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Fip- Angewandt
wirkungs- | Gesamt- | Kohlen- G;Em:dfnes
dauer volumen | siure Acetylen cetylen
Min. cem % cem | Vol.-o), ecem ¢ Vol -9,
15 3650 |ohne COy 3.52 0.096 2.4 0.06
10 8650 » » 3.53 0.096 3.15 0.086
3 3650 » » 3.21 0.087 2.9 0.079
4 3650 » » 2.56 0.070 1.79 0.049
15 2358 25 3.25 0.138 3.33 0.144
15 3650 10 4.07 0.111 4.13 0112
15 3650 5 1.73 0.047 168 0.046
15 3650 5 306 | 0083 3.08 0.084

Da diese Feststellungen jedoch nur an Luftgemischen mit
0.04—0.15°%, Acetylen gemacht worden sind, empfehlen wir, um
sicher zu gehen, bei Untersuchumgen von acetylen-haltigen Luftge-
amischen mit einem Zusatz von 10—20°?, Kohlensiiure zu arbeiten.

10. April 1920.

122, Carl Neuberg und Elsa Reinfurth: Uber die Vergar-
barkeit der Brenztraubensfiure unter den Bedingungen des
Abfangverfahrens.

(Vergéirung der Pyruvinat-Sulfite durch Hefe.)
fAus der Chemischen Abteilung des Kaiser-Wilhelm-Institutes fiir experimen-
telle Therapie in Berlin-Dahlem.]

(Eingegangen am 22. April 1920.)

Die Acetaldehyd-Brenztraubensiure-Theorie der Gi-
rung?) darf -als der am meisten befriedigende Ausdruck der zymo-
chemischen Tatsachen gelten, besonders seitdem mit Hilfe des Ab-
fangverfahrens (der Festlegung von Durchgangsstufen mittels
schwefligsaurer Salze) der Acetaldehyd in bedeutender Menge,
bis 75%, der Theorie, als Zwischenprodukt nachgewiesen worden
ist?). Von franzosischen Autoren ist angegeben worden?), daB man
durch einfachen Zusatz von kohlensaurem Calcium auch die Brenz-
traubensiure festhalten konne; aber leider war es nicht maglich,

Y C. Neuberg, Monogr., Jena 1913.

%) C. Neuberg und E. Farber, Bio. Z. 78, 238 [1916]; C. Neuberg
und E. Reinfurth, Bio.Z. 89, 365 [1918].

) A, Fernbach und M. Schén, C.r. 157, 1478 (1913]; 158, 1718 [1914].
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dies bei der Zuckerspaltung durch deutsche Hefen zu bestitigen').
Diese vergiiren nimlich alle die Brenztraubensiure mit groBter Leich-
tigkeit zu Acetaldehyd und Kohlendioxyd; jene Behauptung wiirde
also hochstens fiir gewisse Spezialhefen (Champagne- und Mykoderma-
hefe) zutreffen konnen. AuBer dem von unsausfithrlich beschrie-
benen Verhalten der Brenztraubensiure bei den eigentlichen Girungs-
vorgangen enthiillen jedoch noch andere Eigenschaften dieser Saure
ihre nahe biochemische Beziehung zum Zucker, die gerade im Hin-
blick auf diese Géarfihigkeit der Brenztraubensiure untersucht
worden ist.

So zeigte Paul Mayer?), dal} brevztraubensaures Natrium im Organis-
mus des normal ernibrten Kaninchens zur Bildung von Glykose AnlaB gibt,
die in erhihter Menge im Blut auftritt und im Harn ausgeschieden wird;
Derselbe Autor stellte am Hungertier fest, dall Brenztraubensiure genau wie
Zucker Glykogen erzeugt und in Form von Milchsiure in den Urin tbertreten
kann, [P, Neukirch und P. Rona?®) fanden in Versuchen iber die motorische
Tatigkeit des Herzeus und des Darms, dall voun zablreichen darauthin gepriiften
Verbindungen auBer den girenden Monosacchariden allein die Brenztrauben-
saure die Bewegung der beiden Organe im Gang zu halten vermag und gleich
den echten Zuckern als eine vielleicht numittelbar ausnutzbare Quelle der Mus-
kelkraft dienen kann3). Fiir verschiedene Heferassen stellt nach F. Ehrlich*)
die Brenztraubensiure einen Kohlenstoff- und Energiespender dar, und
H.v. Ealer sowie E. Lowenhamm % bhaben angegeben, dall die Hele ilr
Enzym Invertase ebenso reichlich auf Kosten der Brenztraubensiure wie des
Zuckers hervorzubringen imstande ist; nach G. Wagner®) kann DBrenz-
traubensiure die Glykose in den Nihrboden fiir die Bakterien der Typhus-
Coli-Gruppe in chemischer wie diagnostischer Hinsicht glatt vertreten.

Die so gut begrindete Annahme von der Rolle der Brenztrauben-
séiure als einer Zwischenstufe des Zuckerabbaues ist nun jiingst erneut
zur Erdrterung gestellt worden. E. Zerner™), der unsere friiheren
Angaben iiber die massenhafte Bildung von Acetaldebyd beim Ab-
fangverfahren bestitigt hat, erblickt wie wir darin einen Beweis fiir
das intermediire Auftreten des Acetaldehyds, meint aber, Brenztrau-
bensiure als dessen unmittelbare Muttersubstanz ablehnen zu kinnen,
weil sie angeblich unter den Bedingungen des Abfangverfahrens nicht
mehr vergirbar sein soll, sobald die Menge des verwendeten schwef-
ligsauren Salzes 1 Mol. Salfit auf 1 Mol. Brenztraubensiure betrigt.
Wir hatten friiher, auf diesen Einwand nicht gefaBt, zwar die Vergarung

1) Johannes Kerb, B. 52, 1795 [1919].

%) Paul Mayer, Bio. 7. 40, 441 [1912]; 49, 486 [1913].
3 Pilig. Arch. 146, 371; 148, 285 [1912).

%) Bio. Z. 36, 496 [1911]. 5 H. 97, 290 [1916].

6) Zentralbl. I, Bakt., I. Abt, 71, 33 [1913].

) B. 53, 325 [1920).
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der Brenztraubensiure in Gegenwart eines beliebigen Uberschusses an
Caleiumsullit, aber pur in Anwesenheit von !/, Mol. Dinatriumsulfit
beschrieben!) und haben kiirzlich dargetan?), weshalb jene gegen-
teilige Behauptung unzutreffend ist, die sich auf unzulingliche Ver-
suche stiitzt, Denn statt wie wir auf Entstebung von Acetaldebyd
zu priifen, batte sich der Autor begniigt, allein auf freiwerdendes
Koblendioxyd zu fahnden, dabei aufer acht lassend, dal in dem vop
ihm verweudeten System von brenztraubensaurem Alkali und Dina-
triumsulfit.
CHa COCOON& -+ Naz SOa -+ Hno i

= CH;.C(OH)(0.80;Na).COONa + NaOH
die sich bildende Lauge ein sichtbares Entweichen etwa entwickelter
Kohlensiiure vereiteln mufl. Weiter hatte er die Permeabilititsver-
hilltpisse der Hefezellen fiir schwefligsaure Salze sowie die Herstellung
einer ‘richtigen Wasserstoff-Ionen-Konzentration in keiner Weise be-
riick sichtigt.

Tber allen Betracbtungen steht aber das Experiment. Wir
zeigen nachstehend auf elf verschiedene Weisen, dafl Brenz-
traubensiure nicht nur in Gegenwart des molekularen
Quantums Dinatriumsulfit, sondern auch von mehr glatt
vergoren wird.

) Ja die Vergirung der dquivalenten Mengen Brenztrau-
bensdure und schwefliger Siure geht bei Anwendung von
Trockenhefen sogar in der Kilte und so stiirmisch vor
sich, daB sie sich als einer der schénsten zymochemischen
Demonstrationsversuche in wenigen Minuten vorfibren

1a8¢ (8. 1051).

I. Vergirung von Brenztraubensiure in Anwesenheit von
1 Mol. Dinatriumsulfit durch lebende Oberhefe.

Wir hatten mehrfach dargelegt, daBl es schwer ist, die Verhilt-
nisse nachzuahmen, die bei der Vergirung von Zucker in Gegenwart
schweiligsaurer Salze beziiglich der H-Ionen:Konzentration in den
Maischen herrschen. Denn der Zucker diosmiert, wihrend die Zellen
fiir das anorganische Zusatzmittel (Dipatriumsulfit) impermeabel sind.
Wir haben aber schon frither auseinandergesetzt, daB das Problem
in der Fragestellung berubt, ob die Brenztraubensiure-Sulfit-
Verbindung noch durch das Hefenferment angreifbar ist und unter

1) C. Neuberg und E. Reinturth, Bio. Z, 89, 413 [1918]; B. 52,
1659 [1919).
% B. 53, 462 [1920].
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Loslosung von Kohlendioxyd zum Acetaldehyd-Sulfit-Komplex
vergoren wird. Vor vielen Jahren hat Clewing!) gezeigt, dafl Brenz-
traubensidure beim Zusammentreflen mit sekundiren schweiligsauren
Alkalien sich zu den auflerordentlich bestdndigen Doppelverbindungen
der Zusammensetzung CH, . C(OH)(0.S0; Me).COOMe vereinigt. Diese
komplexen Salze zerfallen selbst bei 115—130° nicht in ihre
Komponenten. Es findet also eine praktisch vollstindige Vereinigung
voo Brenztraubensiiure mit sekundiren Sulfiten (wie anch mit Thio-
sulfat ?)) statt. Daher kommt es darauf an, zu zeigen, daf} diese
so widerstandsfibige Brenztraubensiure-Schweflige-Siure der
Spaltung durch die Carboxylase unterliegt. Das gelingt leicht,
wenn man eine fir die Entfaltung dieses Enzyms giinstige H-Ionen-
Konzentration berstellt?).

Hierzu bedient man sich der verschiedenen »Puffersystemex,
wie sie von Soerensen, Henderson und Michaelis empfohlen
worden sind. Wir verwendeten als Puffer Essigsiure-Acetat-
Gemenge, eine Citronensiure-Natriumcitrat-Mischung sowie
Glykokoll

Verfihrt man auf diese Art, so kanon man die Entwickelung von
Kohlensiure aus solchen Systemen unmittelbar wahrnebmen, da bei
der hergesteliten Aciditait das Kohlendioxyd ganz oder grofStenteils
frei wird. Sicherer aber ist es, die Menge des Acetaldehyds zu
bestimmen, der aus der Brenztraubensiure durch Vergirung hervor-
geht.

Versuch 1. 10 cem m-Brenztraubensiure, 10 cem m-Dinatriumsulfit,
10 cem Essigsianre-Acetat-Gemisch [enthaltend im Liter 60 g Eiséssig sowie
72 g CH;.COO Na + 3H;04)] wurden mit 70 ccm Wasser nebst 15 g frischer
obergiriger Hefe M (= 8 g Trockensubstanz) versetzt. Bei 37° begann als-
bald die Kohlensiure-Entwickelung. Wir. lieBen diesen Versuch 5 Tage im
Brotschrank stehen, d. h. ebenso lange, wie in der Regel die Ansitze von
Zucker mit grioBeren Sulfitmengen zur Ausgirung bendtigen.

Zur Bestimmung des Acetaldehyds bedienten wir uns des Destil-
lations-Titrations-Verfahrens, das wir friiher fiir die exakte Ermitte-
lung des Aldehyds in Géaransitzen angegeben hatten. Dabei verfuhren wir
folgendermaBen: Das Girgemisch wurde mit 5 cem m-Sodalésung versetzt und
mit fiberschiissigem Chlorbarium (20 cem m-Ba Clp-Lésung) ausgefillt. Von
dem klar filtrierten Gemische wurde ein aliquoter Teil mit iberschissigem
kohlensauren Calcium im Dampistrom destilliert, wobei die in Ldsung vor-

1) C. Clewing, J. pr. [2] 17, 241 [1878].

% C. Béttinger, B. 15, 892 [1882].

3) Die genauen Angaben iber die optimale H-Tonen-Konzentration der
Carboxylase-Wirkung sollen spiter mitgeteilt werden.

4} Auch andere Zusammensetzungen des »Acetat-Puffers« sind anwendbar
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handene Acetaldehyd-Sulfit- Verbindung verlustlos gespalten wird, event.
unvergoren gebliebene BrenztrauBensiure jedoch als nicht flichtiges Salz sich
im Riickstande befindet. Der unter dem von uns friher beschriebenen Vor-
sichtsmaBregeln aufgefangene Aldehyd wurde dann nach der Methede von
Ripper-v. Firth ermittelt. Gefunden wurden Hir das gesamte Gargut
0.2032 g Aldehyd; 10 com der angewandten m-Brenztraubensiure enthielten
0.88 g CH;.CO.COOH, die maximal 044 g Acetaldehyd liefern kdnnen.
Die Ausbeute betrug mithin 46.2/, der Theorie.

Versuch 2. Der Ertrag an Aldehyd, der in den folgenden Versuchen
viel hoher war, stieg auch mit dieser Hefe bei Ausdehnung der Girdauer auf
7 Tage. REin Ansatz, der, analog Versuch 1 bereitet, wihrend dieser Zeit im
Brutschranke digeriert wurde, ergab fur das gesamte Girgut 0.2812 g Acet-
aldehyd = 63.99/, der moglichen Menge.

Versuch 8. Als recht geeignet ebwies sich bei der frischen obergirigen
Hete der »Citrat-Puffer«. 20 ccm m-Brenztraubensiure, 20 cem m-Dinatrium-
sulfit, 10 cem m-Citronensiure-Losung nebst 10 ccm ?/; m-Natriumeitrat-
Losung wurden mit 140 ccm Wasser sowie 30 g obergariger Hete M versetzt
und bei 840 7 Tage lang sich tberlassen, Die Aldehydausbeute belief sich
auf 0.7199 g = 81.89/; der Theorie.

II. Vergirung dquivalenter Mengen von Brenztraubensiure
und schwefligsaurem Natripm mittels frischer unter-
giriger Hefe.

Bereits frither haben wir gezeigt!), daf auch die empfindlicheren
Unterhefen die Spaltung des Zuckers in Acetaldehyd, Kohlensiure
und Glycerin nach der zweiten Vergirungsform herbeizufiihren ge-
eignet sind, wenn man sie in eine zweckmiBige Umgebung bringt;
dafl die Brenztraubensiure durch Unterhefen ebenso gut umgesetat
wird, wie durch obergirige Rassen, steht seit 10 Jahren fest?). Bei
Zutigung der erwilnten Puffer gelingt die Zerlegung der Brenz-
traubensfiure in Gegenwart #Aquivalenter Mengen schwefliger Saure
auf die einlachste Weise.

Versuch 4. 10 ccm m-Brenztraubensiure, 10 cem m-Dinatrinmsulfit,
10 cem Essigsdure-Acetat-Gemisch und 70 cem Wasser wurden mit 15 g
untergiriger Hefe Nr. 1103 des Instituts fiir Girungsgewerbe in Berlin ver-
setzt und im Brutschrank 4 Tage bei 370 belassen. Die Aufarbeitung ergab
fiir die ganze Maische 0.4010 g Acetaldehyd; das sind 91.1°%/ der theoretischen
Menge.

Versuch 5. Bei dieser untergirigen Hefe war der Citrat-Puffer weniger
wirksam. Ein Ansatz, bestehend aus 20 cem m-Dinatriumsulfit, 20 cem m-
Brenztraubensfiure, 10 ccm m-Citronensiure, 10 ccm ?/3 m-Natriumeitrat,

) C. Neuberg und E. Reinfurth, B. 52, 1697 [1918].
7 C. Neuberg und A. Hildesheimer, Bio. Z. 31, 170 [1910];
C. Neuberg und L. Tir, Bio. Z. 32, 323 [1911] u. . Binde.

69*
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140 ccm Wasser und 30 g untergirige Hefe Nr. 1103 lieferte nach einwdchent-
Jicher Girdauer 0.4826 g Acetaldehyd = 54.8%, der Theorie.

Versuch 6. Zu einer Mischung von 20 cem m-Brenztraubensiure, 20 cem
m-Dinatriumsulfit und 160 ccm Wasser wurden 4 g Glykokoll als Puffer
hinzugesetzt und das Ganze mit 30 g der untergirigen Hefe bei 35° vergoren.
Die Analyse fihrte zu 0.5358 g Acetaldehyd, was 60.9%, der abspaltbaren
Menge ausmacht,

I, Vergdruvg von moliekularen Mengen Brenztrauben-
sdure und schwefliger Siure durch obergirige Trockenhefe.

Im besten Einklange mit unserer Anschauung, dafl die Permeabi-
litatsverbiltnisse der Hefenzellen von Bedeutung fiir diese Vorginge
sind, stehen die Versuche, in denen anstatt frischer Hefe Trocken-
hefen verwendet wurden. Nach den Vorstellungeo, die Beijerinck
und van Hest') entwickelt haben, scheint beim Trocknen der Hefe-
zellen urd pachfolgender Maceration eine Offoung der Plasmabaut
stattzufinden, wobei Spriinge und Risse auftreten. Es ist klar, daB
eine so vorbereitete, gewissermaflen siebisrmig durchibcherte Hefe die
schoellere und iunigere Beriihrang von Ferment und Substrat ermdg-
lichtt Dementsprechend verliuft die Sulfit-Girung der
Brenztraubensiure ganz besonders glatt und rasch, oft
geradezu stiirmisch, bei Verwendung von Trockenhefen?);
auch unter diesen Bedingungen wird die als Zwischenprodukt ange-
sebene Ketonsiiure mit grofBerer [Geschwindigkeit als der Zueker
selbst umgesetzt.

Versuch 7. 20 cem m-Brenztraubensiure, 20 cem m-Dinatriumsulfit,
20 cem Essigsiure-Acetat-Gemisch, 140 cem Wasser, 1 cem Toluol und 30 g
obergirige Trockenhefe M wurden kriftig durchgeschiittelt und dann 5 Tage
aufbewahrt. Dabei wurde der Ansatz in den ersten zwei Tagen bei Zimmer-
temperatar (199 und in den folgenden im Brutsechrank bei 37° digeriert.
Die Aufarbeitung vollzog sich genau wie bei den frischen Hefen. Acetaldehyd
war in einer Menge von 0.8117 g = 92.20/; der Theorie entstanden.

IV. Vergirung des Brenztraubensiure-Sultit-Komplexes
durch untergirige Trockenhefen.

Die untergirigen Trockenhefen, von denen wir eine groBere Reihe
untersucht haben, verbielten sich eher noch gérkriftiger als das Pri-

1) M. W. Beijerinek und J. J. van Hest, Folia microbiolog. 4, Heft 2,
1916.

2) Man kénnte auch in Betracht ziehen, dall unter diesen giinstigen Ver-
haltnissen die durch Beladung mit dem Schwefligsiurerest in gewisser Hinsicht
auigelockerte Brenztranbensiure besonders leicht zerfillt, wie das fir die Sulfit-
verbindung anderer Carbonylsiuren, z. B. der Dioxoweinsiure und der
Phthalonsiure, bekannt ist.
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parat au ,der obergirigen Rasse. Wir verwendeten fiir die quanti-
tativen Versuche Trockenformen der Schulthei-Brauerei Berlin,
ferner der Hefe Nr. 1103 des Instituts fiir Girungsgewerbe sowie die
kiauiliche Trockenhefe von Schroder-Miinchen, wihrend qualitative
Experimente (s. S. 1051) noch mit anderen Sorten angestellt wurden.

Versuch 8. 20 cem m-Brenztranbensiure, 20 ccm m-Dinatriumsulfit,
20 ecm Essigsiure-Acetat-Gemisch, 140 cem Wasser und 1 cem Toluol wurden
mit 30 g untergiriger Trockenhefe Nr. 1103 versetzt und 5 Tage lang analog
Versuch 7 vergoren. Gefunden wurden 0.6933 g Acetaldehyd, was 78.8%
der Theorie bedeutet. )

Versuch 9. Zu einer Mischung von 20 cem m-Brenztranbensiure,
20 cem m-Dinatriumsulfit, 20 ccm Essigsiure- Acetat-Gemisch, 140 ccm Wasser
und 1 cem Toluol wurden 20 g untergirige Trockenhefe der SchultheiB-
Brauverei-Berlin gefiigt und die Maische fiir 5 Tage in den Brutschrank bei
37°_ gestellt. Es waren im ganzen 0.9070 g Aldehyd abgespalten worden. Da
der theoretische Wert 0.88 g betragen miiBte, ergab diese Analyse sogar einen
Mehrgehalt von 2.7%,, der wobl auf eine unbedeutende Selbstgirung zu-
riickzufithren ist.

Man kann also eine quantitative Vergédrung der Brenz-
traubensiure-Sulfit-Verbindung erreichen.

‘Wir haben schon friiber*) darauf hingewiesen, dafl im aligemeinen
die Selbstgarung zu keiner nennenswerten Bildung von Acetaldehyd
unter dem Einflusse zugefiigter schwefligsaurer Salze Anla8 gibt. Offen-
bar kionnen die bei diesem in seinem Wesen noch nicht ganz aufge-
klarten Vorgange sich abspielenden Umsetzungen nicht einfach demn
Prozesse der alkoholischen Gérung gleichgesetzt werden, Ubrigens,
baben wir durch besondere Kontrollen hier wie in zahl-
reichen anderen Féallen festgestellt, dafl die verwendeten
Hefen und Hefezubereitungen fiir sich (d. h. ohne Brenz-
traubensiure) keine quantitativ bestimmbare Aldehyd-
menge lieferten. Wir fiigen hinzu, dafl bei der vor uus geiibten
Bereitung der Trockenhefen im Luftstrom des Faust- Heimschen
Apparates Dauerpriparate erhalten wurden, die héulig iiberhaupt keine
Belbstgirung aufwiesen.

Versuch 10. Zur Kontrolle wurden 20 ccm m-Dinatrinmsulfit, 20 cem
Essigsiure-Acetat-Gemisch, 160 com Wasser, 1 ccm Toluol und 30 g unter-
girige Trockenhefe der SchultheiB-Brauerei ganz analog dem Versush 9
bei 87° 5 Tage digeriert. Bei der Verarbeitung nach dem Destillations-
Titrations- Verfahren ergab sich, daB Acetaldehyd lediglich in solchen Spuren
vorhanden war, daB er eben sich qualitativ erkennen lieB, ohne die Méglich-
keit seiner quantitativen Bestimmung zu bieten.

1y B. 52, 1688 [1919).
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Zu demselben Resultat fiihrte Versuch 11. 20 cem m-Dinatriumsulfit
und nur die halbe Puffermenge, also 10cem Essigsiure-Acetat-Gemisch,
170 cem Wasser, 1 ecm Toluol und 80 g Trockenmaterial aus Unterhefe 1103..
Es waren nur minimalste Spuren Acetaldehyd gebildet..

Wie vorhin erwihnt, wird in Gegenwart von Puffergemischen
auch das entstandene Kohlendioxyd frei. Wir nahmen solche Ver-
suche in KEudiometern iiber Quecksilber vor, die aus graduierten
Azotometern bestanden (wie sie zur Stickstoff- Bestimmung pach Du-
Jnas dienen), nachdem dieselben durch Abschmelzen des seitlichen
Zufiihrungsrohres (fiir den gasformigen Stickstoff) in ein System kom-
municierender Rohren verwandelt worden waren. Man hat dabei den
Vorteil, durch Herstellung eines Unterdruckes die Ubersittigung mit
Kohlensiure leicht aufheben und unter Beriicksichtigung des Niveaus
die entwickelte Kohlensduremenge bei der sauren Reaktion mit genti-
gender Genauigkeit unmittelbar ablesen zu kéonen. Wir erhielten,
ganz entsprechend den Ergebnissen der Aldehyd-Avalysen, hierbei
80—100 9/, der theoretisch moglichen Menge CO;.

Bei dem durchaus gleichsinnigen Ausfall der Versuche beschriin-
ken wir uns auf die Beschreibung von zwei Ansitzen.

Versuch 12. In das Eundiometer filllten wir 2 ccm m-Brenztrauben-
séanre, 2 cem m-Dinatriumsulfit, 2 cem Essigsiure-Acetat-Gemisch und 14 cem
von einer Aufschwemmung von 4.5 g untergiriger Trockenhefe der Schult-
heiB-Brauerei in 21 cem Hy0 sowie 0.5 cem Toluol. Die COj;-Entwickelung
setzte unmittelbar in der Kilte ein und war nach 1 Stde. bereits auf der
Hilfte des theoretischen Wertes angelangt. Der Ansatz blieb zunichst 2 Tage
bei Zimmertemperatur stehen und kam dann noch 10 Stdn. in einen Brutschrank
von 35° Nach beendigter Girung betrug das COs-Volumen 43.8 cem (bei 159
2 ccm m-Brenztraubensiure = 0,176 g konnen 0.088 g CO; abspalten; diese
wiirden bei Normalverhiltnissen ein Volumen von 44.8 ccm einnehmen. Der
erzielte Wert ist somit nahezu der maximale gewesen.

Versuch 13 wurde in derselben Weise ausgefithrt wie Nr. 12, nur ge-
langte das Trockenpriparat aus der obergirigen Rasse M zur Verwendung.
Die abgespaltene Kohlensiure belief sich auf 43.4 cem.

V. Vergirung von Pyruvinat-Sulfit durch das Aceton-
Dauerpréparat aus obergiriger Hefe.

Vielfach andere Eigenschaften als frische oder getrocknete Helen
besitzen die Hefen, die man durch Behandlung mit Aceton ent-
wissert und damit haltbar gemacht hat!). Auch bei ihnen ist die
Durchlassigkeit erheblich geidindert. Das Aceton-Dauerpriparat be-
reiteten wir aus obergiriger Hefe M des Institutes fir Garungs-
gewerbe, Soweit wir sehen, sind bislang Aceton-Dauerpriparate nur

) R. Albert, E. Buchner und R. Rapp, B. 35, 2376 [1902].
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aus untergirigen Rassen hergestellt; doch erwies sich auch.die erwihnte
Jberhefe fiir unsere Zwacke als sehf geeighet.

Versuch 14. 20 ccm m-Brepztraubensiure, 20 ccm m-Dinatriumsulfit,
20 ccm Essigsaure-Acetat-Gemisch, 140 cem Wasser, 1 cem Toluol und- 30 g
Aceton-Dauerhefe M wurden 48 Stdn. bei Zimmertemperatur und weiter
ebenso lange bei 37° der Garung dberlassen. Die Analyse ergab 0.7758 ¢
Acetaldehyd = 88.2 9/ der Theorie.

"VI. Vergérung von #quivalenten Mengen Brenz-
traubenséure und Sulfit in Gegenwart- von untergiriger
Aceton-Hele.

Das Material war aus Rasse Nr. 1103 des Institutes fir Garungsgewerbe
gewonuen.

Versuch 15. Eine Maische, enthaltend 20 cem m-Brenztraubensiure,
20 ccm m-Dinatriumsolfit, 20 ccm Essigsiure-Acetat-Gemisch, 140 com Wasser,
1 cem Toluol nnd 20 g mit Aceton zubereiteter Unterhefe Nr. 1103, lieferte
nach einer Girdaner von 4 Tagen insgesamt 0.7814 g Acetaldehyd, entspre-
chend 88.8 9/, des m("fglichen Wertes.

VII. Vergirung des Brenztraubensiiure-Schwefligsiure-
Komplexes durch Alkohol-Ather-Hefe.

Die Leichtigkeit, mit der sich die Vergdrung der Breoztrauben-
siure in Gegenwart eines ganzen Molekiils Na;SO; vollzieht, enthiillt
sich besonders durch Heranziehung von Alkohol-Ather-Hefen. R. Al-
bert?) hat angegeben, daB die Alkohol-Ather-Hefen sehr viel schwii-
cher wirksam sind als Aceton-Praparate. Wir giongen iiberdies noch
von einem weniger geeigneten vbergirigen Material aus, und zwar
von keiner garantierten Reinzucht, sondern von kiuflicher Berliner
Bickerhefe, sogen. Verbandshefe. Aus Griindsn der Ersparnis.diente
ferner zur Herstellung auch nicht der vorgeschriebene absolute Alko-
hol, soudern der mit Holzgeist und Pyridin vergillte Alkohol, sogen.
Methylsprit. Trotz der Hiufung aller dieser ungiinstigen Umstiinde
vergor das A}kohol-Ather-Priparat aus obergariger Verbandshefe recht
glatt den Pyruvinat-K(;mp]ex. Der Ertrag ist in diesem Falle sogar
quantitativ gewesen.

Versach 16, 20 ccm m-Brenztraubensiure wurden in Gegenwart von
90 cem m-Dinatriumsulfit, 20 cem Essigsiure-Acetat~GemiSch, 1 cem Toluol
und 140 cem Wasser durch 11 g der ‘Alkohol-Athet-Trockenhefe in 4 Tagen
vergoren. Die Ausbeute betrug 0.8798 g, was der theoretischen Forderung
gleichkommt.

1) R. Albert, B. 33. 3775 [1900].
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VII. Vergirung 4quivalenter Mengen von Brenztrauben-
sture und schwefligsaurem Natrium durch toluolisierte
frische Hele.

Vor Jahren haben Neuberg und Karczag!) sowie spiter Neu-
berg und Iwanoif?) dargetan, daB Brenztraubensiure auch in Gegen-
wart solcher Substanzen vergoren wird, welche die lebenden Hefe-
zellen vergiften, d. h mit anderea Worten, dafl das Teiltérment Carb-
oxylase widerstandsfihiger als der Gesamt-Enzymkomplex der Zymase
ist. Demnach mullte es mdglich sein, auch unter solchen Bedingun-
geu die Pyruvinat-Sulfit-Doppelverbindung zu vergiiren. Das Ergeb-
nis ersieht man aus:

Versuech 17, In Gegenwart von 10 cem Toluol wurden 20 cem m-Brenz-
traubensiure, 20 cem m-Dinatriumsulfit, 20 cem Essigsiure-Acetat- Gemisch,
verdiiunt mit 140 ccm Wasser, durch . 30 g frische untergirige Hefe der
Schultheil - Brauerei Berlin vergoren.  Nachgewiesen wurden 0.7529 g
= 85.6 %, der Theorie an Acetaldehyd.

IX. Vergéirung 4dquivalenter Mengen von Brenztraubensiure
und Sulfit durch Hefe-Macerationssiite.

Um Einfliigse, die von der lebenden Substanz ausgehen, auszu-
gchlieBen, hatten bekanntlich Neuberg und Firber?®) das zum Be-
weise der. Acetaldehyd-Brenztraubensdure-Theorie ausgearbeitete »Ab-
fangverfahren« zuerst auf zelllreie Systeme angewendet und schon
im Jahre 1916 miigeteilt, dal auch Hefensifte in Gegenwart schweflig-
saurer Salze die Acetaldehyd-Glycerin-Spalturg des Zuckers herbei-
fihren. DemgemiB muBte es gelingen, die als Zwischenprodukt an-
zunehmende Brenztraubensiure gleichfalls ohne Mitwirkung lebender
Hefenzellen in Anwesenheit #quivalenter Mengen von schwefliger
Siure zu vergiren. Das ist in der Tat ohne weiteres ausfiihrbar.

Versuch 18. 5 ccm m-Brenztratbensiure und 5 com m-Dinatriumsualfit
wurden mit 80 ccm Macerationssaft der untergirigen Hefe Nr. 1103, der keine
Selbstgirung aufwies, in Gegenwart von 1 cecm Toluol zur Gérung gebracht.
Temperatur: 37°. Nach 5 Tagen gelangte der Versuch zur Aufarbeitung und
lieferte 0.2153 g Acetaldehyd == 97.9 9, der Theorie.

Ebenso verlief ein Versuch mit Saft aus Schroderscher Hefe.
‘Wir haben ein gleiches Verhalten festgestellt fiir einen Macerations-
saft aus der Hefe der Happoldt-Brauerei, Berlin. Der Saft
einer untergirigen. Hefe der Schulthei-Brauerei vergor be-
merkenswerterweise stiirmisch schon bel Zimmertemperatar. Nach

) C. Neuberg und L. Karczag, Bio. Z. 86, 76 [1911].
% C. Neuberg und N. Iwanoff, Bio. Z. 67, 1 {1914).
8) C. Neuberg und E. Farber, Bio. Z. 78, 238 [1916).
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einer halben Stunde war bereits die Hilifte der theoretisch mdglichen
Menge Kobleodioxyd entwickelt. Wir wollen bei dieser Gelegenheit
eine eigenartige Beobachtung anfihren: Es tritt nimlich zumeist eine
betrichtliche Verlangsamung des Girungsvorganges ein, wenn das
abgespaltete Kohlendioxyd etwa zur Hilfte entwichen ist; die Ver-
girung geht dann in der Regel erst in 24 Stdn. bis 3 Tagen bei 37°
zu Ende.

Weiter bemerken wir, da bei den Helesiften, die ja infolge der
Maceration sehr reichlich die batiirlichen Puffer des Zellinneren ent-
halten, die kiinstliche Zugabe eines Acetatgemisches nicht unbedingt
erforderlich ist; freilich gelangt bei der Verwendung eines solchen der
ProzeB schneller und vollstﬁndiger zuth AbschluB. Dabei tritt zugleich
die Rolle des Acetats sebr schon zutage. In den Proben- obne
diesen Puffer kommt es nimlich trotz des »neutralen Charakters« der
Verbindung CH; .C(OH)(0.SO;Na).COONa hiutig zu allmahlich
immer stirker werdenden Ausflockungen in dem klaren Safte. Da
diese nach Zugabe des Acetat-Gemisches gar nicht oder viel langsamer
auftreten, darf man letzterem auBer der regulierenden noch eine Ei-
weill _»l6sende« Wirkung zuschreiben, die ja wohl auch bei den
Hefen selbst eine Verstoptung der Poren mit Proteingerinnselp bint-
anhilt.

X. Vergirung von Calciumpyruvinat-Sulfit.

Diz Richtigkeit unserer Auffassung, daB bei zweckmifiger H-Ionen-
Konzentration die Vergirung der Brenztraubensiure in Gegenwart
eines ganzen Molekiils Sulfit glatt vor sich geht, ergibt sich erneut daraus,
daB man nicht den Zusatz eines Puffergemisches zu machen braucht,
gsondern daB es geniigt, ein ldsliches Salz des Pyruvinat-Sulfit-Kom-
plexes zy verwenden, das eine méglichst neutrale Reaktion aufweist.

Diese Bedingung erfiillt das Calciumsalz CHa.C(OH)<8OS.06>Ga.

Wilhrend das Calciumsalz der schwefligen Séure in Wasser bekannt-
lich sehr schwer loslich ist, ist das Calciumsalz der Brenztrauben-
siure-Sulfit-Verbiodung 18slich ') Dementsprechend erhilt man bei
Zugabe einer n olekularen Chlorcalciumlésung zu einem Gemisch von
m-Brenztraubensiure upd der Aquimolekularen Menge Dinatriumsulfit
keinen Niederschlag von CaSO;, sondern es entsteht die losliche und
sehr bestindige Calciumverbindung obigéer Zusammensetzung.

Die Losung dieses Salzes, in dem genau wie bei dem sonst ver-
wendeten Dinatriumsalz.die Vereinigung von 1 Mol. Sulfit mit 1 Mol

) Clewing, I c.
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Brenztraubensiure vorliegt, vergirt ohne jeden Puflerzusatz und zwar
restlos.

Versuch 19. Ein Ansatz, bestchend aus 10 cem m-Brenztraubensiure,.
10 ccm m-Dinatrinmsulfit, 10 cem m Chlorcaleium und 70 ccm Wasser, wurde
mit 10 g untergiriger Hefe Nr. 1103 zwei Tage bei 37° im Brutschrank di-
geriert. Die_Ausbeute an Acetaldehyd belief sich auf 0.2210 g = 1009/,
der Theorie.

DaB nicht etwa ein Sonderfall vorliegt, geht daraus hervor, daB
wir uns in qualitativen Versuchen davon iiberzeugt haben, dafB diese
Vergirung der Calcium-pyruvinat-Sulfit-Losung — genau wie mit der
untergirigen Hefe Nr. 1103 — auch gelingt mit frischer obergiriger-
Hefe, mit dem Aceton-Dauerpriparat aus obergiriger Rasse M, mit
obergiriger Trockenhefe M, mit Trockenhefe von Schroder in Miin-
chen sowie mit solcher aus Hefe der Schultheifl-Brauerei in
Berlin. Dabei verlief in der Kilte die Garung vollstindiger mit
Trockenmaterial sowie Aceton-Dauerpriparat aus untergiriger Schult-
heifl- Hefe, in der Wiarme besser mit trockener Unterhefe 1103 sowie:
mit Trocken- und Aceton-Dauerpriiparaten der obergirigen Rasse M.

XI. Die Vergidrung von Brenztraubensiure in Gegenwart
von mehr als ein Mol. Dinatriumsullit,

Wenn man die Umsetzung des Zuckers nach der 2. Ver-
girungsform mit Hille des »Abfangverfahrens« herbeifibrt und
daber sekundares schwefligsaures Natrium als Bindestoff fiir den Acet-
aldehyd beniitzt, so kann man, wie wir friiher mehriach gezeigt haben,.
zwar iber 100°/, an Zusatzmittel hinausgehen; allein die Reaktion
schreitet dann infolge Empfindlichkeit der Hefen gegen die hihere Kon-
zentration -an léslichen schwefligsauren' Salzen nur langsam fort und
kommt erst in Wochen nach erneuter Hefezugabe zum Abschlufl. Eine
glatte Vergérung in 5—6 Tagen gelingt zumeist nur, wenn die Menge des.
zugefiigten Dinatriamsulfits nicht 75, vem Gewichte: des angewandten.
Zuackers iibersteigt. Pieses Verbiltnis von Zucker zu schwefligsaurem
Salz entspricht ziemlich geoau der Proportion 1:1 Mol. Da nup,.
unserem Garungsschema gemif, bei der 2. Vergirungsform aus 1 Mol..
Zucker iber 1 Mol. Brenztraubenséure 1 Mol. Acetaldehyd hervorgeht,
s steht es wiederum mit den theoretischen Folgerurgen im besten
Einklange, wenn sich in den 19 vorstehend beschriebenen Versuchen
die Brenztraubensiure als glatt zerlegbar in Gegenwart von 1 Mol
léslichem Sulfit erwiesen hat. Dafl aber — genau so wie bei extre-
men Sulfitdosen der Zucker — s0 auch die Brenztraubensiure bei
Vorhandensein von mehr ale 1 Mol. schwefligsaurem Salz umsetzbar
i-t, zeigen die Versuche, bei denen die Vergirung in Anwesenheit
vou 1Y Mol. Dinatriumsulfit durchgefiihrt worden ist.
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Versuch 20. 25 ccm m-Brepztranbensiure, 37.5 ccm m-Dinatriumsulfit,
25 cem Essigsiure-Acetat-Gemisch, 12.5 ccm Wasser und 50 g frische unter-
girige Hefe der SchultheiB- Braverei wirkten 6 Tage lang bei 37° auf ein-
ander eiu. Die Analyse ergab 0.6049 g Acetaldebyd, entsprechend 55.0%
der theoretisch- mpglichen Ausbeute, -

Versuch 21. Hier war die Menge des Pufferungsmittels eine andere,
indem 25 ccm m-Brenztraubensdure, 37.5 cem m-Dinatriumsalfit, 37.5 cem
Essigsiure-Acetat-Gemisch und 12.5 ccm Wasser durch 50 g $rische unter-
girige Hefe der SchultheiB-Brauerel in Garung versetzt wurden. Nach
6 Tagen fanden wir 0.6603 g Acetaldehyd = 60:09/, der Theorie.

Demonstrationsversuch iiber die Vergirung molekularer Mengen
von Benztraubensiiure und Dinatrinmsualfit.

Um mit einfachsted Hilfsmitteln ohne Anwendung eines Thermo-
staten und i jeder.Zeit reproduzierbarer Weise, zugleich unabhingig
von Schwankungen im Zustande dér Hefen, die Vergérung des Brenz-
traubensiure-Sulfit-Komplexes als Vorlesungsversuch in wenigen
Minuten vorfiihren zu konnen, bedient man sich am zweckmifligsten
unseren vorstehenden Ausfihrungen zufolge der Trockénhefen. Man
verfihrt dabei folgendermaBen:

Man versetzt 2 ccm m-Brenztraubensiure mit 2 cem m-Dinatrium-
sulfit und 2 ccm Essigsiure- Acetat-Gemisch?!), verdiiont mit 14 cem
Leitungswasser und schiittelt in dieser Losung 3 g Trockenhefe auf.
Fiillt man dieses Gemisch in ein Gédrrdhrchen, so setzt nach einigen
Minuten, hiiufig schon nach Augenblicken, bei Zimmertemperatur
(18—209) eine stiirmiscbe Kohlendioxyd Entwickelung ein, so daf} das
Giargeld in der Regel inrerhalb 10—20 Mivuten ausgegoren ist. Wir
haben im Laufe der Jahre wohl mehr als 100-mal diesen Demon-
strationsversuch ausgefiithrt und dabei Trockenhefen beliebiger Her-
kunft (solche von Schroder in Miinchen, Trockenpriparate aus unter-
giriger Hefe Nr. 1103 sowie aus obergiriger Hefe,M des Ibstituts
fiir Garungsgewerbe, ferner solche der Happoldt., Kénigstadt-, Patzeo-
hofer-, Schalthei3-Brauerei usw.) bewihrt gelunden. Das Ergebnis ist
stets gleich, sofern die Hefe iberhaupt girkréftig ist; im allgemeinen setzt
die Vergirung am so schoeller ein, je frischer .die Trockeshefe ist.

Schlufifolgerung.
In voller Ubereinstimmung mit unseren ilteren Angaben zeigen
wir also auf elf verschiedene Weisen in vielfdltig variierten Anord
nungen, daB der Brenztraubens&ure-Sulfit-Komplex mindestens ebenso

) Es ist molekular in bezug auf Essigsiure und doppeltmolekular in
bezug anf Natriumacetat, entsprechend der Zusammensetzung:
60 g CH;.COOH + 272 g CH;.COONa + 3H,0 im Liter,
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leicht wie freie Brenztraubensiure voo Hefe vergoren wird, Die Aus-
dehpung der Versuche pach maonigfachen Ricbtungen entkleidet den
Vorgang jeglicher Zufalligkeit. Alle Hefen und Hefezubereitungen
bewirken die Zerlegung der Brenztraubepsiure in Gegeawart eiser
dquivalenten oder (berschiissigen Mebge loslicher schwefligsaurer
Salze. “Unter giinstigen Permeabilititsverhiltnissen, die den osmotischen
Bedinguogen der Zuckervergirung vergleichbar “erscheinen, wird
wiederum die Brenztraubensiure-Sulfit-Doppelverbindung trotz ibrer
Bestandigkeit schoeller als die Jockere Vereinigung von Zucker mit
schwefligsaurem Salz vergoren, in vortrefilichem Kinklange mit den
Anforderungen, die an ein Durchgangsprodukt zu stellen sind.

Diese Ergebnisse stiitzen die von uas frither entwickelten An-
schauungen auf neue Arten und bilden weitere Grundlagen fir die
»Acetaldehyd-Brenztraubensiure-Theorie der Girunge, gegen die bisher
kein stichbaltiger Einwand vorhandeo ist.

123. A, Thiel:
Uber die vermeintliche Allotropie des Bleis nach Heller.
[Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitit Marburg.]
(Eingegangen am 19. April 1920.)

1. Die Umwandlung des Bleis und ihre bisherige Deutung.

Vor einigen Jahren hat H. Heller!) beobachtet, dal kompaktes
Blei, unter angesiuerten Bleisalzlsungen aufbewahrt, nach kiirzerer
oder lingerer Zeit eine auffillige Verinderung erfihrt, indem es zu-
nichst rissig und briichig wird und schlieBlich zu Pulver zerfillt.
Hinter dieser bei Zimmertemperatur stattfindenden Umwandlung ver-
mutete er die Bildung einer allotropen Modifikation des gewthnlichen
Bleis, analog der Entstehung grauen Zinns aus weiBem, und iibergab
das Beobachtungsmaterial E. Cohen, dem rihmlichst bekannten Er-
forscher unserer metastabilen Metallwelt. Dieser hat in Gemeinschaft
mit W. D. Helderman iiber die Untersuchung des vorliegenden
Falles berichtet?). Hiernach ist die Sachlage die folgende:

Die Hellersche Umwandlung erfolgt tatsiichlich in der von ihrem
Entdecker bereits beschriebenen Weise, besonders rasch uanter Lo-
sungen von Bleinitrat, aber auch unter sonstigen Bleisalzlosungen.
Zum Blankhalten der Oberfliche wird zweckmiBig freie Siure zu-
gesetzt. Eine chemische Reaktion zwischen Blei und Losung findet

1) Ph, Ch. 89, 761 [1915]. ?) Ph. Ch. 89, 733 [1915].





