucker auch in Gegen-
wart des Aldehyd-Bindemittels véllig umgesetat wird, aber es lieB sich
keine 100-proz. Zerlegung des Kohlenhydrates gemiB der idealen, um-
geformten Giarungsgleichung erzielen. Der Grund dafiir liegt zu einem
wesentlichen Grade eben in der Beteiligung des schwefligsauren Salzes
am Girungsvorgange. Zieht man diese in Rechnung, so lautet nim-
lich die Gesamtgirgleichung:

CeHi30s + NagSO; + H,0 = G H O3 + Cl‘IaCH(OH)OSOaNa

+ NaHCO;.

Durch das an sich bereits alkalisch reagierende sekundire Sulfit
und das bei der Umsetzung hinzukommende Natriumhydrocarbonat,
mit andern Worten infolge der alkalischen Reaktion des Gérgutes, er-
leidet die Sulfit-Komplexverbindung des Acetaldehyds eine verstirkte
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Dissoziation. Der durch das Gleichgewicht bestimmte Teil freien
Acetaldehyds steht aber fiir die normale Verarbeitung, d. h. fiir die
Hydrierung zum Athylalkohol, zur Verfiigung. DemgemiB liuft eine
gewdhnliche alkoholische Garung nebenher. Ihre visllige Unterdriik-
kung, die theoretisch durch Zuriickdringung der Dissoziation mittels
eines vermehrten Sulfit-Zusatzes moglich erscheint, scheitert an der
Giftigkeit der schwefligsauren Salze in zu hoher Konzentration.

Der Gedanke der korrelativen Beziehung zwischen Glycerin und
Acetaldehyd, bezw. Glycerin und Brenztraubensiure, den Neuberg und
Kerb in den Jabren 1912/13 entwickelt hatten, war somit zu einem ex-
perimentellen Beweise der »Acetaldehyd-Brenztraubensiure-Theorie der
Girunge ausgestaltet. Ob die Glycerinbildung synchron mit der Aldehyd-
entstehung geschieht oder ihr zeitlich folgt, mag dahingestellt bleiben.
Im Falle der willkiirlichen Festlegung der Aldehydstufe mittels des
Abfangverfahrens ist die Aldehyd-Fixation zweifellos von ausschlag-
gebender Bestimmung. Ganz abgesehen davon, dafl ein primirer Zer-
fall der 6-Kohlenstoff-Kette in die ungleichen Reste Glycerin und
Brenztraubensaure durch keine chemische Analogie gestiitzt wird, er-
gibt sich der geschilderte Zusammenhaung eindeutig aus der Abhingig-
keit der Glycerin-Ausbeute von der Menge des Abfangmittels und
des dadurch gefesselten Acetaldehyds.

Bei der normalen alkoholischen Girung kommt die Korrelation
zwischen Glycerin und Acetaldehyd nicht zum klaren Ausdruck. Die
dafiir maBgebenden Griinde haben wir frither dargelegt und gezeigt,
daB andere Oxydationsiquivalente, insbesondere die Bernsteinsiure
und Essigsture, auf welch letztere wir auch bei der Sulfit-Géarung
gefahndet hatten, in hinreichender Menge vorhanden sind. Die hochste
Ausbeute an Glycerin, die wir erzielt haben!), hat 36.9 °/, vom Ge-
wicht des angewandten Rohrzuckers oder 35.06 ¢/, der ihm zu grunde
liegenden Hexosemenge, also rund 709/, der Theorie, betragen. Im
dazugehorigen Kontrollversuche waren nur 2.02 %, Glycerin entstau-
den. Die Steigerung der Glycerinmenge hatte sich also auf das 17.4-
fache belaufen. Da durchschnittlich- bei der normalen Girung 3 9,
Glycerin beobachtet werden, so ist die erzwungene Glycerinbildung
recht betrichtlich. Wie jiingst W. Connstein und K. Liidecke?)
bekannt gegeben haben, sind sie auf demselben Wege, den in den
vorerwahnten Arbeiten Neuberg, Fiarber und Reinfurth beschrit-
ten hatten, zu einer technisch wichtigen industriellen Gewinnung von
Glycerin gelangt. Zur Theorie der Girung haben ihre Versuche

) C. Neuberg und E. Reinfurth, 1. ¢. S. 248 und 264 {1918].
?) W. Connstein und K. Lidecke, B. 62, 1385 [1919].
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keinen Beitrag geliefert; insbesondere tritt in ihnen nicht das mole-
kulare Verhdltnis von Acetaldehyd und Glycerin und die Erkenntnis
der Zusammenhinge zu Tage, die durch die Feststellung dieser Kor-
relation sowie durch die Auffindung der Brerztraubensiure-Girung,
der phytochemischen Reduktionen und der Wirkung schwacher Alka-
lien von uns aufgedeckt worden waren.

Jene friiheren Ergebnisse hatten wir unter Verwendung von
obergirigen Hefen gewonnen. Bei der prinzipiellen Bedeu-
tung, die wir der Festlegung der Acetaldehyd-Stufe fiir das
allgemeine Garungsproblem zuschreiben, schien es uns un-
erlaBlich, die durchgingige Gultigkeit der Beziehungen
auch in Garansitzen mit Unterhefen und Hefedauerpripa-
raten zu priifen.

Als Unterhefen standen uns zwei Rassen des Instituts fir Ga-
rungsgewerbe in Berlin zur Verfiigung. Die Resultate waren mit
untergiriger Hefe prinzipiell die gleichea. Bekanntermaflen
sind die Unterhefen in der Regel empfindlicher gegen allerlei Zusitze
als die Oberhefen. Das machte sich auch in unseren Versuchen in-
sofern geltend, als die Widerstandskraft gegen die Alkalisatoren ge-
ringer war. Infolgedessen verschwindet entweder der Zucker nicht
vollstindig, oder man braucht erheblich gréflere Mikroorganismen-
mengen. Diese Besonderheiten der Unterhefen treten jedoch
weniger hervor, sobald die Schidigungen durch die Alka-
linitdt des Milieus fortfallen, was wir durch Benutzung von
Calciumsulfit') oder anderen neutral reagierenden schwef-
ligsauren Salzen erreicht haben. Auchdie Dauerhefen, d. h.
Trockenpraparate, zu deren Herstellung zumeist unter-
girige Rassen dienen, entfalten in Gegenwart des neutralen
Calciumsulfits eine bessere Girwirkung alsin Anwesenheit
des sie sehr beeintrichtigenden schwefligsauren Natriums.

Diese Verwendung von nicht alkalisch reagierenden
Salzen der schwefligen Saure') als Abfangmittel ist zugleich
fiir die Theorie des ganzen Vorganges von erheblichem
Belang. Ober- wie Unterhefen liefern nimlich auch in Gegenwart
des unloslichen und neutral reagierenden Calciumsulfits Acetaldehyd
und Glycerin in dem bekannten korrelativen Mengenverhiltnis. Eben-
so verbalten sich das unlésliche schwefligsaure Magnesium und
das schwefligsaure Zink, sowie Gemische von Dinatrium-
sulfit mit Phosphorsidure bezw. primirem Alkaliphosphat.
In den letztgenannten Fillen bestand sogar eine schwach saure

) C. Neubery, Ztschr. f. Botanik, 1918.
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Reaktion, Daraus ergibt sich, daB die Alkalipitit des
Miliews fiir diesen Vorgang der gesteigerten Aldehyd- und
Glycerin-Bildung nicht ausschlaggebend ist, sondern ledig-
lich die von den schwefligsauren Salzen!) ganz allgemein
verursachte Fesselung des Acetaldehyds. Denn auch die
unléslichen Salze der schwefligen Saure legen den Acetal-
dehyd fest, die Calciumverbindung z. B. nach der Gleichung:
205111‘3 OG -+ QC!&SO; ~+ 2H30 = 203 I‘Ig 03
-+ [CHs.CH(OH).0.80,]: Ca + Ca(HCO,)s.

Die Wirksamkeit der unléslichen Salze zeigt zugleich, daB os-
motische Vorginge bei der ganzen Erscheinung nur eine untergeord-
nete Rolle spielen diirften, eine SchluBfolgerung, welche bereits aus
der Arbeit von Neuberg und Firber, die ja mit zellireien Hefen-
salten gearbeitet hatten, zu ziehen war. Ubrigens haben wir uns davon
iiberzeugt, daB das unldsliche Calcinmsulfit in rein enzymatischen Gir-
ansitzen gleichfalls seinen EinfluB ausiibt (siehe S. 1699 —1700). Wie
wir friher dargelegt haben, hingen die Ausbeuten an Aldehyd und da-
mit an Glycerin in doppelter Weise von der absoluten Menge des Ab-
fangmittels ab; einmal wird umsomehr intermediar entstehender Acet-
aldehyd von der normalen Verwendung, d.h. von der Hydrierung
zum Athylalkohol, abgedringt, je mehr schwefligsaures Salz zugegen
ist. Dann ist aber auch fir die Bestiandigkeit des gebildeten Sulfit-
Komplexes die Gegenwart eines hinreichenden Sulfit-Uberschusses
maflgebend, welcher der hydrolytischen Dissoziation der Aldehyd-
Sulfit-Doppelverbindung entgegenwirkt. Daraus ergibt sich ohne wei-
teres, daB im Falle der Verwendung unloslicher Sulfite die Ausbeute
nicht die Hohe erreichen kann, wie bei loslichen schwefligsauren Sal-
zen. Trotzdem lassen sich betrichtliche Leistungen auch mittels CaSOs
erzielen, wenn man auf mechanischem Wege die Beriihrung von Ab-
fangmittel und Girgut innig gestaltet (s. z. B. S. 1690—1692).

AuBerdem stellt die Verwendung des Calciumsulfits
eine wesentliche Bereicherung der Methodik dar. Sie er-
laubt niimlich die Ausdehnung des Abfangverfahrens auf die Unter-
suchung intermedidrer Stoffwechselvorginge auch solcher Mikroorga-

") Im Prinzip sind alle Sulfite brauchbar. Wir haben die folgenden ge-
priift, deren Kationen der 2., 3., 4. und 6. Wertigkeitsstufe angehdren, und
bezeichnen den Grad ibrer Eignung (malig, beiriedigend, gut) durch -+, ++-
und +++: Strontiom-~(+-+--+), Barium-(-+---4), Beryllium-(+++), Man-
gano-(+-++), Ferro-(+-+-+), Blei-(+), Aluminium-(+-+), Wismut-(-4-+-),
Thorium-(4-+) und Uranyl-Sulfit (+). Wir bemerken dazu, daB die auf
Hefe stark agglutinierend wirkenden schwefligsauren Salze von Al, Bi, Th
und U am besten erst zu den vorher angegorenen Ansitzen gegeben werden.
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nismen, die gegen ein alkalisches Medium oder gegen eine héhere Kon-
zentration an léslichen Salzen empfindlich sind. Wir verweisen nach
dieser Richtung auf die soeben erschienenen Verdffentlichungen von
Neuberg und Nord!), welche insbesondere durch Wahl des Cal-
ciumsulfits als Abfangmittel den Acetaldehyd als ganz allgemeine
Durchgangsstufe bei bakteriellen Girungsvorgingen erkannt haben.
Das ist z. B. der Fall bei der Zerlegung der Kohlenhydrate durch Coli-
Bakterien, die der alkoholischen Zuckerspaltung verwandt ist, und
bei den Girungen, welche die Erreger der Ruhr und des Gasbrandes so-
wie die Essigsiure-Bakterien auslésen. Die Verwendung des Calcium-
sulfits ermoglicht aber auch die Ileranziehung von Substraten, die
einen Zusatz des alkalisch reagierenden Dinatriumsulfits nicht ertra-
gen, so das Studium des Verhaltens von Glycerinaldehyd und Dioxy-
aceton, von denen weiter unten die Rede ist.

Im Hinblick auf die von der Theorie geforderte Ab-
héingigkeit der Ausbeuteu nicht nur von dem absoluten
Zahlenwert Zucker zu schwefligsaurem Salz, sondern auch
von der herrschenden Aownzentration, haben wir einige Ver-
suche iiber den Ertrag an Acetaldehyd und Glycerin in
verdiinnten Garansitzen angestellt. In der S. 1682 wieder-
gegebenen, unserer fritheren Mitteilung entlehnten Tabelle zeigte
sich, daf} bei einem Verhiltnis von 130 g Dinatriumsulfit zu 100 g
Zucker 18.65 g Acetaldehyd nnd 36.90 g Glycerin entstanden waren.
Diese Ausbeute bezog sich auf einen Giransatz, bei dem die Kon-
zentration an Rohrzucker 4 9/, und die an Sulfit 6 %, betragen hatte.
In einer Reihe von Versuchen, in denen ungefihr die gleichen relativen
Mengenverhiltnisse zwischen Zucker und Sulfit obgewaltet haben, die
Verdiinnnng in bezug auf Zucker und estsprechend auf Sulfit jedoch
groBer war (siehe Versuche Nr. 12—17, 8. 1695), sank erwartetermaBen
trotz glatten Verlaufes der Girung die Ausbeute an Acetaldehyd und Gly-
cerin. Selbst Steigerungen des Sulfits auf 200, ja sogar
aul fast 3009% vom Gewichte des Zuckers, die ja nur in
stirkeren Verdiunnungen von der llefe ertragen werden,
lieferten unter diesen Bedingungen kein hoheres Ergebnis,
eben wegen der Konzentrationsverminderung, welche die
Bildung des Aldehyd-Sulfit-Komplexes erschwert und seine
Dissoziation fordert.

Wir haben bereits frither? hervorgehoben, daf die Hefen, wenig-
stens die widerstandsfihigen Oberhefen, in den Sulfit-Maischen nicht

) C. Neuberg und F. I. Nord, Bio. Z. 96, 133, 158 [1919].
%) Bio. Z. 92, 249 [1918].
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zu Grunde gehen, sondern nach vollbrachter Leistung noch girfahig
sind. Dementsprechend konnten wir schon damals zeigen, daB das Er-
gebnis von der absoluten Menge der Hefe ziemlich unab-
hingig ist. Einen weiteren Beweis fiir dieses Verhalten
erbringen wir mit der Durchfithrung von Versuchen (Nr. 18
u. 19 8. 1696) mittels eines minimalen Hefequantums.

In unserm vorerwihnten' Girungsschema aus dem Jahre 1913 sind andere,
soust wohl als Zwischengebilde in Betracht gezogene Substanzen — wie die
beiden Triosen und die Fruactose-diphosphorsiure — mit voller Absicht nicht
aufgenommen worden, da kein zwingender Beweis fiir ihr Auftreten unter
normalen Bedinguugen, d. h. bei der Vergirung mit lebenden Hefen, vorliegt;
von diesen wird iiberhaupt keine der drei genannten Verbindungen vergoren.
Diese Tatsache, der man sich nicht verschlieBen kann, ist auch ein Grund da-
fir, daB wir Glycerinaldehyd und Dioxy-aceton nicht als unmittelbare
Vorstufen fiir die korrelativ entstehenden Substanzen Acetaldehyd und Glyce-
rin annehmyn, sondern letztere lisber iiber Methyl-glyoxal und Brenztrauben-
siure aus dem Zucker herleiten; denn gerade das Methyl-glyoxal bietet dank
der vielgestaltigen Fahigkeit des Auftretens in mehr als 22 Formen zahlreiche
Mboglichkeiten, wihrend das Experiment hinsichtlich der beiden Triosen keine
Anbaltspunkte gewihrt. Nichts erscheint zuniichst leichter, als eine Zuriick-
fahrung des Glycerins auf Glycerinaldehyd oder Dioxy-aceton, die durch eine
<infache Depolymerisation aus den Hexosen entstander gedacht werden kin-
nen, Der Glycerinaldehyd konnte sodann mit Hilfe der Cannizzaroschen
Reaktion in Glycerin und Glycerinsiure iibergehen. Letztere wird sogar,
wie Neuberg, Hildesheimer und Tir!) gefunden haben, von Hefe ange-
griffen. Aber ihre von Lebedew? behauptete Umwandlung in Acetaldehyd
und Kohlendioxyd erfolgt in so geringem AusmaBe3) und insbesondere mit
lebenden ober- wie untergirigen Hefen, die bei den alkalischen Girungen
doch glatt verwendbar sind, gar nicht oder so unsicher, da man diese ein-
fache Formulierung bisher nicht in Betracht zu ziehen berechtigt ist. Ven
Hefenmacerationssaft werden zwar die Triosen langsam und unvollstindig an-
gegriffen, wobei nach M. Oppenheimer?) Glycerin und Milchsiure auftreten.
Aber durch lebende Hefen laft sich, wie gesagt, keine in Betracht kommende
Verdnderung erzielen.

Wir haben nun gepriift, ob die Triosen unter dem Ein-
fluB von Sulfit in korrelativer Menge Acetaldehyd wund
Glycerin zu liefern imstande sind. Freilich konnten wir bei Zu-
satz von Calciumsulfit und Hefe zu Dioxy-aceton-Lésungen mehrfach
«ine Bildung von Acetaldehyd feststellen. Aber die Glycerin-Erzeuguug

1) C. Neuberg und A. Hildesheimer, Bio. Z. 31, 170 [1911]; C. Neu-
berg und L. Tir, Bio. Z. 32, 323 [1911].

% A. v. Lebedew, B. 47, 965 [1914].

3 C. Neuberg und J. Kerb, B. 47, 1308 [1914].

*) M. Oppenheimer, H. 89, 45, 63 [1914].
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stand mit der Aldehyd-Produktion nicht im Einklange; sie war némlich
unregelmiBig, gelegentlich auch gréBer, als dem korrelativen Verhaltnis
der beiden genannten Substanzen von je 1 Mol. Reduktionsprodukt zu
je 1 Mol. Oxydationsstufe entspricht. Im Gegensatz zum Dioxy-aceton
wurde der Glycerinaldebyd in entspréchenden. einwandfrei?) verlau-
fenen Versuchen gar nicht nachweisbar verindert. Selbst mit der so
itberaus scharfen Nitroprussidnatrium-Reaktion haben wir die Entstehung
von Acetaldehyd nur in Spuren feststellen kionnen, so daB gerade der
Aldehyd der Triosen-Reihe, der doch in erster Linie zur Dispropor-
tionierung in Glycerin und Glycerinsiure (bezw. weiterhin in Acet-
aldehyd und Kohlendioxyd) befihigt erscheinen sollte, nach dem Aus-
fall der experimentellen Ergebnisse bisher nicht ais das Zwischenglied
gelten kann. Das etwas andere, aber keineswegs eindeutige Verhalten
des isomeren Dioxy-acetons mag mit sekundiren Umwandlungen dieser
Substanz zusammenhiingen, die wohl auch jene unsichere?) unter be-
stimmten Bedingungen sich offenbarende Giérfahigkeit herbeifiihren.
Im Zusammenhange mit den verschiedenen behandelten Fragen
haben wir auch das Verhalten der Selbstgérung unter dew
EinfluB von Sulfit mehrfach verfolgt. Im allgemeinen haben wir
dabei keine wesentliche Bildung von Acetaldehyd nachweisen konnen.
Es muB dahingestellt bleiben, ob die Selbstgirung durch diese Zu-
sitze unterdriickt oder in andere Bahnen gelenkt wird, oder ob sie
itberhaupt, was schon ofter in Zweifel gezogen wurde, eine vollkom-
mene Analogie zu den Vorgingen der normalen Giirung bietet.
Schliefllich hat die Anwendung des schwefligsauren Cal-
ciums als Abfangmittel eine Verbesserung unserer Ergebnisse bei
der Sulfit-Gérung der Brenztraubensiure ermiglicht. Mit
CaS0; an Stelle des frther benutzten Dinatriumsulfits kann man
nimlich die Vergarbarkeit von Brenztraubensiure auch in
Gegenwart der Abfangmittel in vollkommenerer Weise dartun. War
es uns ehemals nur gelungen, etwa 20 %, der theoretisch maglichen

) Glycerinaldehyd und Dioxy-aceton neigen in alkalischen Lésungen
oder auch in Gegenwart des neutral reagierenden Calciumsulfits auBerordent-
lich zur Fiulnis. Ferner kommien, sobald die natirliche Aciditit irgendwie
abgestumplt ist, besonders leicht Kahmhefen hoch, umsomehr als bei der be-
kannten Schwerangreifbarkeit dieser 3-Kohlenstoff-Zucker die Versuchszeiten
hiufig gedehnt werden mufiten. Wie Neuberg und Nord (L. c.) gezeigt
haben, erzeugen Bakterien aus allen mdglichen Stoffen in Gegenwart des Ab-
fangmittels leicht Acetaldehyd. Wegen dieser Bildung durch andere Keime:
ist auf Sterilitit bei dem Versuchen mit Glycerinaldehyd und Dioxy-aceton
besonders zu achten.

3) Wir verweisen auf die Ausfibrungen von Slator, Harden und
Young, Mazé, sowie von Neuberg und Mitarbeitern iber diese Frage.
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Menge Acetaldehyd bei der Sulfit-Garung der Brenztraubensiure
zu erhalten, so stieg mit der neuen Versuchsanordnung die Ausbeute
auf rd. 55 %,.

Die »Acetaldehyd-Brenztraubensiure-Theorie der G-
runge findet durch die vorangehend mitgeteilten neuen Ver-
suche eine weitere Bestétigung. Die Fesselung der Acetaldehyd-
Stufe in einem Umfange von mehr als 70 %, der miglichen Menge
verleiht der Theorie solch einen Grad von Wahrscheinlichkeit, wie er
fiir einen biologischen ProzeB iiberhaupt gefordert werden kapn. Kin
Eingriff in die Hauptphase, der durch die Blockierung des
Acetaldebyds von den schwefligsauren Salzen ausgeiibt
wird, muB natiirlich am Gegenort des Systems eine Ande-
rung herbeifiihren. Der Ausgleich besteht, da die Fixation
des Acetaldehyds die Festlegung einer Oxydationsstufe
bedeutet, in der dquivalenten Bereitstellung eines Reduk-
tionsproduktes, des Glycerins.

‘Wie schon Neubergund Farber dargetan hatten, lassen sich solche
experimentellen Verschiebungen auch durch andere Stoffe, z. B. durch
alkalisch reagierende Salze, erreichen, die zum Acetaldehyd keine er-
kennbare Affinitit von der Natur aufweisen, wie sie den Sulfiten eigen
ist. Hier setzen die Untersuchungen von C. Neuberg und J. Hirsch
eint). Sie zeigen, daB trotzdem beide Arten der Beeinflussung des
Girungsvorganges wesensgleich sind. Denn ein alkalisches Zusatz-
mittel, z. B. Natriumbicarbonat, greift gleichfalls an der Phase des
Acetaldehyds an, indem es dessen sekundare Disproportionierung in
Athylalkohol und Essigsiure veranlaBt. In diesem Falle sind nicht
Acetaldehyd und Glycerin korrelative Gérprodukte, vielmehr bilden
die Erzeugnisse einer Cannizzaroschen Umlagerung des ersteren,
Essigsaure und Athylalkohol, die Gegenstiicke zum Glycerin.

Nachdem nun mit Hilfe des Abfahgverfahrens die Festlegung der
Acetaldehydstufe auch bei den bakteriellen Girungen gelungen ist,
enthiillt sich vollig unerwartet die allgemeine Bedeutung des
Acetaldehyds im biochemischen Umsatz der stickstoffreien
Substanz.

Auszlige aus den Protokollen.

Calciumsulfit als Abfangmittel

‘Wie zuvor auseinandergesetzt wurde, ist die Verwendung des
Calciumsulfits zur Festlegung der Aldehyd-Stufe vou theoretischem
Interesse; sie bedeutet zugleich eine methodische Erwejterung. Dieses

) C. Neuberg und J. Hirsch, Bio. Z. 96, 175 [1919].
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neutral reagierende und unlgsliche Salz bewirkt die Fesselung des
Acetaldehyd-Gliedes und die davon abhingigen weiteren Veriinderun-
gen in den Ghrungsprodukten in deutlicher Weise.

Fiir den gedachten Zweck ist das kaufliche schwefligsaure Caleium, zu-
meist die wasserfreie Verbindung CaSOj;, ungeecignet. Man stellt es am besten
frisch her durch doppelte Umsetzung von sekundirem schwefligsauren Natrium
(100 g wasserfreiem oder 200 g wasserhaltigem Salz in 500 cem Wasser) mit
einer konzentrierten heiflen Losung von CaCly + 6 H,0 (175 g). Im ersten
Augenblicke fillt das schwefligsaure Calcium gelatinds aus, wird aber beim
Umriihren schnell pulverig. Man erhitzt dann noch 15 Minuten. auf dem
Wasserbade, saugt ab, was leicht von statten geht, und wischt erst mit Lei-
tungswasser, dann mit destilliertem Wasser chioridirei. Wenn das als Aus-
gangsmaterial verwendete Dinatriumsulfit Glaubersalz enthilt, so ist dem
durch Wechselwirkung entstandenen Calcinmsulfit Gips beigemengt, der je-
doch die Verwendung nicht stort. Das gut abgepreBte Salz wird am besten
ein wenig feucht, aber unter Luftabschlul aufbewahrt. Es entspricht der
Formel CaS80; + 2H,0 und wirkt als Abfangmitiel sehr viel besser als die
Handelsware.

Wegen der Unlislichkeit in Wasser und der daraus resultierenden
Minderung der Leistungsfihigkeit empfiehlt es sich, fiir eine mdglichst
innige Beriihrung des schwelligsauren Calciums mit dem Girgut zu
sorgen. Das erreicht man am leichtesten durch Schiitteln oder gleich-
zeitiges Durchleiten von Kohlensiiure oder am besten durch beide
MaBnahmen. Der Effekt der besseren mechanischen Verteilung gibt
sich deutlich in den Ausbeuten an Girungsendprodukten zu erkennen.

Versuch 1. In einer Lésung von 17.1 g Rohrzucker (=18 g in ihm
enthaltener Hexosen) samt den erforderlichen Nihrsalzen!) in 180 cem
Wasser wurde die aus 12.6 g wasserfreiem Natriumsulfit bereitete Menge
schwefligsauren Calciums suspendiert und 5 g DBackerhefe verteilt. Die
Géarung war bei’ 34°Y) bereits nach 24 Stdn. beendet. Das Gesamtvolumen
betiug 205 cem. Zuar Aldehyd-Bestimmung dienten 100 cem der Urlésang.
Im Fall der Verwendung von Calciumsulfit vereinfacht sich unsere Methodik der
Aldebyd-Ermittelung. Es kann némlich chen wegen der geringen Lislichkeit
des schwefligsauren Calciums die beim Dinatriumsulfit als notwendig er-
kannte Behandlung mit Chlorbarium fortfallen, da wesentliche Mengen von
Sulfit-Ionen, welche der Freimachung des Aldehyds aus dem Sulfit-Komplex
entgegenwirken, hier nicht in Losung sind. Natiirlich ist die Zugabe von
kohlensaurem Calcium, welche den Aldehyd aus dem im Girgut vorliegenden
aldehyd-schwefligsauren Calcium austreibt: [CH;.CH (OH). 0. 80:];Ca
—+ CaCO3 = 2CH;. CHO 4+ COy + H3;0 <+ 2CaS0;), bei der Wasser-

dampf-Destillation unerlafilich. Im ibrigen verweisen wir hinsichtlich der

) Diese Bedingungen waren in allen folgenden Versuchen die gleichen,
sofern nichts Besonderes angegeben ist.
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Ausfithrung auf die von uns friher empfohlenen Vorsichtsmaliregeln unserer
Arbeitsweise '), die zuverldssige Aldehyd-Zahlen liefert.

Wir fanden in 100 cem Urlosung 0.1683 g Aldehyd, im ganzen also
0.3450 g = 1.929/, vom Gewichte der im Rohrzucker vorhandenen Hexosen-
menge?).

Versuch 2. Das ans 39 g wasserfreiem Dinatriumsulfit gewonnene Cal-
ciumsalz wurde in einer Ldsung vom 17.1 g Robrzacker in 200 ccm Wasser
zusammen mit 5 g Biickerhefe aufgeschwemmt. Mit Wasser wurde ein Ge-
samtvolumen von 300 cem hergestellt und durch einen doppelt darchbohrten,
mit Gaszu- und -abfihrungsrohr versehenen Stopfen ein kriftiger Strom von
Kohlendioxyd eingeleitet. Der bei Zimmertemperatar (etwa 20°) belassene
Ansatz war nach 72 Stdn. ausgegoren. In einigen ccw des sich leicht
klirenden Girgutes fiel nach dieser Zeit die Ostsche Probe?) negativ, die
Nitroprussidnatrium-Reaktion stark positiv aus.

In 150 cem Ga#rgut stellten wir 0.2843 g, im ganzen alse 0.5686 g Acet-
aldehyd fest = 3.169/; der zur Anwendung gelangten Menge 6-Kohlenstoff-
Zucker. Als deutlicher Erfolg der durch die Kohlensdure-Durchleitung be-
wirkten besseren Verteilung des Abfangmittels tritt der hohere Ertrag an
Acetaldehyd zutage.

Versuch 3. Die gleiche Menge schwefligsauren Calciums wurde mit
oiner Losung von 8.55 g Rohrzucker (=9 g Hexosen) und mit 3 g Bicker-
hefe zusammengebracht; das Gesamtvolumen betrug 550 cem. Die Gérung
geschah wieder bei Zimmertemperatur, and zwar unter dauernder Bewegung
in eimem Schiittelapparate bei gleichzeitiger Hindurchschickung eines Kohlen-
sdure-Stromes. Im ganzen wurden nach 80 Stdn. 0.8830 g Acetaldehyd ==
9.819/, erhalten.

Versuch 4. Lehrt bereits der Versuch 3 die Leistung gemeinsamer
Schiittelung und Gasdurchleitung, so ist im Versuch 4 dabei noch eine weiter
gesteigerte Aldehyd-Ausbeute zu beobachten, weon daneben eine Vermehrung
des Abfangmittels vorgenommen wird. Hier kam die aus 63 g wasserfreiem
Dinatriumsnlfit hergestellte Menge Calciumsalz zusammen mit 2.5 g Bicker-
hefe zur Einwirkung auf nur 5.7 g Rohrzucker (= 6.0 g Hexosen) unter sonst
gleichen Bedingungen. Nach 4 Tagen war die Girung beendet. Sie lieferte
0.6336 g Acetaldebyd = 10.56%p vom Gewichte der angewaudten 6-Kohlen-
stoff-Zucker; das macht 43.199, der tiberhaupt moglichen Menge aus. Dieses
Ergebnis zeipt, dafl die richtige Verwertung des Calciumsulfites eine weit-
gehende Festlegung der Aldehyd-Stafe ermdglicht.

Die Versuche mit schwefligsaurem Calcium, bei denen gleichzeitig
auBer der entwickelten Garungskohlensiure noch Kohlendinxyd als

) C.Neuberg und E. Reiufurth, Bio. Z. 89, 389 [1918].

%) Die Ausbeute ist stets auf die dem Rohrzucker-Quantum entsprechende
Menge 6-Kohlenstoff-Zucker bezogen.

3) Wie wir frither (Bio, Z. 89, 401; 92, 259 [1918]) gezeigt haben, ist
zur Prifung auf reduzierende Zucker in diesen Fillen die Ostsche Losung
anzuwenden, da sie auf Acetaldehyd nicht anspricht.
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(asstrom durch die Maischen gefiihrt wurde, weisen besonders deutlich
die Unabbingigkeit dieses Abfangvorganges von der Alkalinitit aus.

Wir haben schon friiher hervorgehoben, dafl angesichts der voll-
kommenen Korrelation zwischen Aldehyd- und Glycerin-Bildung die
leichter und schneller ausfiihrbare Aldehyd-Bestimmung zugleich ein
MaB fiir die Menge des entwickelten Glycerins abgibt, die rund
doppelt so groB ist. Wir haben uns aber besonders davon iiberzeugt,
daB das von Theorie geforderte molekulare Verh#ltnis
zwischen Acetaldehyd und Glycerin auch in den Giran-
sitzen mit schwefligsaurem Calcium wirklich obwaltet.
1o Ansatz 5 wurde daher auBler der Ermittelung von Acetaldehyd auch
die von Glycerin vorgenommen.

Das Analysenverfahren fiir das Glycerin vereinfacht sich dabei
insofern, als die im Fall des l6slichen Dinatriumsulfits erforderliche
Ausfiallung mit Chlorbarium?) fortbleiben kann. Die Behandlung mit
Barytwasser, welches die im gelosten Aldebyd-Sulfit-Komplex vor-
bandene schweflige Siure beseitigt, behielten wir jedoch bei.

Versuch 5. 17.1 g Rohrzucker in 260 ccm Wasser warden mit 220 g
luftirockenem schwelligsauren Calcium und 9 g Bickerhefe in der beschrie-
benen Weise bei Zimmertemperatur digeriert. In dem nach 4 Tagen ausge-
gorenen Girgute wurden 1.2252 g Acetaldehyd = 6.819/, und 2.5550 g Gly-
cerin == 14.209/, festgestelit.

Es ist nicht erforderlich, fertiges Calciumsulfit anzuwenden,
sondern es genfigt auch, die Verbindung im Giargute entstehen
zu lassen.

Versuch 6. Den Effekt veranschaulicht folgender Versuch: 855 g
Rohrzucker wurden in 50 cem Wasser gelost und zunfchst mit 25 g Calcium-
carbonat sowie mit 5 g Bickerhefe versetzt. Unter gutem Umschitteln lieflen
wir alsdann innerhalb eines Tages eine frisch bereitete willrige Losung von
12.8 g SOz in 355 cem Wasser zulaufen. Wihrend des Eintropfens wurden
noch dreimal je 23 g kohlensaures Calciaom nachgefillt. Bei Zimmertem-
peratur ging die Garung in 72 Stdn. zu Ende. Sie lieferte im ganzen 0.7803 g
Acetaldehyd = 8.679,.

Man kann ibrigens auch einen ganz langsamen, regulierten SQOg-Strom
in die dauernd gut aufgeriibrtc Suspension von CaCO; und Hefe in Zucker-
l6sung einleiten. }

Demnach ist Calciumsulfit im Entstehungszustande oder, allge-
meiner ausgedriickt, schweflige Siure in Gegenwart eines geeigneten
Neutralisationsmittels ein wirksames Abfangreagens. Dieses Resultat
erfihrt eine weitere Bestiitigung durch die Versuche mit anderen un-
loslichen Salzen der schwelligen Siure, namentlich mit Magnesium-
sowie Zinksulfit.

) Vergl. unsere friahere Mitteilung Bio. Z. 92, 252 {1918).
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Magnesium- und Zinksuifit als Abfangmittel.

Yersuch 7. Die Lésung von 8.55 g Rohrzucker wurde mit 5 g Backer-
hefe sowie mit der aus 6.3 g wasserfreiem Dinatriumsuliit bereiteter
schwefligsaurer Magnesia versetzt und mit Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 210 cem gebracht. Unter Kohlenssinre-Durchleiten und bestindigem
Schiitteln ging der Versuch in 4 Tagen zu Ende. Er lieferte im ganzen
1.8592 g Acetaldehyd = 15.109%.

Versuch 8. Nicht ganz so glatt, aber mit dem gleichen Schiufiergebnis
verliefen die Zinksulfit-Versuche. ¥s kamen z. B. zur Anwendung die aus
63 g Dinatriumsulfit bereitete Menge schwefligsabren Zinks, 3 g Bickerhefe
und die Liosung von 855 g Rohrzucker. Das Volumen betrug 480 cem.
Nach 24 Stdn. war bereits eine kriftige Riminische Reaktion festzustellen,
aher gleichzeitig auch noch viel unveranderter Zucker mit der Ostschen Probe.
Letztere blieb trotz zunchmender Steigerung des Aldehyd-Gehaltes auch nach
4 Tagen stark. Nach dieser Zeit wurden deshalb noch 3 g Bickerhefe zuge-
fugt, die jedoch in 7 weiteren Tagon den Zucker nicht umzusetzen ver-
mochten. Erst eine nochmalige Zugabe von weiteren 3 g Hefe brachte nun-
mehr den Zucker in 72 Stdp.,, d. h. im ganzen pach 14 Tagen, nahezn voll-
stindig zum Verschwinden. Die lLosung zeigte im !-dm-Robr noch eine
Linksdrehung entsprechend — 0.150 ¢ Traubenzucker. GemiB dem gewaltigen
Ausfall der Nitroprussidoatrium-Reaktion war die Ausbeute an Acetaldehyd
groB; sie belief sich auf 1.83613 g = 15.129%,.

Bei der Behandinng mit Zinksulfit gehen viel Zinksalze in die Flassig-
keit iiber und zwar hauptsichlich in Form von Zinkhydrocarbonat und al-
dehyd-schweltligsaurem Zink, die nach der Gleichung:
2CsH1305 + 2ZnS0; + 2H;0 = Zo(HCOs); + [CHy. CH(OH).0.S803);Zn

+ Gy H; 05
entstehen.

Die Anwesenheit der loslichepr Zinkverbindungen gibt sich durch die
tiefe Rotung zu erkennen, welohe bei Zugabe von Nitroprussidnatrinm zum
filtrierten Gérgut eintritt (Sulfit-Prussid-Reaktion)!) und durch Zinksalze be-
kanntlich in charakteristischer Weise verstirkt wird.

Zur Kontrolle haben wir iibrigens einen Versuch angesetzt, in dem die
gleiche Menge Zucker mit 75 g Zinkcarbopat und 1 g Zinksulfat?) sowie mit
3 g Hele unter sonst gleichen Bedingungen digeriert wurde. Dieser Ansatz
gor glatt in 72 Stdn. aus und lieferte direkt keine nachweisbare Menge
Aldehyd, durch Destillation eine eben erkennbare Spur.

Versuck 9. Das gleiche Quantum schwefligsauren Zinks wie in Ansatz $
wirkte hier auf die doppelte Zuckermenge ein, und zwar auf 17.1 g Robr-
zucker (18 g Hexosen entsprechend). Trotz viermaligen Zusatzes von je 5 g
Hefe ging die Vergirung in 15 Tagen nicht zu Ende; die Losung reduzierte

5 K. A. Hotmanun, C. 1896, 1 359,
7 Dies losliche Zinksalz wurde zugegeben, da ja moglicherweise im
Sulfit-Versuche aus dem schwefligsanren Zink etwas Sulfat sich bilden kann.
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zum SchiuB noch deutlich, die Drehung entsprach einem Gehalt von —0.7%%
Glucose!). In toto ermittelten wir 1.5829 g Aldebyd = 8.78%, Demnach
ist bei relativ geringerem Zinksulfit-Gehalt auch der Aldehyd-Ertrag kleiner.

Durchfiihrung von Abfangversuchen bei saurer Reaktion.

Zur Bestitigung der Anschauung, daB die spezifische Affinitat
der schwefligen Siure zum Acetaldehyd, weniger aber die alkalische
oder neutrale Reaktion der Giransitze, die Verinderung in den End-
produkten der Zuckerspaltung verursacht, schien uns die Anstellung von
Versuchen bei saurer Reaktion wiinschenswert. Mit léslichen Sul-
fiten sind solche Experimente nur schwer durchfiihrbar, da leicht zu
viel schweflige Sdure, ein heitiges Gift fiir die Hefenzelle, frei wird.
Zum Ziele aber gelangt man, wenn man auf das unldsliche schweflig-
saure Calcium saures Phosphat (siehe Versuch 10) oder auch freie
Phosphorsiiure (siehe Versuch 11) einwirken laBi. In diesen Fillen
nahmen wir von einem Zusatz der Nihrsalze Abstand, um nicht
unnbtig Pufferwirkungen derselben zur Geltung zu bringen, und lieBen
die Girung bei Zimmertemperatur ablaufen.

Versuch 10. Eine L3sung von 855 g Rohrzucker wurde mit einer
Suspension von schwefligsaurem Calcium (bereitet aus 63 g wasserfreiem Di-
natrivmsulfit) und 5 g Oberhefe, sowie mit einer Lésung von 7 g Monokalium-
phosphat versetzt. Das Gemisch blieb bei Zimmertemperatur stehen. Nauch
72 Stdn, war eine schwache Riminische Reaktion, aber noch ein gewaltiges
Reduktionsvermdgen gegen Ostsche Losung vorhanden. Nach 10 Tagen war
die Nitroprussidnatrium-Probe zwar deutlich, aber noch viel unverinderter
Zucker zugegen; es wurden deshalb 5 g Hefe nachgegeben. Nach 26 Tagen
wurde der Versuch abgebrochen, obwohl noch eine deutliche Reduktionskraft
und eine Rechtsdrehung entsprechend 0.19/, Traubenzucker bestand. Wihrend
der ganzen Zeit herrschte eine mibig caure Reaktion auf Lackmus. Die Al-
dehyd-Bestimmung, die in diesem Falle wegen Gegenwart gelosten Sulfites
pach Behandlung der zuvor zu neutralisierenden Fliissigkeit mit Bariumchlorid
(und unter Zufiigung kohlensauren Calciums bei der Destillation) ausgefiihrt
werden muf}, ergab im ganzen 1.3372 g == 14.86%/, Acetaldehyd.

Versuch 11. Der Ansatz entsprach dem von Versuch 10 mit dem
Unterschiede, dal zur Berstellung einer schwach sauren Reaktion direkt freie
Phosphoriure verwendet wurde, und zwar in einer Menge von 15.0 ccm
m/-I[3POy. Das hatte eine Agglutination des ersten Hefezusatzes zur Folge.
Die Entwickelung der Nitroprussidnatrium-Reaktion und die Abpahme der
Reduktion (nach Ausweis der Ostschen Probe) vollzogen sich in #hnlicher
Weise. Nach 48 Stdn., nach 7 sowie nach 14 Tagen wurden je 3 g Oberhefe
nachgefllt. Erst nach 42 Tagen war der reduzierende Zucker naheza ver-
schwunden. Die Ausbeute an Aldehyd betrug dann 1.3700 g = 15.22¢/,.

) Die Invertase wirkt demnach auch in Gegenwart von Zinksalzen.
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Die Versuche 10 und 11 lehren, daBl sich bei schonender Art
der Ausfilhrung auch in einem sauren Medium eine Fesselung der
Aldehyd-Stufe in betrichtlichem Umfange ermdglichen 14Gt.

Der EiofluB der Verdiinnung auf den Umfang der
Aldehyd-Festlegung.

Die Theorie verlangt, daB mit Verringerung der Kounzentration
an Abfangmittel die fixierbare Aldehyd-Menge sinkt. Mit dieser
Forderung stehen die experimentellen Befunde der Ansitze 12—17
durchaus im Einklange.

Versuch 12. 17.1 g Rohrzucker wurden zusammen mit den Nahrsalzen
in 180 ccm Wasser gelost und nach gerade begouneper Angirang durch
5 g Oberhefe mit einer Lésung von 25.2 g wasserfreiem Dinatrinmsulfit in ca.
11 Wasser versetzt. Das Gesamtvolumen betrug 1350 ccm. Die Gérung
war vach 6 Tagen beendet. Die Aufarbeitung, die hier wegen Verwendung
des loslichen und alkalisch reagierenden Natriumsalzes in der von ups seiner-
zeit angegebenen Weise erfolgen mubte, ergab 1.8320 g Acetaldehyd = 10.46%.

Versuch 13. Entsprach, bis auf die doppelt so groe Hefenmenge, voll-
kommen dem Ansatze 12. Der mit ihm zusammen angestellte und gleich-
zeitig beendete Versuch ergab fiir die 1350 ccm Gesamtflissigkeit 2.1596 g
Aldehyd = 11.989,.

Versuch 14 und 13. Hier kamen als Bestandteile der Géransitze fol-
gende Mengen zur Anwendung: Je 17.1 g Rohrzucker und 37.8 g NaySOs;
bei Nr.14 wurden 5 g Oberhefe, bei Nr.15 davon 10 g hivzugefiigt. Das Vo-
lamen betrug in beiden Fillen 1800 cem, die Girdauer 4 Tage und die Ge-
samtaasbeute in Nr. 14 1.9950 g = 11.08%,, in Nr. 15 1.9650 g = 10.929/y
Acetaldehyd.

Versuch 16 und 17. Eine weitere Steigerung erfuhr die Saulfitmenge
in den Ansitzen 16 und 17.

Hier gelangten bei einem Gesamtvolumen von 2800 ccm je 50.4 g wasser-
freies Dinatriuamsulfit zur Einwirkung aaf die Ldsung von je 17.1 g Rohr-
zucker, und zwar in Versuch 16 bei Anwesenheit von 10 g, in Versuch 17 von
20 g Oberhofe. Nach 5 Tagen war die Garung beendigt. Trotz der groBen
Sultitmenge war durch Polarisation und mittels der Ostschen Probe kein
Zucker mehr nachweisbar. In Versuch 16 wurden erbalten im ganzen 1.3054 g
= 7.25%p, in Versuch 17 1.4341 g = 7.97°/, Acetaldehyd.

Es ist bemerkenswert, daB die Invertase auch in Gegenwart dieser
groBen Mengen alkalisch reagierenden Dinatriumsulfits prompt
wirksam gewesen war.

Die starke Verdiinnung, in der sich der Girakt in den Ver-
suchen 16 und 17 abgespielt hat, ist, wie bereits in der Einleitung
hervorgehoben wurde, der Grund, daf trotz der hohen absoluten
Menge von Sulfit die Acetaldehyd-Ausbeute hinter dem Ertrage sulfit-
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drmerer Ansiitze zuriickblieb, in denen die Konzentration des Ab-
fangmittels jedoch hoher bemessen war.

Nach erfolgter, bei 35° abgelaufener Ausgirung war das Giargut
in beiden Fillen noch weitere 4 Tage im Eisschrank bei 4° aufbe-
wahrt worden. Die dann abfiltrierte und mit etwas Leitungswasser
an der Zentrifuge gewaschene Hefe rief in Rohrzuckerlgsung wieder
glatt Vergirung hervor. Wie wir schon frither (L. ¢. S. 249) hervor-
gehoben haben, bleiben nicht nur einzelne Enzyme, wie die Invertase,
in der ungewohnten Umgebung erhalten, sondern die Hefezellen selbst.
bewahren ihre Garkraft.

EinfluB der Hefenmenge auf die Leistung des
Abfangverfahrens.

Genau wie die normale Girung mit einem kleinen Fermentquan-
tum zu Ende geht. so ist auch der Lrfolgy der Abfangmethode von
der anwesenden Hefenmenge ziemlich unabhingiy. Dieses Ergebnis.
tritt bei Verwendung einer geringfiigigen Aussaat Oberhefe zu Tage,
damit bestitigend, daB die Zusitze nur eine Verschiebung in den
(Giarungsendprodukten, aber keine prinzipiell neuartigen Spaltungen
des Zuckers veranlassen.

Versueh 18 Dic mit 2 g Oberhefe zur Angirung gebrachte Losung
von 17.1 g Rohrzucker in 120 ecem Wasser wurde mit einer solchen von 12.6 g
wasser{reiem Dinatrinmsulfit in 100 cem Wasser gemengt. Nach Herstellung'
cines Gesamtvolumens von 240 cem wurde das Gemisch bei 359 belassen.
Nach & Tagen war poch deutlich Zucker nachweisbar, nach 12 Tagen war er
jedoch vollstindig verschwunden. Im ganzen warden 1.8200 g -= 10.11 9/,
Acetaldehyd gewonnen.

Mit einem etwas reichlicheren, aber an sich doch geringen Hefe-
zusatz ist der Versuch 19 ausgefiihrt, der auf die urspriingliche Hexosen-
menge 210 %/, Sulfit enthielt.

Versuch 19. 17.1 g Rohrzncker wurden mit den Nahrsalzen in 90 cem
\Wasser gelost und mit 3 g Bickerhefe in Angérung versetzt. Nach Zugabe
von 37.8 g sekundirem schwefligsauren Natrium in 180 cem Wasser wurde
ein Gesamtvolumen von 295 cem herbeigefiihrt, Nach 3 Tagen liel die Nitro~
prussidoatriam-Reaktion noch vollig negativ aus, die Ostsche Probe war da-
gegen auBerordentlich stark positiv, cin Beweis, dal} die Invertase in Tatig-
keit getreten war, aber die zymatischen Fermente der kleinen Hefeaussaat
durch das groBe Sulfitquantum und bei der hohen Konzentration geschidigt
waren. Deshalb wurden 5 g Oberhefe nachgefiillt, die bunmehr nach 24 Stdn.
bereits eine starke Aldehydbildung und im Verlauf von 22 Tagen eine voll-
stindige Umsetzung des Zuckers zu Wege brachten.

Es wurde, wenn auch langsam, die hohe Ausbeute von insgesamt 8.2634 g
Acetaldehyd = 18.13 9/g == 74.2 %, der Theorie erreicht, und zwar mit einer
bescheidenen Hefemenge.
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Anwendung des Abfangverfahrens auf Vergérungen
mittels Unterhefen.

Die hohere Empfindlichkeit der untergirigen Hefen gegen die
Zusitze und die daraus folgende stirkere Abhingigkeit der Leistung
von der absoluten Menge Unterhefe, sowie sonstige Abweichungen er-
geben sich aus folgenden Ansitzen:

Versuch 20. 19 g Rohrzucker, entsprechend 20 g Hexosen, wurden in
160 ccm Wasser geldst, nach erfolgter Angirung durch 5 g untergiriger Bier-
hefe!) mit einer Ldsung von 15 g wasserfreiem Dinatrinmsulfit in 65 cem
Wasser gemengt. Das Gesamtvolumen betrug 230 ccm. Als nach 9 Tagen
das Reduktionsvermbogen nicht weiter abnahm, wurde trotzdem der Versuch
abgebrochen. Gewonnen wurden in toto 0.4805 g = 2.40°/, Acetaldehyd.

Versuch 21. Der ganz entsprechende Ansatz mit 19 g Robrzucker,
aher mit einer noch etwas gréberen Menge Dinatriumsulfit (20 g), ging noch
weniger zu Euode und lieferte nur 0.2184 g Acetaldehyd = 1.09 %.

Ein besseres Ergebnis hatte die Verwenduung einer groBeren Hefenquantitit
im nichsten Ausatze.

Versuch 22. Hier gelangten zunichst 30 g untergirige Brauereihefe
zur Einwirkung auf die Losung von 42.75 g Rohrzucker (45 g Hexosen ent-
haltend) und 63 g NaySO;. 1lm Verlauf von 18 Tagen warden im ganzen noch
90 g Unterbefe nachgegeben, wodurch die Zuckerreaktion nahezu zum Ver-
schwinden gebracht wurde. Gelunden wurden insgesamt in der 1000 ccm be-
tragenden Urlosuog 6.5400 g Acetaldehyd == 14.53 0/,.

Erst mit sehr viel Unterhefe wurde also eine Leistung erzielt, wie sie der
10. Teil Oberhefe leicht und in 6-fach kiirzerer Zeit vollbringt.

Die Wirksamkeit von schwefligsaurem Calcium als Abfang-
mittel bei der Vergirung mittels Unterhefen zeigt der An-
satz 23.

In Versuch 23 entfielen anf 19 g Rohrzucker 150 g wasserfreies Cal-
<ciumsulfit bei einem Gesamtvolumen von 300 ccm. Die Zuckermenge vergor
hier in Anwesenheit des so wenig schidlichen schwelligsauren Calciums be-
reits mit 3 g untergiriger Hefe (Rasse U) und schon in 2 Tagen, lieferte aber,
weil dabei von einer besonderen mechanischen Verteilung durch Schiitteln
und Kohlendioxyd-Einleiten Abstand genommen war, nur 0.3939 g = 1.97 %,
Acetaldehyd.

Acetaldehyd und Glycerin werden auch von unter-
gariger Hefe im korrelativen Verhiltnis erzeugt gemiB
den Ergebnissen der Ansitze 24 und 25.

Versuch 24. 19 g Rohrzucker in 150 cem Wasser wurden in Gegen-
wart der Nahrsalze mit 20 g Unterhefe U (des Instituts fir Garungsgewerbe
in Berlin) zur Angirung gebracht und dann mit einer Lésung von 20 g
Na,SO; iv 70 ccm Wasser versetzt. Nach 4 Tagen warden abermals 20 g
Hefe zugegeben. Nach weiteren 7 Tagen wurde der Versuch abgebrochen, ob-

1) Mit dieser Bezeichnung vom Institut fiir Girungsgewerbe geliefert.



1698

gleich noch reichlich reduzierender Zucker vorhanden war; denn bei lingerem
Stehen trat bei den untergirigen Rassen leicht Fiulnis ein. Im ganzen wur-
den 04114 g = 2.06 9, Aldebyd und 0.8593 g = 4.29 ¢/, Glycerin erhalten.

Eiwa doppelt so hobhe Aunsbeute lieferte der Versuch 25, in dem die
gleiche Hefemenge auf dieselbe Zuckerquantitit, aber in Gegenwart von nur
15 g Dipatriumsnlfit, zur Einwirkung kam. Auch hier wurde der Versuch
vorzeitig, und zwar nach 11 Tagen abgeschlossen. Wir fanden in toto 1.0949 g
Acetaldehyd = 5.479/y und 2.3080 g Glycerin = 11.50 %,.

Bei dieser Unterhefe erhielten wir das scheinbar paradoxe Resultat, daf
eine grofere Sulfitmenge eine kleinere Aldebyd- und Glyeerin-Produktion be-
wirkt. Ein Grund fir dieses Verhalten, das von dem der kriftigeren Ober-
befen wesentlich abweicht, liegt in der geringeren Widerstandsiihigkeit der
untergirigen Rasse.

Anwendung des Abfangverfahrens auf Vergérungen
mittels Trockenhefen und Macerationssaft.

Durch die Behandlung, die bei der Herstellung von Trocken-
hefen stattfindet, gehen bekanntlich Veriinderungen mit der Hefe vor,
die ihr nach manchen Richtungen hin eine besondere Empfindlichkeit
verleihen. Infolge Lockerung der Zellhiillen neigt die in den Trocken-
zustand versetzte Hefe besonders zur Autolyse. Dieses Verhalten tritt
ganz augenfillig bei der Digestion von Trockenhefe mit alkalisch
reagierenden Fliissigkeiten zu Tage. Trotzdem haben wir einige Ver-
suche mit Dinatriumsulfit iiber die Festlegung der Acetaldehyd-Stufe
bei der von Trockenhefen bewirkten Vergirung vorgenommen.

Versueh 26. In die Losung von 8.55 g Rohrzucker in 50 cem Wasser
wurden 10 g Trockenhefe eingetragen und eine Lésung von 6.3 g Dinatrium-
sulfit in 50 cem Wasser sowie 1 ccm Toluol hinzugefigt. Ein grofler Teil der
BHefentrockensubstanz verflissigte sick raseh, obgleich dis Digestion nur bei
Zimmertemperatur erfolgie. Das Gemisch blich 3 Monate Jang unverindert
stehen und euthielt dann insgesamt 0.1154 g = 1.3 %, Acectaldehyd.

Versuch 27. Dieser Ansatz entsprach in seinen Mengenverhiltnissen
vollkommen dem vorangehenden bis auf die in Fortfall kommende Beigabe
von Toluol; nach 8 Tagen wurden 10 g Trockenhefe nachgefallt, da die erste
Hefenportion stark autolysiert war. Auch die zweite Menge ging schnell
groBtenteils in Losung und wurde nach weiteren 8 Tagen durch 5 g neue
Trockenhefe erginzt. Die Verarbeitung erfolgte nach 40 Tagen, obzwar noch
reduzierender Zucker vorhanden war. in ganzen haben wir 0.2970 g —~ 3.3 %,
Acetaldehyd festgestellt.

Versuch 28 lehrt von neuem, dafl der Zusatz von Toluol zur Trocken-
hefe die Aldehyd-Ausbeute herabmindern kann im Falle der Verwendung des
alkalisch reagierenden Dinatriumsulfits. Denn unter sounst gleichen Verhalt-
nissen, aber mit 2 ccm Toluol, belief sich die Ausbeute nur auf 0.0684 g =
0,76 %,.
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Die uiberlegene Braunchbarkeit des neutral reagierenden Calcium-
sulfits zeigt sich deutlich in den nachstehenden Versuchen.

Versuch 29. 9.5 g Rohrzucker wurden in 100 ccm Wasser gelést und
mit 25 g frisch bereitetem lufttrockenen Caleiumsulfit sowie 10 g Trockenhefe
versetzt. Nach 5 Stdn. war kriftige Girung im Gange und deutliche Aldehyd-
Reaktion in dem Destiliat') vorhanden, das man aus einigen Kubikzentimetern
Giransatz darch’ Eiuleiten von etwas Wasserdamp! in Gegenwart von kohlen-
saurem Calcium fbergetrieben hatte. Nach 8 Tagen wurden noch 5 g Trok-
kenhefe nachgefiillt, und nach 28 Tagen, wihrend deren die Digestion bei
Zimmertemperatur vorgenommen war, erfolgte die Aufarbeitung, obgleich in
einer mit Mercariacetat?) von stérenden stickstoff-haltigen Substanzen befrei-
ten Probe noch Zucker nachweisbar war. Zum SchluB bestand infolge der
mit der Auatolyse einhergehenden Verinderungen eine schwach saure Reaktion
auf Lackmns. Erhalten wurden im ganzen 0.4652 g Acetaldehyd = 4.65 %/,

Versuch 30. Hier gelangten “die gleichen Mengenverhaltnisse wie im
Garansatz 29 zur Anwendung, jedoch unter Zugabe von 2 cem Toluol. Ver-
halten und Eigenschaften waren dieselben. Dic Aldehyd-Ausbeute betrug
0.2158 g == 2.16 9/, Acetaldehyd.

Im Vergleich mit Ansatz 28 ist der Ertrag ungefahr auf das Drei-
fache gesteigert — ein Hinweis darauf, dafl die empfindliche Trocken-
hefe die doppelte Schidigung durch Toluol wie durch das Abfang-
mittel besser vertrigt, wenn das letztere den neutralen Charakter des
Calciumsulfits besitzt.

Des weiteren haben wir gepriift, ob auch bei Verwendung von
Trockenhefe neben dem gebildeten Acetaldehyd Glycerin im korre-
lativen Verhiltnis auftritt. Vorproben hatten uns zwar gezeigt, daB
die Trockenhefe an sich zu solchen Versuchen weniger geeignet ist,
da sie nicht unerhebliche Mengen von Glycerin abgibt, wohl infolge
der starken Autolyse, bei der Fette und Phosphatide gespalten werden.

Versuch 31. In die Ldésung von 19 g Rohrzucker (= 20 g Hexosen)
in 300 ccn Wasser wurden 100 g wasserfreies schwelligsaures Calcinm, 20 g
Trockenhefe sowie 3 ¢em Toluol eingetragen. Als nach 10 und 20 Tagen
noch reichlich Zucker vorhanden war, wurden jedesmal noch 20 g Trocken-
hefe hinzugefiigt. Nach 2-monatlicher Digestion erfolgte Verarbeitung trotz
andauernder Gegenwart nnveranderten Zuckers. lm ganzen erhielten wir
0.1028 g = 0.52 %/, Aldehyd. IThm standen 0.6860 g Glycerin gegeniiber; von
dieser Menge ist jedoch das Quantum abzuziehen, das bei gleich lange ans-
gedehnter Autolyse dieselbe Menge Trockenhefe fir sich lieferte. Diese
Quantitit war 0.4076 g. Die der entwickelten Aldehyd-Menge entsprechende
Glycerin-Ausbeute ist also 0.2784 g = 1.39 ¢/, Glycerin.

1) Die unmittelbare Abstellung der Nitroprussidnatrium-Probe ist in
Giransitzen mit Trockenhefen oder Macerationssiften wegen der starenden
Sulfhydryl-Reaktion in Losung gegangener Eiweilabkommlinge unsicher.

3 C. Neuberg, »Der Harne, 8. 338.
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Wie man sieht, werden auch hier Acetaldehyd und Glycerin an-
gendhert im molekularen Verhiltnis gebildet.

Ubrigens entstanden bei der Selbstgirung der benutzten Trocken-
hefe, obgleich doch frische Hefen') bei einfacher Digestion Aldebyd
hervorbringen konnen, keine quantitativ in Betracht kommenden
Mengen Acetaldehyd.

Calciumsulfit bewahrt sich als Abfangmittel nicht nur bei Trocken-
hefen, sondern auch bei dem aus diesen bereiteten Macerationssaft.

In Versuch 32 und 38 benutztsn wir 250 cein frischen Macerations-
saft, in dem 23.75 g Rohrzucker gelost waren; hinzugegeben wurde bei
Versuch 32 das aus 12.5 g NagSO; und bei Versuch 33 das aus der doppelten
Menge Dinatriumsulfit bereitete Quantum schwefligsauren Calciums. In beiden
Fillen geschah die Digestion unter Zugabe von 3 cem Toluol 12 Tage lang bei
Zimmertemperatur; zu diesem Zeitpunkte waren zwar noch 60 Zucker un-
verbraucht, doch erfolgte die Aufarbeitung. Sie wies flir Versuch 32:
0.2880 g = 1.16 9/, Acetaldehyd und fiir 33: 0.5185 g = 2.07 %/, Aldehyd aus.
Fiir den wirklich umgesetzten Zueker berechnet sich daraus die Ausbeute fiir
Ansatz 82 zu 2.90 %/, fiir Apsatz 33 zu 5.18 9/,.

Verhalten der Triosen.

Versuch 34, 3 g krystallisiertes Dioxy-aceton waren mit den Nihr-
salzen in 150 cem Wasser gelést und dazn die aus 90 g wasserfreiem Di-
patriumsulfit bereitete Menge Culciumsalz sowie 5 g Bickerhefe?) gefugt.
Mit Wasser wurde cin Volumen von 330 em hergestellt. Nach 4 Tagen,
d. h. nach einer Zeit, innerhalb derer die wirklich girenden 6-Kohlenstofi-
Zucker vollstindig verschwunden sind, reduzierte das Gemisch Fehlingsche
Losung noch ohne Erwirmung und zeigte gerade die Andeutuog einer Nitro-
prussidnatrium-Reaktion. Letztere nahm dann allmihlich zu und war nach
14 Tagen kriftig geworden, wihrend sich unverinderte Triose noch immer
durch die Reduktion von alkalischer Kupferlosung in der Kilte zu erkennen
gab. Das blieb so trotz erneuten Zusatzes von 5 g Hele bis zuv Aufirbeitung,
die nach 3 Wochen vorgenommen wurde. Dieselbe ergab insgesamt 0.1007 g =
3.86 %/ Acetaldchyd.

Versuch 35 war genau in derselben Weise angesetzt, nur mit dem
Unterschiede, daB statt des unloslichen Calcinmsulfits 2.4 g reines Dibatrium-
sulfit zur Einwirkung kamen. Acetaldehyd stellte sich gleichfalls ein, aber
das Reduktionsvermigen blieb auch hier sehr stark, viel unverinderten 3-Kohlen-
stoff-Zucker anzeigend, obgleich sowohl nach 8 wie nach 14 Tagen 5 g Ober-
hefe nachgefillt waren. Bei Abbruch des Versuches waren 0.1525 g Acet-
ajdehyd = 5.08 ¢/, gebildet.

) C.Neuberg und J. Kerb, B. 47, 2730 [1914]; C. Neuberg und
E. Sehwenk, Bio. Z. 71, 126 [1915].

7 Die normale Wirksamkeit der Hefen auf die Zymo-hexosen wurde hier
und in allen anderen Versuchen mit den 3-Kohlenstolf-Zuckern jedesmal be-
sonders festgestellt.
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Wir haben -uns in zahlreichen Variationen bemiiht, mit dem Dioxy-aceton
beweisendere Ergebnisse zu erzielen. Die Versuche mit Heranziehung von Di-
natriumsulfit, das ja hinsichtlich des erreichbaren Umtfanges der Aldehyd-Festr
legung dem Calciumsulfit iiberlegen ist, muBten iiberhaupt anfgegeben werden, da
bui der Alkalinitit sowie der notwendigen langen Versuchszeit, in der die Triose
nur zum kleinsten Teile umgesetzt wurde, hiufig Kahmhefen oder auch Bakterien
hochkamen. Wir haben viel derartige Ausitze durch diese Empfinglichkeit
fiir Infektionen verloren. Die Heranziichtung einer geniigenden Hefemenge in
der Losung der 3-Kohlgnstoft-Zucker selbst stiel aber auf uniiberwindliche
Schwierigkeiten. Ein wenig glatter schienen die Versuche mit schwefligsaurem
Calcium zu. verlaufen, aber sie fielen in quantitativer Hinsicht ganz unbefrie-
digend aus. Deshalb muften wir schon in den vorangestellten Betrachtungen
hervorheben, daB eine intermediire Entstehung von Dioxy-aceton — und- das-
selbe gilt in erhohtem MaBe vom isomeren Glycerinaldehyd — nicht ange-
nommen werden kann. Wir fiihren einige dieser Versuche an,

Versuch 86. 9.0 g Dioxy-aceton wurden in 500 ccm Wasser zusammen
mit den Nihrsalzen gelost und eine Suspevsion von Calciumsulfit hinzagefiigt,
das aus 126 g wasserfrelem Nag SO; gewonnen war. Dann wurde ein Volumen
von 1080 ccm unter gleichzeitiger Zugabe von 5 g Oberhefe hergestellt. Nach
6 Tagen trat positive Aldehyd-Reaktion auf. Sie wuorde allmihlich . etwas
deutlicher, ohne daB der reduzierende 3-Kohlenstoff-Zucker verschwaund oder
auch nur wesentlich abnahm, obgleich jedesmal nach Ablauf einer Woche
noch 4-mal 5 g Hefe hinzugefiigt worden waren. Die Verarbeitung geschah
nach 44 Tagen und ergab im ganzen 0.4160 g'= 4.62 %, Acetaldehyd.

‘Die aquivalerite Acetaldehyd- und Glycerin-Bildung vollzieht sich mittels
Oberhefen unter quantitativem Umsatz der 6-Kohlenstoff-Zucker; man muflte
aléo, falls Triosen dabei die Durchgangsstufe bilden, ein entsprechendes Ver-
halten derselben erwarten. ‘Das Experiment hat das Gegenteil ergeben:
Deshalb haben - wir auch untergirige Hefe und untergirige Trockenhefe
herangezogen, der Moglichkeit Rechnung tragend, daB vielleicht diese Rassen
das erwdhnte Snbstrat besser verarbeiten konnten. Diese Hoffnung hat sich
jedoch auch nicht erfullt.

Versuch 37. 9.0 g Dioxy-aceton wurden mit der gewaltigen Menge
von 80 g Hefe U, sowie mit 120 g lufttrockenem schwefligsaaren Calcium
uuter Herstellang eines Volumens von 740 ccm 12 Tage laug digeriert. Die
Gesamtausbeute an Aldehyd betrug 0.3790 g = 4.21 %/,

Wir ibergehen eine Reihe von Versuchen mit geringerem Hefenzusatz‘
sowie stirkerer Triosen-Konzentration; dabei fielen die Aldehyd-Ertrige noch
spirlicher aus. Angetfithrt seien bloB die ‘

Versuche 38 und 39, in denen Trbckeghefe benutzt wurde. Von dieser
gelangten zunBichst 20 g ~in Gegenwart von 2 ecm Toluol anf ‘die Lésungen
von 9.0 g Dioxy-aceton in 200 bezw. in 900 cem. Wasser mit 90 g Calcium-
sulfit zur Einwirkung. Nach 8 und 14 Tagen wurden je 80 g Trockenhefe
uachgefiillt.  Trotzdem war nach 3 Wochen noch reichlich unverindertes
Dioxy-aceton zugegen und -\cetaldphyd nur in einer Menge von 0.87 %, resp.
0.13 %, vorhanden.
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Die erwihnte starke Neigung zu Infektionen zusammep mit den geringemw
Aldehyd-Ausheuten in den beiden mit Tolucl sterilisierten Ansitzen bestirken
uns in einer vorsichtigen Beurteilung der Verhiltnisse bei den Triosen,
namentlich hinsichtlich des Vorganges, durch den diese kleine Acetaldehyd-
menge entstand.

Aber selbst jene bescheidenen Ertrige an Acetaldehyd haben wir in ganz
entsprechenden Ansitzen mit Glycerinaldehyd nicht verzeichnen kénnen.
Wir haben nur Spuren beobachtet und nehmen deher von einer Wiedergabe
im einzelnen Abstand. Die Versuche versprachen schon deswegen einen nur
geringen Erfolg, weil wir hatten feststellen miissen, daB keine der uns zur
Vertigung stehenden ober- und untergirigen Hefenrassen die '/3- bis 1-proz.
Loésungen dieser Aldotriose zu vergirem vermochte. Durch vergleichende
Angitze mit Traubenzucker-Lsungen derselben Konzentration und -durch
kombinierte Versuche, in denen Hexose und Triosen zusammen rd. 48 Stunden
der Einwirkung der Hefen ausgesetzt - waren, hat sich ergeben, daB in der
Zeit, in der die Hexosen-Gérung quantitativ abliuit, Glycerinaldehyd prakiisch
gar keine und Dioxy-aceton eine unbedeutende Verinderung erfuhbr, Eine
solche setzte erst allmihlich bei lingerer Digestion mit den Hefen ein, blieb
aber. auck dann geringfiigig, da das Reduktionsvermdgen gegen alkalische
Kupferlosung in 6—8 Tagev vur um 10—20 9, abnahm,

Nie Vergiarbarkeit von Brenztraubensiure
in Gegenwart von Sulfit
4Bt sich sehr schon auf folgende Weise zeigen:

Versuch 40. 2.0 g Brenztraubensiure wurden in 66 ccm Wasser geldst
und durch Schiitteln in der Kilte mit kohlensaurem Calcium neutralisiert.
Die vom UberschuB des letzteren abfiltrierte und durch Auswaschen des
CaCO; quantitativ erhaltene Ldsung des Calcium-pyruvinats wurde mit
Wasser anf 200 cem gebracht und tropfenweise zu einer Aufschwemmung von
25 g Hefe OM sowie 30 g CaSO31in 50 cem Hy O gesetzt. Nach 58 Stunden wurden
durch Wasserdampf- Destillation in Gegenwart von koblensaurem Calcium
0.5484 g = 27.4 % Acetaldehyd gewonuen, was 54.8 %/y der theoretisch mog-
lichen Menge ausmacht. In einem Kontrollversuch auf Selbstgirung wurde
dieselbe Hefenmenge gleichfalls in 250 cem Wasser suspendiert und mit Cal-
ciumsulfit 48 Stunden digeriert. Erbalten wurden im ganzen 0.0103 g Acet-
aldehyd, also eine Menge, die verschwindend ist im Vergleiche mit dem Er-
gebnis des Brenztraubensiure-Versuches und daher vernach)édssigt werden kann.

Das Calciumsulfit ist also auch geeignet zur Feststellung der
Garfahigkeit von Brenztraubensiure in Gegenwart von schweflig-
sauren Sulzen; unter diesen Bedingungen fithrt der Zerfall der Brenz-
traubensiure oder richtiger ihrer Sulfitverbindung zu Kohlensiure und
dem Acetaldebyd-Sulfit-Komplex.

Anhangsweise
beschreiben wir eine Versuchsanordnung, die Anwendung und
Wirkungsart des Abfangverfahrens in wenigen Minuten
vorzufiihren gestattet.
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Wir geben der Demonstration die Gestalt eines Vorlesungsexpe-
rimentes und erteilen ihm ungefihr dieselbe Form, die wir vor Jahren
fiir die analoge Veranschaulichung?) der Brenztraubensiure-Gérung
gewihlt haben.

In 20 cem einer 10-proz. Losung von Rohr- oder Tranbenzucker, die
sich in cinem weiten Reagensglase befinden, werden 2 g Calciumsulfit
(CaSO; + 2H;0) und 2 g PreBhefe durch Schitteln gleichmaBig verteilt. Das
Gemisch wird in ein Garrohrchen eingefilllt, dessen kurzer offemer Schenkel
durch eine Schlanchverbindung mit einem aufwérts ragenden Glasrohr ver-
lingert ist. Gleichzeitig setzt man eine Kontrollprobe an, zu der 20 ccm
10-proz. Zuckerlésung nur mit Hefe (ohne Sulfit) verwendet werden. Beide
Gefabe werden alsdann in ein Becherglas versenkt, das mit Wasser von
38—40° gefiillt ist und iber dessen Oberfliche die erwidhnten Verlingerungs-
stiicke der Girrgbrechen emporragen. In beiden Proben beginnt alsbald die
Eutwickelung von Kohlensiure, die in der sulfithaltigen Probe gewdéhnlich
etwas schwiicher ist. Nach !/; Stunde kann man in der letzteren bereits das
Auftreten von Acetaldehyd mit aller Schirfe nachweisen. Zu diesem
Zwecke werden 3 cem des Inhalts mit einer Pipette entnommen und ohne
Filtration mit /3 ecm 4-proz. Nitroprussidnatrinm-Losung sowie mit 2—8 cem
8-proz. Piperidin-Lsung versetzt. Es stellt sich die fiir den Acetaldehyd charak-
teristische tiefe Blaufarbung ein. Die sulfitfreie Kontrollprobe wird nach Zu-
gabe voun Nitroprussidnatrinm und Piperidin dagegen nicht gebliut. Dehnt
man den Versuch 'anf !/3 Stunde aus, so wird die Reaktion in der sulfithal-
tigen Probe noch sebr viel stirker, wiahrend die Kontrollprobe negativ
bleibt.

Der Versuch, der in beliebig vergroBertem Maflstabe vorgenommen
werden kann, millingt niemals. Er kann mit girkraftiger obergiriger oder
notergiriger Hefe, auch mit kiuflicher Bickerhefe angestellt werden. Bedin-
gung ist die Brauchbarkeit des schwefligsaaren Calciums, das man am besten
selbst bereitet (s. S. 1690).

So kano man die Grundlage, auf der sich die Ergebnisse der
neuen Methodik aufbauen, die Festlegung der Acetaldehyd-Stufe bei
der alkoholischen Gé#rung, bequem als Vorlesungsversuch vorfiihren.

) C. Neuberg und L. Karczag, B. 44, 2477 {1911].





