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Brenztraubensiure als Zwischenprodukt der alkoho-
lischen Zuckerspaltung.

Von
Max v. Grab, Prag.

(Eingegangen am 21. Juni 1921.)

Ganz zu Beginn des Jahres 1911 haben C. Neuberg und
H. Wastenson mitgeteilt und demonstriert!), da3 die Brenz-
traubensédure von Hefe vergoren wird. Kurze Zeit darauf haben
den Gedanken, daf eine solche Umsetzung maglich sein kénne, auch
O. Neubauer und K. Fromherz?) im Verlauf ihrer Studien
iiber den physiologischen Abbau der Aminosduren, namentlich
betreffs der Umwandlungen von Alanin, geduBlert, nachdem
O. E. Ashdown und J. Th. Hewitt?3) bereits eine Beziehung
dieser Aminopropionssure zur alkoholischen Garung angenommen
hatten. Wéhrend nun in dem verflossenen Jahrzehnt keiner der
letztgenannten Autoren auf den betreffenden Gegenstand zuriick-
gekommen ist, hat Neuberg in ausfihrlichen Untersuchungen
der Brenztraubensdure-vergarung seine Beobachtung verfolgt
und die dadurch aufgeworfenen Fragen aufgeklart ).

Esergab sich, daB diese x-Ketonséure zu Acetaldehyd und Kohlendioxyd
vergoren wird, und es zeigte sich weiterhin, dafl fiir diese Reaktion ein
besonderes Ferment verantwortlich gemacht werden muf}, das wegen seiner
sinnfilligsten Wirkung, der Kraft zur glatten Abspaltung von Kohlenséure,
den Namen Carboxylase erhalten hat. Sodann wurde festgestellt, da8
die Temperaturgrenzen — soweit frische Hefen in Betracht gezogen werden
— fiir den gewohnlichen alkoholischen Zuckerzerfall und fiir die Brenz-

traubenséuregirung gleich sind und da die Mengenverhéltnisse, in denen
die Hefen wirken, beidemal einander entsprechen.

1) C. Neuberg und H. Wastenson, Sitzungsber. d. Berl. physiol.
Ges. vom 20. I. 1911.

2) 0. Neubauer und K. Fromherz, H. 70, 349. 1911 (erschienen
am 30. 1. 1911).

3) O. E. Ashdown und J. Th. Hewitt, Journ. of the chem. soc.
97, 1636. 1910.

4) C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1911—1920.
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Die Vergarbarkeit der Brenztraubensdure ist ein lehrreiches
Beispiel fiir die Bedenklichkeit von Voraussagen; hat doch
Ad. Mayer?!) in seinem bekannten Lehrbuche der Gérungs-
chemie gerade die Brenztraubensiure unter den Substanzen an-
gefiihrt, die niemals gérfahig sein sollten!

Auf Grund weiterer Befunde auf diesem Gebiete, insbesondere der
Erkenntnis, dal wie die Zymasegirung des Zuckers sich ebenso die carboxy-
latische Zerlegung der Brenztraubensidure von der lebenden Zelle abtrennen
148t, mit anderen Worten, daf3 sowohl Trockenhefen wie Aceton- und Alko-
hol-Atherpraparate als auch Macerations- und PreBsifte Carboxylase ent-
halten, sowie aus anderen Gesichtspunkten heraus erwuchs die Vorstellung,
dafl die Brenztraubensdure ein Zwischenprodukt bei der alko-
holischen Garung ist und daf die Carboxylase ein Teilferment des
Zymasekomplexes darstellt. Gefordert wurde diese Anschauung durch das
Ergebnis, daB bei der Brenztraubensduregirung unter Umstinden nicht
nur Acetaldehyd, sondern auch Alkohol auftritt. An Tatsichlichem ist
sicher, daB — ganz abgesehen vom Kohlendioxyd — der Acetaldehyd dem
typischen Produkte der normalen Garung, dem Athylalkohol, ganz wesent-
lich naher steht als irgendeine Substanz, die bisher bei Spekulationen iiber
die Garungsfrage als Zwischenglied in Betracht gezogen war. Denn ver-
gegenwirtigh man sich, daB der Oxydationshub, der wahrscheinlich am
Gliede des Methylglyoxals ansetzt und diesen Ketonaldehyd auf die Brenz-
traubensgurestufe hinauffithrt, anaerob, ohne Beteiligung atmosphirischen
Sauerstoffs, geleistet wird, so mufl auf der Kaskade der Zuckerzerfalls-
produkte irgendwo und in irgendeiner Form ein Aquivalent ,,Wasserstoff‘
disponibel werden, der schlieBlich durch eine gekoppelte Reaktion den bei
der carboxylatischen Spaltung der Brenztraubensiure erzeugten Acetaldehyd
in Weingeist zu verwandeln vermag. Da diese Reaktion eines jeden Mole-
kiils Brenztraubensiure die Bereitstellung eines Molekiils ,,Girungswasser-
stoff in sich schlieBt, so sieht man, daB die intermolekular zu denkenden
Oxydations- und Reduktionsvorginge einander genau die Wage halten
und daB jene glatte Korrelation bestehen kann, dic in der tiblichen Garungs-
gleichung: C¢H,,0, = 2 CO, + 2 C,H; - OH den Wechsel von Oxydation
und Reduktion gar nicht zum Ausdruck kommen 148t. Den Grund, warum
dic Natur diesen scheinbaren Umweg einschlagt, darf man wohl darin suchen,
daB letzten Endes die Kohlendioxydloslosung nur aus einer Carbonsiure
crfolgen kann, nicht dagegen aus Gebilden, die wie die Sechs-Kohlenstoff-
zucker (oder allenfalls die Triosen bzw. das wasserirmere Methylglyoxal)
keinen Kohlensdurerest in sich bergen. Alle Substanzen, an die man frither
als Durchgangsprodukte gedacht hatte, kommen hierbei nicht in Betracht,
auch nicht die Milchsiure, deren Carboxyl bekanntlich sehr fest im Molelkiil
haftet und die keinerlei Neigung zu unmittelbarem Zerfall in Kohlendioxyd
und Athylalkohol bekundet; J. U. Nef?) hat den Nachweis gelicfert, daB

1) Ad. Mayer, Girungschemie, IV. Auflage, S. 209. 1895.

2) J. U. Nef, Ann. 335, 279 u. 298. 1904; vgl. auch A. Slator, Chem.
Centralblatt 1906. 1. 383 u. 1034.
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Milchsédure unter keinen Umstdnden als direktes Gérungszwischenprodukt
gelten darf; dagegen hat auch dieser Autor auf Grund seiner bekannten Unter-
suchungen iiber die Dissoziationsvorginge in der Zuckerreihe dem Methyl-
glyoxal in Ubereinstimmung mit den etwas anders formulierten Hinweisen
von Windaus und Knoop?), Erlenmeyer?) und namentlich von Wohl?)
eine bedeutende Rolle fiir den Zuckerabbau zugeschrieben.

Das gesamte Tatsachenmaterial hat dann Neuberg im Jahre 1913
zur Aufstellung seiner neuen Girungstheorie gedient; sie enthalt als Voraus-
setzung im wesentlichen die intermediére Entstehung von Methylglyoxal,
die durch chemische Erfahrungen wahrscheinlich gemacht ist. Dieser Stoff
vermag nun durch eine Reihe von Dismutationen (Cannizzaroschen
Reaktionen) in alle die Zwischenglieder iiberzugehen, die fiir den Ablauf
des Gérungsvorganges zu fordern sind. Zunichst konnte eine Disproportio-
nierung das als stdndiges: Nebenprodukt beobachtete Glycerin einerseits
und die Brenztraubensiure andererseits hervorbringen. Von letzterer
fithren bekannte Wege zum Acetaldehyd und zum Weingeist, und man
braucht sich nur vorzustellen, dal durch Eintritt der ersten Dismutation
aus einer der mannigfachen Methylglyoxalformen auch nur 1 Molekiil
Brenztraubensdure hervorgeht, um sodann das groe Schwungrad der
Dekomposition im Gang zu halten. Nunmehr bedarf es nimlich nur einer
gemischten Dismutation zwischen den beiden Aldehyden Methyl-
glyoxal und Acetaldehyd, die stets zu weiter vergérbarer Brenztraubensidure
und dem nicht mechr verdnderlichen Endprodukte Athylalkohol fiihrt.
Eine experimentelle Begriindung erfuhr dieser Teil der Neubergschen
Gérungstheorie durch den von Nord erbrachten Nachweis?), daB in der
Tat eine gemischte Dismutation zwischen ungleichen Aldehyden der
aliphatischen Reihe moglich ist. Als willkiirliche Annahme bleibt demnach
das Auftreten von Brenztraubensiure und Methylglyoxal bestehen. DaB
man letzteres selbst bisher nicht mit Sicherheit®) hat vergéren kénnen, mag
daran liegen, da3 von den zahlreich méglichen Isomeren dieser vielgestaltigen
Verbindung, unter denen sich auch optisch-aktive Konstruktionen befinden,
in vitro nur ein einziges Gebilde darstellbar ist, dessen feineren Bau wir nicht
kennen, das wir aber wohl als die bestéindigste, somit fiir die biologische
Weiterverarbeitung am wenigsten geeignete Form betrachten diirfen. Da
das Methylglyoxal in letzter Linie nichts anderes darstellt als ein Anhydrid
der Hexosen, so wird man sich mit der Hypothese abfinden kénnen, daB
der Weg des Abbaues iiber eine zerfallsbereite Modifikation dieses Brenz-

1) A. Windaus und F. Knoop, B. 38, 1166. 1905.
%) E. Erlenmeyer jun., Chem. Centralblatt 1905. I. 1533.
) A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 45. 1907.
4) F. F. Nord, diese Zeitschr. 106, 275. 1920.

®) Frither hat A. v. Lebedew angegeben (diese Zeitschr. 46, 489.
1912), daB Methylglyoxal unter bestimmten Bedingungen alkoholische
Zuckerspaltung erleide; spiiter hat er diese Behauptung (B. 4%, 967. 1914)
zuriickgezogen, neuerdings (Ch. C. 1918, IL. 52) will er sie wieder
gelten lassen.

(X}
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traubensdurealdebyds fiihrt. Obgleich betreffs der Vergirbarkeit der zu-
gehorigen Saure, der Brenztraubensaure, kein Zweifel besteht, erschien es
als eine lohnende Aufgabe, die intermediire Bildung dieser Substanz bei
der alkoholischen Zuckerspaltung durch Versuche zu beweisen.

Die seit Neubergs Entdeckung der Pyruvinatgirung fiir die
physiologische Rolle der Brenztraubensédure angefiihrten Griinde
sind allerdings bereits von erheblichem Gewichte gewesen.

Der Umstand, da8 auer den Hefen eine ganze Anzahl anderer Mikro-
organismen sowie hoherer Pflanzen, welche Kohlenhydrate veratmen,
Carboxylase enthalten, sprach sehr fiir die Bedeutung ihres spezifischen
Substrates, eben der Brenztraubensiure. In dieser Richtung verweise ich
auf die Mitteilungen von Zaleski und Marx!), Palladin, Gromoff
und Monteverde?), Bau?), Bodnar?), Boas5), Peterson und Fred®)
sowie Nagayama?). H. von Euler und E. Léwenhamm?) fanden, daf
Brenztraubensidure: ein ebenso gutes Bildungsmaterial fiir das Enzym
Invertase abgibt wie Zucker, und M. Jacoby?) hat das gleiche beziiglich
der Urease gezeigt; ferner hat F. Ehrlich®) mitgeteilt, daB die genannte
o-Ketonsdure den verschiedenen Kultur- und Kahmhefen als ein leicht aus-
nutzbarer Kraft- und Kohlenstoffspender dienen kann. Von G. Wagner1!)
rithrt die wichtige Feststellung her, dafl Brenztraubensiure auch in den
tiblichen Néhrboden zur Heranziichtung zuckerzehrender Organismen das
Kohlenhydrat glatt zu vertreten vermag. Fiir den tierischen Organismus
liegt gleichfalls eine Reihe von Beobachtungen (P. Mayer, Tscherno-
rutzki, Ré6na, Neukirch und Wacker) vor, die darauf hindeuten, daB
Brenztraubensiure als Glykogenbildner sich betédtigen und besser als viele
in dieser Richtung gepriifte Substanzen die Zucker der 6-Kohlenstoffreihe
(vgl. Isaac und Adler) als Quelle energetischer Leistungen ersetzen
und zugleich synthetischen Zwecken (Emden und Schmitz, Fellner,
Knop und Kertess) dienen kann.

1) W. Zaleski und E. Marx, diese Zeitschr. 48, 175. 1913; Chem.
Centralblatt 1914. I. 1961 u. 1962.

2) W.Palladin, N. Gromoffund N.N. Monteverde, diese Zeitschr.
62, 137. 1914.

3) A. Bau, diese Zeitschr. ¥3, 340. 1916.

4) J. Bodnar, diese Zeitschr. 73, 193. 1916.

5) Fr. Boas, Chem. Centralblatt 1916. I. 431.

8) W. H. Petersonund E. B. Fred, Journ. of biol. chem. 44, 41.
1920.

7) T. Nagayama, diese Zeitschr. 116, 303. 1920.

8) H. v. Euler und E. Lé6wenhamm, H. 97, 290. 1913.

%) M. Jacoby, diese Zeitschr. 79, 41. 1917.

10y B, Ehrlich, diese Zeitschr. 36, 496. 1911.

1) G. Wagner, Zentralbl. f. Bakteriol.,, Parasitenk. u. Infektions-
krankh., Abt. I. %1, 33. 1913; Zecitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh.
90, 58. 1920.
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Somit war es gerechtfertigt, da Neuberg?!) und in neuerer
Zeit auch Abderhalden?) die Brenztraubensiure in den Mittel-
punkt physiologischer Reaktionsfolgen geriickt haben. Immerhin
sind die angefiihrten Argumente nur indirekter Natur, und der posi-
tive Nachweis des Auftretens von Brenztraubenséure beim Vorgange
der alkoholischen Géarung hat bisher gefehlt. Es erschien daher
als ein groBer Fortschritt, als Fernbach und Schoen?) behaup-
teten, das Vorkommen der Brenztraubensdure unter den Pro-
dukten der Zuckerspaltung gefunden zu haben. Leider betreffen,
wie aus dem folgenden hervorgeht, ihre Angaben nicht die typische
Hefengirung.

Die erwdhnten Autoren teilten mit, daB ein einfacher Zusatz von kohlen-
saurem Kalk geniige, um bei der Hefengérung die intermediére Bildung
der Brenztraubenséure manifest werden zu lassen und die genannte x-Keton-
siure in nicht unbetrichtlichen Mengen anzuhéufen. Sie soll ndmlich (neben
anderen atypischen Produkten sauren Charakters) in Form ihres Kalksalzes
in einer Ausbeute von 8,049, bei der Vergirung des Zuckers in Gegenwart
von Kreide entstehen. Joh. Kerb%) hat die Angaben der genannten
Forscher jedoch nicht bestdtigen kénnen. Wiahrend die Fixation nennens-
werter Mengen von Pyruvinat (und anderen falzen) den Ertrag an Sprit
ersichtlich hatte herabdriicken miissen, fand Kerb vielmehr praktisch die
normalen Alkoholausbeuten bei der Vergirung in Gegenwart von Calcium-
carbonat und nur eine geringfiigige Vermehrung des Gehaltes an Acetaldehyd
sowie Essigsdure, deren Quantitét erfahrungsgemif stets etwas gesteigert ist,
sobald man die Hefe durch Verminderung der natiirlichen Aciditét zwingt,
sich selbst durch Zersetzung von Zucker eine fiir ihr Fortkommen geeignete
H-Ionen-Konzentration in der Maische zu schaffen. Aber auch wenn man
fiir einen Augenblick die uneingeschrinkte Richtigkeit der Angaben von
Fernbach und Schoen annehmen wollte, so gelangt man doch zu dem
SchluB, daB diese nicht auf die Vorgéinge der eigentlichen alkoholischen
Zuckerspaltung bezogen werden diirfen. Wiahrend néamlich die Autoren
anfangs die Brenztraubensiurebildung auch fiir die Umsetzung von Zucker
durch beliebige Hefen behauptet hatten, sprechen sie spiter nur von einer
diesbeziiglichen Titigkeit zweier Spezialrassen, der ,,Mykolevure und
der ,,Champagne-Hefe‘‘; letztere soll iiberdies nach ihrer jiingsten Angabe
wesentlich schwicher wirken. Nach Auskunft des Handbuchs von Lafar
stellt der erste Erreger eine wilde, auf Opuntien wachsende Hefe dar,

1) C. Neuberg, L c.

2) E. Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie 1920/21, Bd. I,
S. 139, 229, 437, 629; Bd. II, S. 261, 385.

3) A. Fernbach und M. Schoen, Cpt. rend. 157, 1478. 1913;
158, 1719. 1914; 170, 764. 1920.

4) J. Kerb, B. 52, 1795. 1919; vgl. A. v. Lebedew, Biochem.
Journ. 11, 189. 1919.
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wihrend der zweite Pilz wohl zu den Weinhefen, also gleichfalls zu den
wilden Hefen, gehort. Ohne daB ich Genaueres iiber die Stellung dieser
beiden besonderen Erreger angeben kann, scheint es sicher, daB sie in ihrem
Verhalten von dem der Kulturhefen, der Erzeuger der richtigen alkoholischen
Gérung, wesentlich abweichen und (nach Duclaux) eher den oxydierenden
Organismen verwandt sein diirften, zumal die Autoren eine Luftzufuhr
nicht ausgeschlossen haben. DaB eine derartige Annahme wohl das richtige
trifft, geht zundchst aus den Untersuchungen von Beijerinck und
Folpmers?) sowie aus denen von Maz é und Ruot?) hervor. Die genannten
Forscher haben némlich dargetan, dafl eine grofere Anzahl von Mikro-
organismen imstande ist, verschiedene Substrate unter Mitwirkung
des atmosphérischen Sauerstoffs zu Brenztraubensiure zu ver-
brennen. Mazé und Ruot haben auch insbesondere eine solche Umwand-
lung des Calciumlactats festgestellt; sie betonen, daB dieselbe aber nur bei
Nahrungsmangel sowie unter Aeration erfolgt, und sie bezeichnen diese
Art von Brenztraubensiurebildung als AuBerung einer unge-
mein erschwerten Lebensfithrung, als ,,conditions de vie tres
pénibles”. Neuerdings ziehen denn auch Fernbach und Schoen eine
oxydative Bildung der mit ihren Erregern erzielten Brenztraubensiure-
entstehung aus Milchséure in Betracht und betonen, dafB sie vollig aus-
bleibe, wenn ihre Pilze ausreichend ernihrt werden. Lediglich auf
einer mineralischen Losung, die sogar an anorganischen Stickstoffver-
bindungen ziemlich arm ist, fanden sie Pyruvinat, und sie heben zu-
gleich hervor, daB schon die iibliche Anwendung von Bierwiirze oder
von &hnlichen, gewohnliche organische Stickstoffquellen enthaltenden
Substraten geniigt, um das Auftreten jeglicher Menge von Brenztrauben-
saure zu vereiteln; das befindet sich allerdings mit ihrer fritheren Angabe
nicht ganz im Einklange, daB sie auch Pepton zur Kulturfliissigkeit gefiigt
hitten. Weiter ergibt sich aus ihrer Beschreibung, dal die anfangs gebildete
Alkoholmenge bald (nach 10 Tagen) wieder abnimmt und in 24 Tagen
auf O sinkt. Das ist in gleicher Weise bei Ansitzen mit und ohne Kreide
der Fall; selbst in ihren Gargemischen ohne CaCO, erreichte der Alkohol-
ertrag niemals auch nur angenidhert den theoretischen Wert (= ca. 50%,
des verbrauchten Zuckers). Ein solches Verhalten kommt nun keineswegs
den echten Kulturhefen zu, sondern ist dem Kahm oder verwandten Mikro-
organismen eigen; jedenfalls bezeugt es die Einmischung oxydativer Vor-
ginge. Die Autoren selbst nehmen nunmehr eine nicht unwesentliche Ein-
schrinkung auch durch die Angabe vor, daf nicht allein Zuckerarten,
sondern andere Verbindungen — also wohl von Hefe nicht vergirbare
Substanzen — ebenfalls Quellen ihres Pyruvinats sein kénnen.

Als weitere Bedingung fiir die Entstehung von Brenztraubensiure
wird eine minimale Aussaat bezeichnet. Nun ist seit den grundlegenden

1) M. W.Beijerinck und T. Folpmers, Koningl. Akad. van Weten-
schap. Amst. 18, 1198. 1916.

2) P. Mazé und M. Ruot, Cpt. rend. des séances de la soc. de biol.
%8, 706. 1916; 79, 336. 1917.
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Untersuchungen Pasteurs sowie seit den Forschungen Adolf Mayers
u. a. bekannt, daBl die Kulturhefen in einer Nahrfliissigkeit ohne organische
Stickstofformen zwar eine vita minima fristen, aber nicht girfihig sind.
N. Pringsheim!?) hat gezeigt, daB ein Gehalt an freien oder gebundenen
Aminosguren bzw. von Stoffen mit der Atomgruppierung —CO—CH—NH —

in den Nahrsubstraten fiir die Entwicklung der eigentlichen zlymatisehen
Leistungen der Hefezellen erforderlich ist, wihrend der Aufbau girfahigen
Plasmas aus Ammonsalzen nur schwierig und erst nach erfolgter Anpassung
vonstatten gehen kann. Zudem ist es auch eine alte Erfahrung der Praxis,
daB girfahige Hefen nicht bei Ausschlufl organischer Stickstoffnahrung
herangeziichtet werden koénnen; nur ein bestimmter Teil der letzteren
darf durch mineralische Stickstoffsubstanzen substituiert sein?). Ubrigens
hat ganz kiirzlich in Henriques Institut zu Kopenhagen R. Ege3) dar-
getan, daf selbst bei Anwesenheit von anorganischem und organischem
Nahrungsmaterial sogar kleine Zuckermengen durch wenig Hefe nicht
vergoren werden konnen (Vitaminmangel?). Somit geht aus den eigenen
Angaben der franzosischen Autoren hervor, daB sie, ganz abgesehen von
der fraglichen Zugehorigkeit ihrer Erreger zur Klasse der Kulturhefen,
gar nicht unter Bedingungen gearbeitet haben, unter denen iiberhaupt
eine echte alkoholische Zuckerspaltung eintreten kann, und daf ihre Befunde
gleich den frither erwihnten von Beijerinck, Folpmers sowie denen
von Mazé und Ruot zu werten sind als der Ausdruck irgendwelcher
oxydativer Leistungen. Gerade diese aber spielen bekanntlich bei der wahren
geistigen Gérung keine Rolle. Die alkoholische Zuckerspaltung mittels
Hefe ist nicht nur ein in sich #quilibrierter ProzeB, der ohne &uBere Auf-
nahme von Sauerstoff verlduft und bekanntlich zu einem unvollkommen
oxydierten Endprodukte, dem Sprit, fiihrt, sondern es steht fest, daB selbst
Liiftung die alkoholische Gérung als solche nicht beeintrichtigt, vielmehr
nur mittelbar beeinfluBt, indem sie ein groBeres Hefenwachstum und damit
einen Verbrauch girfihigen Zuckers fiir den Aufbau der Hefenleibes-
substanz nach sich ziehen kann%). Dagegen ist nach S. Kostytschew?®)
bei Mucoraceen, wie Mucor stolonifer, der bei LuftabschluB schnell zugrunde
geht, der Eintritt einer der alkoholischen Gé#rung #hnlichen Umsetzung
unter Beteiligung des Sauerstoffs eine gelegentliche, in ihrem Aus-
mafle wechselnde Erscheinung; die gewisse Analogie mit der Fernbach-
Schoenschen Beobachtung wird dadurch verstirkt, daB die letztgenannten
angeben, dall gerade eine Mucorart, der Amylomyces Rouxii, weit besser
als ihre ,,Hefen* in ihrem Sinne titig sein konne.

Zu einem beweiskriftigen Ergebnis konnte man bei dieser

1) N. Pringsheim, B. 39, 4048. 1906; diese Zeitschr. 3, 121. 1907.

%) Vgl. A.Wohl und S. Scherdel, Chem. Centralblatt 1919. II. 358S.

3) R. Ege, diese Zeitschr. 107, 236. 1920; vgl. auch A. Costan-
tino, 1920.

4) Vgl. F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, Bd. I, S. 337. 1913.

5) S. Kostytschew, H. 111, 155. 1920.
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Sachlage also nur durch eine Versuchsanordnung gelangen, die
unter Verwendung der typischen Erreger der alkoholischen
Géarung und bei Bedingungen, unter denen sich nachweislich die
zymatische Zuckerspaltung vollzieht, d. h. namentlich unter an-
aeroben Verhiltnissen, eine Isolierung von Brenztraubensiure er-
moglicht.

Die bisherigen Methoden zum Eingriff in die alkoholische
Zuckerspaltung haben nicht zu einer Fixierung der Brenztrauben-
sdure gefiihrt, weder das erste von Neuberg, Farber und Rein-
furth!) ausgearbeitete Abfangverfahren, das in der Anwendung
sekundirer schwefligsaurer Salze besteht, noch die spatere Dimedon-
methode von Neuberg und Reinfurth?), noch auch die Ein-
leitung der sogenannten dritten Vergérungsform, die Neuberg
und Hirsch?) durch Vornahme der Garung in Gegenwart alkalisch
reagierender Salze bewerkstelligt haben.

In allen den genannten Fillen wird lediglich das Spaltungsprodukt
der Brenztraubensdure, der Acetaldehyd, charakterisiert, nicht aber die
Ketons#ure selber. Die Ursachen dafiir sind darin gelegen, daB das zugefiigte
Reagens sich entweder nicht mit Brenztraubensdure kondensiert, wie das
fir das Dimedon (Dimethyldihydroresorcin) feststeht, oder daB die Ver-
bindungen zwischen schwefligsauren Salzen und Brenztraubensédure noch
glatt zu Kohlendioxyd und dem Aldehyd-Sulfit-Komplex vergoren werden,
und zwar tritt diese Reaktion bis zu eben dem Gehalte der Brenztrauben-
sdurelosung an schwefligsauren Salzen ein, der vollkommen dem anwend-
baren maximalen Verhéltnis zwischen Zucker und sekundéren Sulfiten
entspricht4).

Somit findet man, daB selbst unter erschwerten Umsetzungs-
bedingungen sich Brenztraubensiure nicht anhéduft, sondern wie
Neuberg seit Auffindung der Brenztraubensiduregirung vielfach
betont hat, das Bestreben zeigt, ebenso wie ihre Salze im Momente
der passageren Entstehung sofort von der Hefe gespalten zu
werden. Es mufBte daher nach einem Verfahren gesucht werden,
das eine radikalere Umwandlung der Brenztraubensidure zu Wege
bringt, als es Salzbildung oder die erwihnten Kondensations-
reaktionen tun; eine solche Moglichkeit fand sich in der Ver-

1) C. Neuberg und E. Féarber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916. —
C.Neubergund E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365. 1918; 92, 234. 1918.
2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese-Zeitschr. 106, 281. 1920.
3) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175. 1918; 100,
304. 1919; vgl. C. Neuberg und W. Ursum, diese Zeitschr. 110, 193. 1920.
4) C. Neuberg und E. Reinfurth, B. 53, 1050. 1920.
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wirklichung der Débnerschen Synthese!). Bekanntlich beruht
diese darauf, daBl molekulare Mengen von einem aromatischen
Amin, z. B. Anilin, Brenztraubensdure, und einem beliebigen
Aldehyd sich zu substituierten Cinchoninsduren kon-
densieren, gem#df dem Schema:

R . CHO R.C:N
N
+ + H,N - CH; = 2 H,0 + H, + ! Gl
CH,: C(OH) - COOH HC:C.COOH.

Doébner?) hat nun auch gezeigt, daBl, wenn kein Aldehyd zugegen
ist, die Brenztraubenséure selbst zur Entstehung solcher Cinchonin-
sdureabkémmlinge Anlaf} gibt, indem ein Teil bei der Umsetzung
als Carboxy-acetaldehyd reagiert und unter Kohlensdureverlust
das gleiche Produkt liefert, welches entstehen wiirde, wenn man das
betreffende Amin mit je einem Molekiil Brenztraubenséiure und
Acetaldehyd zusammengebracht hitte. Diese Synthese verlduft,
und das ist im Lichte der vorangegangenen Darstellung ebenfalls
von Wichtigkeit, ohne jede Sauerstoffzufuhr, ja sogar unter Abgabe
freien Wasserstoffes, also anaerob, und sielie@ sich schlieflich unter
solchen biologischen Bedingungen verwirklichen, bei denen ein
oxydativer Stoffwechsel der Hefe kaum in Betracht kommt,
néamlich bei zellfreier Vergirung mit Hilfe von Hefensaft. Do6b-
ner hat die Darstellung der verschiedensten Cinchoninséduren auf
der genannten Grundlage ausgefiihrt und gefunden, daf sie zwar
alle nach derselben Regel, aber doch unter abweichenden experimen-
tellen Bedingungen entstehen, indem bald ein lingeres Erhitzen
der Komponenten in einem geeigneten Solvens nétig ist, bald ein
Zusammenbringen in der Kalte geniigt. Fiir den beabsichtigten
physiologischen Zweck konnten nur der letztgenannte Verlauf
sowie Reagentien in Betracht kommen, die mit dem Zucker selbst
sich nicht umsetzen; dementsprechend habe ich auf die Pro-
duktion der «-Methyl-f-naphtho-cinchoninsédure hinge-
arbeitet. Diese Verbindung bildet sich némlich, wie Dobner (1. c.)
erwihnt, schon durch Zusammentreffen der Komponenten (1 Mol.
[-Naphthylamin, 1 Mol. Brenztraubensiure und 1 Mol. Acetalde-
hyd bzw. 1 Mol. g-Naphthylamin + 2 Mol. Brenztraubensiure)
bei Zimmertemperatur in atherischer Losung. Um letztere an-

1) 0. Débner, Ann. 242, 265. 1887.
2) 0. Dobner, B. 27, 352 u. 2020. 1894.
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wenden und die reagierenden Bestandteile in innigsten Kontakt
bringen zu kénnen, war das Arbeiten mit Hefeprefsaft notwendig,
um so mehr als lebende Hefe nicht die Berithrung mit einer
dtherischen [-Naphthylaminlosung aushilt, wenngleich sie in
Suspension zugesetztes festes fS-Naphthylamin vertréigt. Durch
Vornahme der ganzen Prozedur in energisch wirkenden Schiittel-
apparaten habe ich eine intensive Durchmischung erzielt und in
der Tat alsdann die Bildung von «-Methyl-f-naphthocinchonin-
sidure feststellen koénnen. Ihr Entstehen!) ist nicht anders als
durch intermediire Bildung von Brenztraubensiure zu erkliren.
Es muBl dahingestellt bleiben, ob sich an der Synthese aufler
Brenztraubenséure carboxylatisch abgespaltener Acetaldehyd oder
lediglich 2 Mol. Brenztraubensiure beteiligen, ein Punkt jedoch, der
fiir die beabsichtigte Beweisfithrung ohne Belang ist. Am meisten
Miihe hat die Aufarbeitung des Reaktionsproduktes verursacht;
es waren Schwierigkeiten zu iiberwinden, die in der alkaloiddhn-
lichen Natur der Methylnaphthocinchoninsédure begriindet sind und
die sich deshalb geltend machen, weil unvermeidlicherweise bei
der Digestion mit Hefeprefsaft infolge proteolytischer Vorgénge
ein Teil des zunichst koagulablen Eiweilles zu l6slichen Proteosen
und wohl auch zu Aminosduren abgebaut wird und Spaltungs-
produkte der Nucleoproteide auftraten. Wie im Versuchs-
teile nidher dargelegt wird, ging ich so vor, daB ich nach voll-
kommener, durch Anwendung reichlicher Mengen Hefensaft be-
wirkter Vergirung des Zuckers den als Loésungsmittel fiir das
p-Naphthylamin benutzten Ather verdunsten lieB, alsdann das
gesamte Gemisch bei etwa 36° auf ein kleines Volumen brachte und
den Riickstand mit Alkohol, dem einige Tropfen starken Am-
moniaks zugesetzt waren, einige Zeit unter Riickflul im siedenden
Wasserbad erwirmte. Hierdurch wird die Entfernung noch vor-
handenen gerinnungsfihigen Eiweifles herbeigefiihrt und gleich-
zeitig die Methylnaphthocinchoninséure als Ammonsalz in Losung
gehalten. Das Eiweikoagulum wurde dann nochmals mit schwach
ammoniakalischem Alkohol ausgezogen. Die filtrierten weingei-

1) Es ist schematisch durch die Formulierung

CoH;,04 + CyoHy - NH, = 2 H,0 + CO, + 3 H, + Cy;H;;0.N
auszudriicken. Auf ein zu erwartendes Reduktionsprodukt, etwa Glycerin
konnte ich wegen der komplizierten experimentellen Bedingungen (s. spiter)
nicht fahnden.
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stigen Ausziige wurden verdampft und der Riickstand mit 5 proz.
wisserigem Ammoniak aufgenommen, wobei ein Teil der in den
Alkohol iibergegangenen fremden Bestandteile, ferner auch nicht
in Reaktion getretenes f-Naphthylamin unléslich zuriickblieb.
Die abermals filtrierte Fliissigkeit wurde von neuem im Vakuum
eingeengt und mit wenig Ammoniak enthaltendem Sprit auf-
genommen, wobei sie wiederum alkoholunlésliche Beimischungen
hinterlieB3, leider aber neben dem Ammonsalz der Methyl-naphtho-
cinchoninsédure auch braun gefarbte, aus dem Hefesaft hervor-
gegangene Substanzen sich auflésten. Der Alkoholextrakt wurde
darauf vom Weingeist befreit und das Residuum in ganz ver-
diinntem wésserigen Ammoniak aufgenommen. Nach Filtration
von Verunreinigungen erfolgte alsdann eine Féllung mit Zinkacetat.
Dieses schlug im wesentlichen das Zinksalz der Methyl-naphtho-
cinchoninsdure nieder. Durch Zerlegung mit Salzsiure konnte
daraus die Verbindung selbst in freiem Zustande abgeschieden,
durch Umkrystallisieren aus 50 proz. Alkohol gereinigt, durch
Schmelzpunkt, Analyse sowie Uberfithrung in das Silbersalz und
schlieBlich durch Umwandlung in f-Naphtho-chinaldin?)

CH,-C=N
AN

CIOHG
/
HC = CH

identifiziert werden.

Was die Ausbeute anlangt, so ist zu bemerken, daf ich bei
Verarbeitung von 180 g Rohrzucker, der vollstindig umgesetzt
war, im Hochstfalle 7,3 g der a«-Methyl-g-naphthocinchoninsdure
erhielt. Dieser Ertrag ist nicht grof32), aber die Entstehung des
Produktes zeigt unzweifelhaft das intermediire Auftreten von
Brenztraubensiure bei der zymatischen Zuckerspaltung an. Daf3
nicht erheblichere Mengen angehéuft werden kénnen, héngt wohl
mit der betrichtlichen Vergirungsgeschwindigkeit der Brenz-
traubenséure zusammen, die als Zwischenprodukt sogar schneller
als der Zucker selbst wieder umgewandelt wird. Hinzu kommt,
dafl zwar die Synthese der Methylnaphthocinchoninsiure aus den

1) 0. Débner und W. v. Miller, B. 17, 1711. 1884.

2) Beiden mehrals Oxydationsgérungen (s. vorherS. 74)abzuschétzenden
Versuchen haben Fernbach und Schoen (laut Chem. Centralblatt 1914.
II. 423) nur 1,239, Brenztraubensiure vom Gewichte des angewendeten
Zuckers in wirklich reiner Form isoliert.
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Komponenten beim Stehen erfolgt, daf aber die Verdinnung
sowie die niedere Temperatur ungiinstig wirken. AufBlerdem ist
die Isolierungsmethode wohl keine quantitative, auch konnen
(nach D6bners Erfahrungen!) die reagierenden Komponenten
teilweise noch in .anderer Richtung als zum Cinchoninsédurederivat
zusammentreten.

Des weiteren habe ich nochmals die Angaben von Fernbach
und Schoen mit zwei reinen Kulturhefen, und zwar mit einer
obergéarigen und mit einer untergérigen Rasse, nachgepriift;
dabei habe ich mich in allen Einzelheiten an die Vorschriften der
genannten gehalten und auch den von ihnen als ganz wesentlich
hervorgehobenen Gesichtspunkt einer minimalen Aussaat beriick-
sichtigt. Wie ebenfalls aus den experimentellen Belegen hervorgeht,
ist es mir nicht gegliickt, Brenztraubenséure bei der Kultivierung
dieser typischen Erreger in einer ganz mineralischen, mit Kreide ver-
setzten Losung von Traubenzucker festzustellen. Zwar erhielt ich
eine Legalsche Probe, aber siec war in den Ansitzen mit und
ohne CaCO, fast gleich schwach, wennzwar manchmal, aber ohne
RegelmiBigkeit, vielleicht ein wenig deutlicher in den calcium-
carbonathaltigen Maischen. Aber die allein wesentliche Aus-
fallung des im Weingeist unléslichen Calciumpyruvinats, welche
die franzosischen Autoren beschreiben, gelang mir nicht. Die
niedergeschlagenen Salze gaben nicht im geringsten eine Reaktion
auf Brenztraubensiure, nicht einmal die auBerordentlich scharfe
Reduktionsprobe mit Tollenscher Silberlgsung. Die Unterhefe
verbrauchte in der mineralischen Lésung iiberhaupt nur kleine
Mengen Zucker, wihrend die obergérige Rasse davon mehr um-
setzte, aber ebenfalls keine Brenztraubensiure erzeugte. Ver-
wendet wurden als Erreger die nach strengen Regeln der Bakte-
riologie hergestellte Reinzuchtunterhefe der Schultheiffbrauerei
sowie eine ebensolche von obergiriger Hefe Engelhardt. Auch
meine Befunde zeigen, dafl mit reinen Erregern der typischen
alkoholischen G#rung das Fernbach-Schoensche Phinomen
nicht erhalten werden konnte und dafl bedauerlicherweise nach
ihrem so einfachen Vorgehen die zymatische Bildung von Brenz-
traubensdure nicht nachweisbar war.

1) Vgl. auch R. Ciusa und G. Zerbini, Gazz. chim. ital. 50 (II),
317. 1920.
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Yersuche.
I.

1. Vorversuche.

9 g Zucker, in 100 ccem Wasser von 40° gelost, wurden mit 10 g ober-
giriger Hefe versetzt und bei 37° in einen Brutschrank gestellt; 30 Minuten
spiter, nachdem die Kohlensdureentwicklung begonnen hatte, wurden
7 g p-Naphthylamin zugefiigt. Nach 24 Stunden war die Gérung nicht
erheblich fortgeschritten, so dafl noch 20 g Hefe zugegeben wurden; weder
diese Nachfiillung noch weitere fithrten zur vollstdndigen Umsetzung.

'Es wurde also ein neuer Versuch vorgenommen, und zwar wurden
27 g Zucker in 300 ccm Wasser mit 90 g ganz frischer Hefe zusammen-
gebracht. Nach halbstiindigem Verweilen im Thermostaten wurden 21 g
p-Naphthylamin hinzugegeben. Nach 2 Tagen war der Zucker vergoren
(keine Reduktion von Fehlingscher Losung). Das Gargut wurde filtriert;
aus dem vorsichtig eingedampftén Filtrat konnte aber keine «-Methyl-
p-naphthocinchoninsédure erhalten werden. Der unl6sliche Riickstand
wurde mit 5proz. Ammoniak 10 Minuten auf dem Wasserbad digeriert,
darauf wurde von festen Hefebestandteilen abfiltriert, das Filtrat eingeengt
und Salzséure bis zur kongosauren Reaktion zugesetzt. Der dadurch aus-
gefillte Korper wurde abgesaugt und in warmem, schwach ammonia-
kalischem Wasser gelost; dabei blieb f-Napthylamin zuriick, dessen Ab-
scheidung durch ldngeres Stehen im Eisschrank vervollstindigt wurde.
Alsdann wurde filtriert, das Filtrat mit Tierkohle entfarbt und eingeengt.
Die auf kleines Volumen konzentrierte Fliissigkeit ergab jedoch durch
Anséuern nicht den gesuchten Korper. Das f-Naphthylamin hatte also
unter diesen Bedingungen — wohl namentlich wegen seiner Unloslichkeit
— nicht nachweisbar in die Vorginge beim Gérungsverlauf eingegriffen.

So wurde ein neuer Weg beschritten, der nach vielen vergeblichen
Versuchen schlieBlich zu einem Ziele gefiihrt hat, ndmlich die Verwendung
von Hefesaft und f-Naphthylamin in &therischer Losung.

Beziiglich des Hefesaftes bemerke ich, daBl er aus einem urspriinglich
in Amsterdam heimischen und im Pfefferbergbetriebe weitergeziichtetem
Material gewonnen wurde, fiir dessen Abgabe ich dem Herrn Direktor
Sterzbach sehr zu Dank verpflichtet bin. Diese Rasse liefert, was deutsche
Hefen bekanntlich nicht allgemein tun, einen girfihigen Saft; zumal
gegenwirtig sind viele Sorten zur Bereitung dieses G#rungsmittels un-
geeignet, wohl infolge verinderter, insbesondere eiweiarmerer Ernédhrung.
Mein Saft wies ein besonders gutes Gérvermdgen auf. Die Bestimmung
der Gérkraft ergab nach der iiblichen Methode den Wert 3,03, wihrend
Buchner sowie v. Lebedew ehemals 1,87 bzw. 2,67 als selten erreichte
Hochstziffern gefunden haben.

Was dieses Material aber vor Zymaselosungen anderer Herkunft,
namentlich vor Saften aus leichter autolysierenden Hefen auszeichnete,
war seine vergleichsweise geringe proteo- und nucleolytische Betéitigung;
infolgedessen konnte die Entstehung 16slicher Stickstoffverbindungen ver-
hiltnisméBig eingeschrinkt werden.

Biochemische Zeitschrift Band 123. 6



82 M. v. Grab: Brenztraubensiure

Zunichst lieB ich 10 g Zucker mit 180 ccm Saft im Brutschrank
angiren und das nach Zugabe von 2 g f-Naphthylamin in 80 ccm Ather
entstehende Gemenge bei Zimmertemperatur mechanisch stark schiitteln.
Die Apparatur war dabei so einzurichten, dal die vom gebildeten Kohlen-
dioxyd mitgerissenen Atherdimpfe leichten Abzug fanden. Dies erreichte
ich, indem ich die GérgefiBe (Standflaschen) mit einem durch Gummi-
stopfen aufzusetzenden und entsprechend gebogenen Glasrohr verband,
das'an der Spitze capillar ausgezogen war. Diese Vorrichtung verhinderte
zugleich ein Herausschleudern des Géargemisches.

. Nach 2 Tagen wurde auf Zucker gefahndet. In allen eiweifreichen
Losungen ist, wie Buchner?) bestitigt hat, Zucker in Hefesaften nicht
ohne weiteres, nach seinen Angaben oft iiberhaupt nicht nachweisbar.
Daher verfuhrich folgendermafen: 5 cem Fliissigkeit wurden herauspipettiert,
mit einigen Tropfen Essigsidure versetzt und solange auf dem Wasserbade
erwirmt, bis alles Protein koaguliert war, Dann wurde abgesaugt und das
Filtrat nach Neubergs Methode mit Mercuriacetat?) von loslichen Abbau-
produkten des EiweiBles usw. befreit, entquecksilbert und nach Weg-
kochen des Schwefelwasserstoffes nunmehr mit Fehlingscher Losung
untersucht. Die Probe reduzierte noch stark; deshalb wurden -zu
dem Ansatz weitere 170 ccm. frisch bereiteter Saft gefiigt, auBerdem
10 ccm Ather nachgefiillt, um das g-Naphthylamin in Loésung zu

- halten; darauf wurde weiter geschiittelt. Nach 3 Tagen war dann kein
Zucker mehr nachweisbar. Nun wurde die Fliissigkeit bei etwa 36°
eingedampft und der Riickstand nach Koagulation des Eiweilles, die beim
Erwirmen im Wasserbade erfolgte, mit 5proz. Ammoniak iibergossen;
nach dem Erkalten wurde vom Niederschlage abfiltriert. Das Filtrat wurde
eingeengt, mit Essigsdure versetzt und ohne- Beriicksichtigung von Aus-
scheidungen im Vakuum bis fast zur Trockene konzentriert. Der Riickstand
wurde mit 75 proz. Alkohol am RiickfluBkiihler ausgezogen, um das eventuell
gebildete Cinchoninsgurederivat in Losung zu bekommen. Beim Einengen,
dem TFiltrieren vorausging, fiel ein fester Korper aus; dieser wurde
abgesaugt. Das Filtrat ergab nichts. Der Riickstand wurde in 10 proz.
Aminoniak gelést, mit Tierkohle gereinigt, abermals filtriert und dann mit
Essigsdure gefillt; es entstand eine bréunliche Substanz, die nach dem
Trocknen den Schmelzpunkt 291° zeigte. (Reine o«-Methyl-f-naphtho-
cinchoninséure schmilzt bei 310°.) Wiederholtes Umlosen aus 50 proz.
Alkohol fiihrte zu keinem einwandfreien Produkt. Jedenfalls aber wies
bereits dieser Versuch daraufhin, dafl der eingeschlagene Weg wohl zum
Erfolge fithren konnte, die Methode aber verbesserungsbediirftig sei. Ich
machte also 2 neue Ansétze mit verschiedenen Mengenverhiltnissen, um
gleichzeitig die erforderliche Quantitit f-Naphthylamin festzustellen.

Versuch a): 18 g Zucker in 280 cem. Saft wurden nach erfolgtem
Gireintritt mit 3,6 g f-Naphthylamin, in 55 ccm Ather gelost, geschiittelt.

Versuch b): 18 g Zucker in 280 cem Saft wurden mit der doppelten

1) Buchner und Hahn, Zymasegirung, S. 211 u. 212.
2) Siche bei C. Neuberg, Der Harn, Handbuch. S. 328.
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Menge, d. h. mit 7,2 g f-Naphthylamin in 110 cem Ather, behandelt.
Nach 2 Tagen muften noch je 180 ccm Saft zugesetzt werden, aber auch
dann ergab sich nach weiteren 3 Tagen bei Versuch b), daBl die groBe Menge
B-Naphthylamin und Ather schiadlich gewesen und die Gérung nicht zu
Ende gegangen war. Ansatz a) war ausgegoren und wurde bei ca. 35°
eingedampft. Der Riickstand wurde in 75proz. Alkohol aufgeschwemmt
und mehrmals am RiickfluBkiihler extrahiert. Die so erhaltenen alko-
holischen Ausziige wurden vom Losungsmittel befreit; der Riickstand wurde
in 5proz. Ammoniak verteilt, am Wasserbad zur Herauslosung des
Reaktionsproduktes kurz erwérmt und iiber Nacht im Eisschrank belassen.
Dann wurde zentrifugiert; die abgegossene klare Fliissigkeit wurde mit
Essigsdure versetzt und bei niederer Temperatur eingeengt. Hierbei fiel
wieder ein braunlich gefirbter Korper aus, dessen Reinigung nun auf andere
Weise versucht wurde, und zwar mit Bleiacetat. 0,3 g Substanz wurden
heiB in 50 ccm 92 proz. Alkohol unter Zusatz von etwas Ammoniak geldst,
dann mit Eisessig sauer gemacht, mit einer hinreichenden Menge Bleiacetat
versetzt und filtriert. Unter der Annahme, daf} Bleiacetat in essigsaurer
Lésung nur Verunreinigungen entferne, x-Methyl-g-naphthocinchoninsiure
jedoch in Losung bleibe, wurde der Niederschlag abgesaugt und aus-
gewaschen, das Filtrat alsdann mit Schwefelwasserstoff gesittigt. Nach
Entfernung des Bleisulfids wurde eingeengt, jedoch kein Reaktionsprodukt
erhalten.

Bei einem weiteren Versuche wurden 18 g Zucker mit 760 ccm Saft
unter Zusatz von 3,6 g f-Naphthylamin in 55 cem Ather vergoren. Nach
dem Verschwinden des Zuckers und entsprechender Eindickung wurde die
zuriickgebliebene Masse mit verdiinnter Essigsiure (1,5 cem Essigsiure
-+ 75 ccm Wasser) im Wasserbad erhitzt, um das Eiweify auszukoagulieren;
darauf wurden Fliissigkeit samt Niederschlag ohne weitere Trennung mit
gegliihtem Seesand zur Trockene gebracht und in einem Soxlethapparat mit
Amylalkohol ausgezogen. Der Amylalkohol wurde im Vakuum abdestilliert
und der Riickstand erst mit Athylalkohol, dann mit wisserigem Ammo-
niak usw. behandelt. Es resultierte ein harziges, unbrauchbares Priparat.

Ein anderer Versuch mit Benzolals Extraktionsmittel schlug ebenfalls
fehl.

Der ‘néchste Ansatz wurde mit gleichen Mengen wie friither angestellt
und das Gérgut im Perkolator mit gewohnlichem Sprit ausgezogen. Der
nach Abtreiben des Weingeistes verbliebene Riickstand wurde mit warmem
5proz. Ammoniak digeriert und in der beschriebenen Weise gereinigt. Nach
abermaliger Losung in Alkohol schied sich beim Verdampfen im Vakuum-
exsiccator eine kleine Menge Substanz krystallinisch aus. Nun wurde
versucht, diese Verbindung zu verestern; denn wie Débner und Kuntzel)
angeben, ist die nahestehende &-Phenylnaphthocinchoninsiure unter diesen
Bedingungen in den Athylester iiberfiihrbar. Der Korper wurde in die
50fache Menge absoluten Alkohols eingetragen und getrocknetes Chlor-
wasserstoffgas bis zur Sattigung eingeleitet. Das Material 16ste sich dabei

1) 0. Dobner und P. Kuntze, Ann. 249, 109. 1888.
6*
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bis auf einen spdrlichen Riickstand; hierauf wurde eine halbe Stunde am
Wasserbad unter RiickfluB gekocht, wobei alles in Losung ging. Uber
Nacht krystallisierte eine Substanz aus, die jedoch nicht der gesuchte Ester
war; auch aus der tiefdunklen Mutterlauge war er nicht erhaltlich.

2. Hauptversuche.

Ich iibergehe eine lingere Reihe weiterer negativer Experi-
mente und wende mich zur Schilderung der Arbeitsweise, mit der
endlich ein Resultat zu verzeichnen war. 18 g Zucker wurden auf
die zuvor beschriebene Art mit 1620 ccm Saft unter Zusatz von
3,6 g -Naphtylamin in 75 ccm Ather vergoren. Nach Verschwinden
des Zuckers wurde das Gdrgut kurze Zeit im Wasserbade erhitzt
und dann bei niederer Temperatur eingeengt; der verbliebene
Riickstand wurde mit einem halben Liter absolutem Alkohol, der
5 ccm Ammoniak enthielt, eine Stunde auf dem Wasserbad am
RiickfluBkiihler ausgezogen. Der filtrierte Extrakt, der die Methyl-
naphtocinchoninsdure enthalten muflte, wurde vom Alkohol be-
freit und mit 5proz. wisserigem Ammoniak digeriert. Bei Eis-
kithlung schied sich dann das iiberschiissige f-Naphtylamin prak-
tisch vollstandig aus und konnte abgesaugt werden. Die Mutter-
lauge wurde wieder eingedampft und ihr Riickstand mit alkoholi-
schem 5proz. Ammoniak aufgenommen; von Ausscheidungen
filtrierte man ab. Die weitere Reinigung erfolgte sodann iiber das
Zinksalz. Zu dem Zweck wurde die alkoholisch ammoniakalische
Fliissigkeit eingedampft und der Riickstand mit schwach ammoniak-
haltigem Wasser in Loésung gebracht. Die Ausfallung geschah
durch eine Losung von 15 g Zinkacetat in 50 ccm Wasser und
wurde iiber Nacht stehen gelassen. Der abgesaugte Niederschlag
und die Mutterlauge wurden gesondert verarbeitet.

o) Das feste Zinksalz, das gut mit kaltem Wasser ausgewaschen
war, wurde in eine Reibschale iiberfiihrt und mit verdiinnter
Salzsdure (bis zur Blauung von Kongopapicr) zerlegt. Der jetzt
vorhandene Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser ge-
waschen und aus 50 proz. Alkohol unter Beigabe von Knochen-
kohleumkrystallisiert. Daslangsam sich ausscheidende Produkt war
farblos und schon krystallisiert. Es wurde abgesaugt, mit schwa-
chem Alkohol gewaschen und im Vakuum-Exsiccator getrocknet.

f) Die Mutterlauge wurde konzentriert und nochmals nach
Zugabe einiger Tropfen Ammoniak mit Zinkacetat versetzt. Der
nunmehr entstandene Niederschlag wurde wie Niederschlag «) mit
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Salzsiure zerlegt; die weitere Behandlung war gleich. Es schied
sich abermals ein krystallisiertes Produkt ab.

y) Die beim Umkrystallisieren aus 50 proz. Alkohol erhalte-
nen Mutterlaugen wurden eingeengt, mit Tierkohle aufgekocht
und wiederum zur Krystallisation hingestellt, wobei noch etwas
Substanz ausfiel. Insgesamt erhielt ich so 0,63 g reine Verbindung,
welche den Schmelzpunkt 310° zeigte. (Die Bestimmung des
Schmelzpunktes erfordert VorsichtsmaBregeln; es gelangte ein
Paraffinbad zur Anwendung, welches durch Riihren gleichmaBig
erwirmt werden mufl. Hauptsichlich aber ist die Schnelligkeit
der Erhitzung mafigebend, da bei zu langsamem Erwérmen Zer-
setzung eintritt, bei zu raschem keine gleichmiBige Temperatur
erzielt wird; ich ging so vor, dafl das Thermometer in je 3 Sek.
nur 1° stieg.) R. Wegscheider!) hat den Schmelzpunkt 290°
beobachtet und darauf aufmerksam gemacht, daBl aufler der Ge-
schwindigkeit des Erwirmens ein eventueller Krystallwasser-
gehalt eine Rolle spielen kann. Die frisch dargestellte x-Methyl-
B-naphtocinchoninsiure enthalt nimlich 1 Mol. H,0, das Débner
nicht erwdhnt; das Krystallwasser entweicht jedoch bereits bei
laingerem Aufbewahren der Substanz im Vakuum.

Die Elementaranalyse ergab folgendes Resultat:

0,1436 g Substanz: 0,3993 g CO, und 0,0620 g H,0.

CysH,;NO,. Ber.: C=175,92, H = 4,68%,

gef.: C=175,86, H = 4,839%.

Es war also kaum ein Zweifel mehr, daf3 das erhaltene Pro-
dukt als x-Methyl-g-naphtocinchoninséiure anzusprechen ist. Zur
weiteren analytischen Sicherstellung wurde das Silbersalz be-
reitet. 0,24 g Substanz wurden in 5 ccm Wasser aufgeschlemmt
und in der Hitze mit tropfenweise zugefiigtem Ammoniak in
Losung gebracht. Letztere wurde filtriert und mit Silbernitrat
ausgefillt, nachdem der UberschuB von Ammoniak zuvor aus-
getrieben war. Das Silbersalz fiel sofort aus, wurde abgesaugt und
so lange gewaschen, bis Diphenylamin keinen Nitratgehalt der
festen Substanz mehr anzeigte; dann wurde letztere im braunen
Exsiccator getrocknet. Zur Analyse wurde sie nach Erlangung
konstanten Gewichtes in einem Tiegel vergliiht.

0,1902 g Substanz gaben 0,0602 g Ag.

CysH;00,NAg: Ber. Ag = 31,399,; gef. Ag = 31,63%.

1) R. Wegscheider, M. 1%, 115. 1896.
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Um nun die Richtigkeit dieser Resultate nochmals zu iiber-
priifen, wurde derselbe Versuch mit zehnfach gréferen Mengen an-
gestellt und «-Methyl-f-naphtocinchoninséure erhalten. Vergoren
wurden also 180 g Zucker usw. Die Aufarbeitung erfolgte in der
gleichen Weise wie beim vorigen Ansatz nur mit der Vorsichts-
mafregel, daf die auskoagulierte EiweiBlsubstanz noch ein zweites
Mal mit ammoniakalischem Alkohol extrahiert wurde, um mog-
lichst das gesamte Cinchoninséurederivat in Losung tiberzufithren.
Dieser Ansatz lieferte 7,3 g einer bei 308° schmelzenden &-Methyl-
f-naphtocinchoninséure.

0,1606 g Substanz: 0,4450 g CO, und 0,0689 g H,O0.

0,1856 g Substanz: 9,4 ccm N (18°, 779 mm).

C,sH,,NO,. Ber.: C = 175,92%, H = 4,68%, N = 5,90%;

gef.: C = 175,59%, H = 4,80%, N = 5,99%.

Zur weiteren Identifizierung wurde die x-Methyl-f#-naphto-
cinchoninsiiure in das f-Naphtochinaldinl) iibergefithrt. Zu
diesem Behufe wurden 1,5 g Substanz mit 4,5 g geglithtem Calcium-
oxyd gemengt und aus einem kleinen Kolben mit niedrig an-
gesetztem Abflufirobr destilliert; dabei ging ein bald erstarrendes
Ol iiber. Aus verdiinntem Alkohol wurde die Base in schénen
Krystallen rein erhalten ; Schmelzpunkt 81 °, wihrend fiir 5-Naphto-
chinaldin 82° verzeichnet wird.

0,1527 g Substanz: 0,4863 g CO,, 0,0792 g H,O.
CpHy,N. Ber.: C = 87,02%, H = 5,74%;
gef.: C = 86,889%,, H = 5,80%,.

Schlieflich wurde aus dem so gewonnenen Naphtochinaldin
das Chromat hergestellt, indem die Base mit verdiinnter Schwe-
felsdure in der Warme klar gelést und mit wisserigem Kalium-
bichromat gefillt wurde. Nach kurzem Stehen wurde das sofort
abgeschiedene gelbe Salz abgesaugt und gut gewaschen, bis im
Spiilwasser keine Schwefelsiure mehr nachweisbar war, dann im
Dunkelexsiccator bis zum gleichbleibenden Gewicht getrocknet.
Eine Probe wurde im Tiegel verascht und als Cr,0; zur Wigung
gebracht.

0,2219 g Chromat gaben 0,0557 g Cr,0;.
(C1,H;;N),H,Cr,0,. Ber.: Cr,0; = 25,22%;
gef.: Cr,0; = 25,10%,.

1) Débner und v. Miller, L c.
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II.

Obgleich, wie in der Einleitung hervorgehoben ist, Kerb die
Angaben von Fernbach und Schoen iiber die zymochemische
Bildung von Brenztraubensiure in mineralisierten und mit kohlen-
saurem Kalk versetzten Zuckerlosungennichthat bestatigen konnen,
habe ich mit anderen rein geziichteten Hefestammen die Versuche
wiederholt; dabei folgte ich genau den Angaben der franzosischen
Autoren, insbesondere auch hinsichtlich der Mineralbestandteile
sowie der Hefemengen, die sie klein wéhlten und in der Kultur-
fliissigkeit wachsen lieen. Verwendet wurde:

1. die untergarige Hefe der Schultheiflbrauerei und
2. eine Reinkultur der obergirigen Hefe Engelhardt.

Die angestellten Géransitze hatten folgende Zusammen-
setzung:

«) 46,5 g Traubenzucker waren mit 2 g Ammoniumnitrat,
0,5 g Magnesiumsulfat, 0,4 g KH,PO,, 0,4 g Ammoniumphosphat,
ferner mit Spuren von Zinksulfat, Eisensulfat nebst Kaliumsilicat
in 500 ccm Wasser gelost;

p) in einem anderen Kolben befanden sich 55 g Calcium-
carbonat und 500 ccm Wasser.

_y) Der Kontrollansatz enthielt 46,5 g Traubenzucker und, bis

auf die Kreide, dieselben anorganischen Salze in 11 Wasser.

Nach der iiblichen Entkeimung wurde der Inhalt der geson-
dert sterilisierten Kolben «) und f) vereinigt und mit drei Osen
der auf Wiirzeagar gezlichteten Hefe beimpft. Wahrend in der
calciumcarbonatfreien Kontrollprobe y im Brutschrank bei 29
bis 30° kein Entweichen von Gas zu beobachten war, bemerkte
man in Ansétzen mit Calciumcarbonat in der Regel nach 24 Stun-
den eine geringe Kohlensdureentwickelung. Sie kann aber nach
dem Ausfall der weiter unten mitgeteilten Zuckerbestimmung
nicht als ein sicheres Zeichen eingetretener Gérung gelten, sondern
ist zuriickzufithren auf eine partielle Umsetzung des Calcium-
carbonats mit den angewandten Ammonsalzen, bei der Ammo-
niumcarbonat auftritt und infolge Dissoziation etwas XKohlen-
dioxyd abgibt.

Angefiihrt seien aus der Zahl der vorgenommenen Bestimmun-
gen einige Zuckeranalysen in Ansétzen mit Oberhefe wie Unter-
hefe, und zwar fiir die kreidehaltigen und kreidefreien Proben.
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1. Ansatz mit Schultheifhefe  CaCO,.

Zuckergehalt zu Beginn . . . . 4,5 9
- nach 2 Tagen . . 4,5 ,,
2 2 6 ”» . . 4945 ”»
”»” ”» 10 »” . . 4’5 »
”» 2 14 ”»” . . 4,35 ”»
2 ”» 22 ”» . . 4!35 bR
2. Ansatz mit Schultheihefe ohne CaCO,.
Zuckergehalt zu Beginn . . . . 4,4 9%
' nach 2 Tagen . . 44 ,,
’” ”» 6 »” . . 4’3 2
”» ”» 10 » . . 4’35 ”»
”» ” 14 T} .. 3,95 ”
2 2 22 2 . . 3’9 ”»”
3. Ansatz mit Engelhardthefe 4+ CaCO,.
Zuckergehalt zu Beginn . . . . 4,6 %
s nach 2 Tagen . . 4,5 ,,
”»” N 2 4 ”»” . M 3,8 »
9 s 8 .. 3,15,
s s 12 ’ .. 275,
» ”» 21 ”» . . 0’8 ”»

4. Ansatz mit Engelhardthefe ohne CaCOj.
Zuckergehalt zu Beginn . . . . 4,659

- nach 2 Tagen . . 4,55,
' w 4 .33,
» »w 8 .. 2,95,
' » 12, .. 1,95,
. » 21, .. 1,05,

Alle 24 Stunden wurden steril 2—3 ccm entnommen und mit
der Nitroprussidnatriumreaktion auf gebildete Brenztraubenséure
untersucht: eine briaunliche Firbung, die auf Essigsdurezusatz in
ein schwaches und schnell vergingliches Violett umschlug, trat
bei der Oberhefe etwa am elften Tage auf, wihrend sie bei den
Kolben mit Unterhefe vollkommen ausblieb. Aber auch bei der
erstgenannten Serie war die Reaktion ungemein schwach. Eine
zum Vergleich hergestellte Losung von 0,088 g Brenztraubensiure
als Kalksalz in 100 ccm Wasser zeigt eine im Verhiltnis dazu
starke Legalsche Probe. Hinzu kommt, dafl auch in den An-
satzen mit Oberhefe, aber ohne Calciumcarbonat, eine wenn auch
vielleicht etwas geringere Farbenreaktion zu erzielen war. Ob-
gleich es bereits danach duflerst zweifelhaft erscheinen muf3te, ob
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wirklich Brenztraubenssure gebildet wére, wurden doch 800 ccm
(37,2 g angewendetem Zucker entsprechend) eines Ansatzes mit
Kreide und Oberhefe nach klarer Filtration im Vakuum auf ein
kleines Volumen eingeengt und die restierende, von Ausscheidun-
gen durch Filtration befreite Losung unter starkem Riihren in
absoluten Alkohol (20faches Volumen) eingetropft, dhnlich wie
Fernbach und Schoen vorgehen. Xs fiel ein im ersten Augen-
blick gallertiges Calciumsalz ) aus, das beim Stehen konsistenter
wurde und nach 24 Stunden abgesaugt werden konnte. Beim Aus-
waschen mit Alkohol hinterblieb eine gelblichweifie Verbindung,
die Calcium, aber auch keine Spur von Pyruvinat enthielt. Die
filtrierte wisserige Losung der Substanz lieferte weder eine Farben-
reaktion mit Nitroprussidnatrium noch reduzierte sie ammoniakali-
sche Silberlésung, wozu brenztraubensaure Salze noch in groBer
Verdiinnung befahigt sind. Ein die Legalsche Reaktion geben-
der Korper fand sich dagegen in der alkoholischen Mutterlauge.
Da aber Calciumpyruvinat bei der vorausgegangenen Féllung mit
Alkohol hétte niedergeschlagen sein miissen, ist es zweifelhaft, ob
der Eintritt dieser Nitroprussidnatriumreaktion tberhaupt auf
Brenztraubensiure zu beziehen ist. Nicht unerwidhnt bleibe, daB
ich in dem abgedampften alkoholischen Auszug auch die von
Fletcher und Hopkins angegebene Reaktion erhalten habe
(Kirschrotfirbung bei Behandlung mit konzentrierter Schwefel-
siure, Kupfersulfat und mit alkoholischer Thiophenldsung). Es
diirfte sich um Milchsaure (vgl. vorher S. 74) handeln, ohne daf3
ich deren Vorliegen mit Sicherheit behaupten mdéchte, da die
genannte Probe auch mit anderen Substanzen, wie Apfelsiure,
Glykolsiure, Arabonséure, Gluconsiure, Glucoheptonsiure u. dgl.,
mehr oder minder deutlich positiv ausfillt, &hnlich iibrigens auch
mit Brenztraubenséure.

Somit habe ich auch unter Bedingungen einer vita minima,
die an sich — wie zuvor auseinandergesetzt worden ist — gar
nichts mit der alkoholischen Gérung zu tun hitte, leider keine
Bildung von Brenztraubensidure aus Glucose unter der Einwirkung
zweier Kulturhefen nachweisen kénnen.

1) Ziemlich ebenso verhilt sich Calciumacetat.
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