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Vorwort.

Insbesondere der Hefegérung, sowie Spaltungsvorgingen des Zuckers, die in
ihrem Chemismus mit der Hefegirung verwandt sind, wurde mit Recht lange
Zeit ein iiberwiegendes Interesse entgegengebracht — da ja im Prinzip &hnliche
Vorgiénge auch bei der normalen Atmung sowie einer groflen Anzahl sonstiger
Gérungen realisiert erscheinen. Es ist daher eine gewisse Gruppe von Gérungs-
vorgingen, die in ihrem Chemismus mit den soeben erwdhnten Spaltungsreak-
tionen des Zuckermolekiils entweder nichts zu tun haben oder bei denen eine
Beziehung zu den erwihnten Vorgéingen schwer ersichtlich erscheint, bei der
wissenschaftlichen Durchforschung eine Zeitlang relativ vernachlassigt worden;
es handelt sich dabei um Vorgénge, die unter dem Namen der oxydativen Garungen
zusammengefallt werden kénnen, wenn auch die Bezeichnung ,,Gérung® fir die
hierhergehorigen Vorgéinge nur unter Vorbehalt anzuwenden ist. Erst in den
letzten 10—15 Jahren setzte eine intensive Beschéftigung mit diesen Garungs-
vorgingen (insbesondere Saurebildungsprozessen) ein, so dafl heute bereits nicht
nur ein reichliches experimentelles Material hieriiber vorliegt, sondern auch ein
recht tiefer Einblick in die bei den oxydativen Gérungen stattfindenden Vor-
ginge moglich ist. Da die in Frage stehende Arbeitsrichtung noch relativ jung
ist, sind allerdings die vorliegenden Untersuchungen und Literaturangaben viel-
fach noch recht verwirrend und widersprechend, so dal auch fiir Fachleute auf
diesem Gebiete sich der Mangel an einer zusammenfassenden Darstellung recht
fihlbar machte. In der vorliegenden Monographie soll daher das auf dem Gebiete
der oxydativen Gérungen bisher vorliegende experimentelle Material gesichtet
und in ein bestimmtes {ibersichtliches System eingeordnet werden, um so die
weitere Arbeit auf diesem Gebiete sowohl dem Wissenschaftler als auch dem
Techniker zu erleichtern.

Die Stoffeinteilung ergibt sich naturgem&fl aus dem Charakter der zu be-
handelnden Garungsvorgénge. In einem einleitenden Abschnitt wird die Biologie
der oxydativen Gérungserreger (Essigbakterien, Aspergillaceen, Mucoraceen) im
allgemeinen behandelt und deren Morphologie gestreift, wobei es nur auf eine,
insbesondere fiir den Chemiker gedachte Ubersicht ankommen soll und daher
auf Einzelheiten — auch wegen Platzmangels — nicht néher eingegangen werden
kann.

Die nichsten drei Abschnitte stellen den Hauptteil der vorliegenden Mono-
graphie vor, indem in denselben die bei den oxydativen Girungen stattfindenden
Vorginge behandelt werden. Als Gesichtspunkt fiir die diesbeziigliche Stoff-
einteilung galt der Chemismus der betreffenden Prozesse. Im Abschnitt IT
werden die primiren Oxydationsvorginge behandelt, die gewissermaflen einen
Nebentypus des Zuckerabbaues vorstellen, wihrend in den Abschnitten ITI und IV
jene Vorginge besprochen werden, bei denen der Abbau des Zuckermolekiils
nach den bisher vorliegenden Befunden entweder mit Sicherheit oder mit groBer
Wahrscheinlichkeit tiber die C,-Stufe verliuft. Dabei erwies es sich als not-
wendig, in Abschnitt III zundchst die Grundziige des anoxydativen Zucker-
abbaus zu entwickeln, da dieser die Grundlage fiir die im AnschluB daran zu be-
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sprechenden Vorgéinge bildet. Im Abschnitt ITI wird sodann weiterhin auf den
oxydativen Abbau der anoxybiontischen Endprodukte eingegangen, also auf
Vorgénge, die insbesondere bis zur Bildung von Essigsédure fithren. Abschnitt IV
behandelt sodann jene sekundiren Oxydationsprozesse, die in ihrem Chemismus
vor allem einen weiteren Abbau der Essigsdure vorstellen, also die Bildung sowie
den Abbau der Bernsteinsiure, Fumarsiure, Citronensdure und Oxalsiure.

In Abschnitt V wird zunichst ein Ubersichtsschema des oxydativen Zucker-
abbaues entwickelt sowie die Bedeutung der oxydativen Garungen fir die
praparative Chemie und Technik an Hand von Beispielen auseinandergesetzt.
Weiterhin gelangen hier die sonstigen oxydativen Wirkungen niederer Organis-
men zur Besprechung. SchlieBlich wird hier auch noch eine Ubersicht iiber die
Oxydation bestimmter chemischer Gruppen durch niedere Organismen an-
geschlossen.

In einem VI. Abschnitt wird schlieBlich die biologische sowie chemische
Methodik geschildert, die die Grundlage fiir die Untersuchung oxydativer
Géarungsvorgénge bildet.

Prag, im Januar 1932. K. BERNHAUER.
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1. Biologie und Morphologie der oxydativen
Girungserreger.

Es soll hier nur ein kurzer Uberblick iiber die biologischen und morphologischen
Eigenschaften der Erreger oxydativer Garungen gegeben werden, da es fiir den
Chemiker erwiinscht erscheinen mag, sich gewissermallen iiber die Agenzien, die
die ihn interessierenden Reaktionen veranlassen, rasch zu orientieren. In diesem
Kapitel sind auch die sonstigen chemischen Wirkungen der in Frage kommenden
Organismen kurz zusammengefalit, da natiirlicherweise die spiter eingehend zu
behandelnden oxydativen Wirkungen nur einen Ausschnitt aus der Physiologie
der zu besprechenden Organismen bildet. Es kann in diesem Abschnitt auf Voll-
standigkeit keinerlei Wert gelegt werden, da dies den Rahmen des Beabsichtigten
weit iberschreiten wiirde. Zur ndheren Orientierung iiber die Biologie und
Morphologie der oxydativen Gérungserreger kann auf die Handbiicher von
HenNEBERG! und Larar? sowie auf THoMs® Monographie verwiesen werden.

A. Die Essigbakterien.

1. Morphologische Charakterisierung.

a) Hautbildung. Die Essigbakterien stellen die Hauptgruppe der oxydierenden
Bakterien vor, und sind als solche im allgemeinen dadurch charakterisiert, daB
sie die Tendenz haben, sich vornehmlich an der Oberfliche von Fliissigkeiten
zu entwickeln und dort zur Bildung einer mehr oder weniger festen Haut Anla@3
geben. Eine Anzahl von Formen gelangt auch im Inneren der Fliissigkeit zur
Entwicklung und bedingt dann eine Tritbung derselben, oder wir finden vielfach
auch Formen, die wohl Héute an der Oberflache bilden, aber wegen der lockeren
Beschaffenheit dieser auch ins Innere der Fliissigkeit gelangen. Weiterhin bildet
eine Anzahl von Essigbakterien sehr fest zusammenhéngende Decken, die dann
entstehen, wenn die duflerste Schicht der Zellhaut zu Verquellung und Ver-
schleimung neigt, wodurch Kettenbiindel gebildet werden, ein Vorgang, der
als Zoogloenbildung zu betrachten ist. Die Intensitét dieser Schleimbildung ist
verschieden, am iippigsten findet sie sich beim Bacterium xylinum und einigen
nahestehenden Formen. Diese Gruppe wurde daher auch vom morphologischen
Gesichtspunkt aus als Schleimessigbakterien bezeichnet. Dagegen finden wir
insbesondere bei den Schnellessighakterien fast gar keine Tendenz zur Ver-
schleimung, wahrend die sonstigen Essigbakterien bei ruhiger Entwicklung
wohl an der Oberfliche eine Decke bilden, ohne daf} diese jedoch von zdher oder
lederartiger Beschaffenheit wire; hierher gehoren insbesondere die Wein- und
Bieressigbakterien.

! HENNEBERG: Handb. der Géarungsbakteriologie. Berlin 1929.
2 Larar: Handb. der technischen Mykologie, insbesondere 4 und 5. Jena 1907 u. 1914.
3 Taom: The Aspergilli. London 1926.

Bernhauer, Girungen. 1
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Die Essigbakterien.

Tabelle 1. Ubersicht der morphologischen und biologischen Eigenschaften
der wichtigsten Essigbakterien.

1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 10| 1
] Ver- ]}‘lﬁllé gggg: Beweg]ich- Temperatur
Haut schlei- | der sche keit Haupt
bildung mung |Fliissig-| Zell- ( Schlvivar)m- Opt. Max. |vorkommen
. zellen, .
keit | formen o o % %
B. oxydans .|sehr zart | 4 4 + |+ ++|+++ + ‘18_——21 30—33| unter- 7 |ca.2
gériges
' Lagerbier
B.industrium| dick — +4 ]+ + 23 35 | Presshefe 6—7| 2,7
Thermobact. )
aceti . . .|sehr zart| 4+ — |+ F — — | Lagerbier| 9 | 6
B. aceti. . .| ziemlich | — | +4+ | — | + | — 3¢ | 42 Bier |11 |66
dick ‘
B. acetosum.| kahm- ge- — — + - 28 36 ober- 11 1 6,6
hefeartig | ring gériges
Bier
B. Pasteuria-
num . . .|meist gut| — — — sehr — 34 42 ober- ‘9,5 6,2
haufig gariges |
Bier
B. Kiitzingia-
num . . .| ziemlich | ++ + + 4 | selten — 34 42 ober- \9,5 6,6
diinn gariges !
Bier |
B. rancens trocken, + — | sehr + — — — ober- — | —
faltig | gering gériges
Bier
B.ascendens.| zart, +++| — |[+++]| sehr — 31 44 |Weinessig| 12 | 9
gleich- [ héaufig
miBig
B.vini acetatil sehr zart | - — 1 ++ — — 12833 36 |Weinessig| — | —
B. xylinoides|verschied.| — +4+ | — — — 28 35 |Weinessig| — | —
Formen 1 !
B. orleanse .| kraftig — + — + — 30 35—36%‘ — — | —
B. xylinum . |zah, dick,| — |+++ — | — — 2633 34 | — 6-7 45
lederartig
B.acetigenum| g4, — — + | selten + 33 - = 7 135
fest zu- [
sammen-
hingend ‘
B. Schiitzen-| jocker, | — | — | + | — —  |e5—2731—85 — | —|1L5
bachii gering
B. curvum .| locker. e — + — | = 30 ca. 38 — —_ —
gering | ‘

Spalte 2 = Emporzichen der Haut an Glaswinden

Spalte 10 = groBte Alkoholkonzentration, bei der noch Entwicklung und Wachstum statt-
findet (in Volum-Prozenten)

Spalte 11 = grofite gebildete Essigsduremenge
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b) Zellgestalt. Die Kolonienbildung auf festen Nahrboden ist bei den Essig-
bakterien recht verschieden und vielfach abhéngig von der Ziichtungsweise und
Entwicklungsdauer. Vermdogen zur Gelatineverfliissigung finden wir nur beim
Thermobacterium acetil.

Anderungen der Zellgestalt sind sehr hiufig; nach Un’cersuchungen von HANSEN?
an Bact. Pasteurianum, B. aceti und B. Kiitzingianum ist dabei die Temperatur
von wesentlichem EinfluB, weiterhin auch das Alter und die Ernidhrungsweise
der Zellen3.

Hypertrophische Zellformen (Riesenzellen) finden wir im allgemeinen unter
ungiinstigen Wachstumsbedingungen, also z. B. nach HENNEBERG? in Gegen-
wart zu grofler Salz- oder Alkoholmengen, bei zu hohen Temperaturen usw.,
nach HoYER5 weiterhin auch in Gegenwart groBer Mengen Apfelsiure, Wein-
sdure, Salzsdure.

Bewegungsfdhigkeit ist bei einer grofieren Anzahl von Essigbakterien vorhanden,
jedoch durch die Gegenwart freien Sauerstoffs bedingt, der dabei als Reizmittel
wirkt. Fiir die Ausbildung des Schwérmzustandes sind nach HENNEBERG (1%, 8. 1)
noch verschiedene sonstige duBere Bedingungen notwendig, und zwar relativ
niedrige Temperatur, eine bestimmte Zusammensetzung der Néhrlsung, das
Alter der Ausgangskultur usw.

¢) Eine Systematik und Einteilung der Essighakterien wurde bereits von
verschiedenen Gesichtspunkten aus versucht. HENNEBERG® teilte dieselben 1909
in 4 Gruppen, ndmlich die Maische- und Wiirzebakterien, Bieressighakterien,
Weinessighakterien und Schnellessigbakterien; diese Einteilung hielt er auch
spater bei (1, S.1). Larar? dnderte diese Einteilung in der Weise ab, daf} er
die Schleimessigbakterien in einer eigenen Gruppe zusammenfafite und die
Maische- und Wiirzebakterien den Bieressighakterien zuordnete. Er gab
eine Einteilung in Bieressig- und Weinessighakterien, Schnellessigbakterien und
Schleimessigbakterien. Morphologische Gesichtspunkte reichen jedenfalls zur
Einteilung nicht aus. Als chemisch-physiologischer Gesichtspunkt kénnte das
Verhalten der Bakterien gegeniiber Zuckerarten mit Vorteil verwendet werden,
worauf noch zuriickzukommen sein wird.

2. Ernihrungsphysiologie der Essigbakterien.

Die tiberwiegende Mehrzahl der Essigbakterien vermag vornehmlich auf
,nattirlichen Substraten gut zu gedeihen und nur relativ wenige Arten sind
befdhigt, sich auch auf kiinstlich zusammengesetzten, mineralischen Nihr-
béden zu entwickeln. So wichst nach HENNEBERG® B. acetosum auf einer
Nahrlosung, die 0,1 % Ammonsulfat, Kaliumdihydrophosphat, Magnesiumsulfat,
0,2% Ammoniumdihydrophosphat, neben 1% Essigsiure, Stirkesirup und

2% Alkohol enthilt. Ahnlich verhilt sich B. ascendens. Auch B. curvum und
B. Schiitzenbachii gedeihen auf analog zusammengesetzten Néhrlgsungen, nicht
dagegen, wenn auch 1% Essigsiure zugesetzt wird.

Der Zusatz von Mineralstoffen ist praktisch insbesondere fiir die Verarbeitung
von Alkohol in der Schnellessigfabrikation von Bedeutung, worauf bereits

1 Zemprer: C. Bact. IT 2, 729 (1896).

2 HawseN: C.r. (Carlsberg) 3, 182 (1894).

3 S. auch ZerpLEr: 1. — Serrert: C. Bact. IT 3, 337 (1897).

¢ HexxeBERG: C. Bact. 4, 14 (1898).

5 Hover: D. Essigind. 3, 1 (1899).

¢ HENNEBERG: Girungsbakt. Prakt. Berlin 1909.

7 LaFAr: 2, S. 1, 5, 194 (1914) usw.

* Diese Ziffern beziehen sich auf die FuBlnotennummer auf der betreffenden Seite.

1*



4 Die Essigbakterien.

PasTEUR! hingewiesen hatte. Nach HovER? ist zur Ziichtung von Schnellessig-
bakterien eine Nahrlosung geeignet, die neben 3% Alkohol 0,1% Na-Acetat
und die gleichen Mengen Kalium-, Magnesium- und Ammoniumphosphat ent-
hilt. Nach RoTHENBACH? wirkt ein starker Gehalt an Sulfat und Chlorid wachs-
tumshemmend (s. ferner HaNax* BrowN®, BEIJERINCK® HENNEBERG 7).

Hinsichtlich der Stickstoffnahrung der Essighakterien hatte bereits PASTEUR!
beobachtet, daB nur dann Ammonsalze verwertet werden koénnen, wenn die
Nihrlosung Alkohol oder Essigsdure enthalt. Nach BEITERINCK® verhalten sich
die einzelnen Bakterienarten verschieden, indem in Gegenwart von Essigsiure
Bieressigbakterien nur Pepton verwerten koénnen, B. xylinum Pepton und
Amine, Schnellessigbakterien auflerdem noch Ammonsalze. Bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Glucose vermochten Bieressighakterien auch Ammonsalze
oder Nitrate zu verwerten (s. auch HENNEBERGS, HovyER2. Amide und Pep-
tone werden jedoch im allgemeinen weit besser ausgeniitzt als Ammonsalze.

Als Kohlenstoffnahrung ist vor allem Glucose sehr gut geeignet; von dieser
Beobachtung wird auch in der Schnellessigfabrikation Gebrauch gemacht, indem
den Maischen vielfach Starkesirup zugesetzt wird. Auch andere Zuckerarten
sowie Glycerin sind zumeist geeignet. Die Bedeutung von Alkohol und Essig-
saure als C-Quellen wurde bereits erwihnt.

3. Chemische Wirkungen der Essighakterien im allgemeinen.

Da die spédtere eingehendere Besprechung der chemischen Wirkungen der
Essigbakterien unter Beriicksichtigung des Chemismus der jeweiligen Prozesse,
und daher an verschiedenen Orten, erfolgt, soll hier eine iibersichtliche Zusammen-
stellung der chemischen Wirkungen dieser Organismen selbst angegliedert werden.
Die Essigbakterien sind in chemischer Hinsicht vornehmlich durch ihr Vermégen
zur Oxydation von Alkohol zu Essigsdure charakterisiert, wobei sie jedoch nicht
imstande sind, den Alkohol aus Zucker selbst zu produzieren, sondern in dieser
Hinsicht auf andere Organismen angewiesen sind. Das Verhalten gegeniiber
Zuckerarten scheint auch als Einteilungsprinzip der Essigbakterien vom chemi-
schen Standpunkt aus geeignet zu sein, indem eine Gruppe dieser Organismen
kaum oder nur in beschranktem Ausmafle imstande ist, Zuckerarten in Sauren
umzuwandeln, wihrend die andere Gruppe Zuckerarten zu den entsprechenden
Sduren ohne Kiirzung der C-Kette, und weiterhin Zuckeralkohole zu Ketosen
zu oxydieren vermag. Wir hitten demnach vom chemischen Gesichtspunkt
zwei Gruppen von Essigbakterien zu unterscheiden, ndmlich:

a) solche, die Zuckerarten gut in Siuren umzuwandeln vermdgen,

b) solche, die aus Zuckerarten kaum Sduren bilden.

Als chemisches Einteilungsprinzip fiir die Essigbakterien haben HERMANN
und NEUscHUL? vorgeschlagen, das Verhalten derselben bei Oxydationsvor-
géngen zu verwenden; sie teilen die Essigbakterien in ketogene und aketogene
ein, je nachdem, ob dieselben Ketogruppen zu erzeugen vermdogen oder nicht.
Zu den ketogenen zahlen sie: B. gluconicum, B. xylinum, B. xylinoides, B. orle-

1 PasTEUR: Ann. Soc. de I'Ecole norm. sup. Paris 1, 113 (1864).
2 Hover: D. Essigind. 3, 1 (1899).

3 RorHENBACH: D. Essigind. 3, 127, 146 (1899).

4 Hanax: Garungsessig. Leipzig 1904.

5 Brown: J. Ch. Soc., Transact. 49, 172 (1886).

8 BewEeriNck: C. Bact. IT 4, 209 (1898).

7 HenNEBERG: D. Essigind. 10, 89 (1906).

8 HeNNEBERG: C. Bact. IT 4, 14 (1898).

9 HErMANN u. NEUSCHUL: Biochem. Z. 233, 129 (1931).
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Tabelle2. Verhalten der Essighakterien gegeniiber verschiedenen Substraten?.

Gruppe a.
Wuﬁ?:::;&;ﬁ%lﬁen Weinessighakterien Sggﬁgéﬁzsﬁc
_oxy- | B.indu- | B.vini | B. xyli- | B. orle- | B.xy- |g D B.
Bd;r)g Ps’t;;:grlnl Ecegati ]xgmi):i}élsl anse linui’n ch];}tlfﬁn' curvum
Arabinose . . . . +- l + + + + | 4 + +
Glucose . . . . . + + + + + 4+ + +
Fructose. . . . . + ‘ + + (+) () (+) + (+)
Galaktose . . . . + | + + + + + + (+)
Rohrzucker . + 0+ + + (+) + (+) 0
Maltose . . . . . + | + -+ + + 0 0 0
Milchzucker . . .| (+) @ -+ 0 (+) + 0 + 0
Raffinose . + 4+ + (+) + + (+) +
Dextrin . . . . . + 1+ -+ (+) + 0 + +
Methylalkohol . . 0 (+) — - — 0 — —
Athylalkohol . . . + + + | + + + + +
Propylalkohol . . + + + 0+ + + + +
Glykol. . . . . . + + — — — + — —
Glycerin. . . . . + + + + + + 4 +
Erythrit . . . . . + = + 4- + + + +
Mannit . . . . . + + + | (+) + (+) 0 (+)
Gruppe b.
Bieressigbakterien Weinessig- |Schnellessig-
bakterien | bakterien
Thermo- | 5 . .. | B.aceto- | B. Past- | B. Kiitz- | B. ascen- | B. acetige-
bact. aceti ' sum eurian. ingian. dens num
Glucose . . . . + + ‘ + ! + + - €
Galaktose . . . 0 0 ‘ + 0 0 0 0
Athylalkohol . . + + + 0+ + + +
Propylalkohol . + | o+ 1 o+ o+ + + +
Glykol. . . . . + .+ + 4+ ]+ + .+
In der Tabelle bedeutet: + wird von dem betreffenden Bact. angegriffen, () wird
schwach angegriffen, 0 wird nicht angegriffen, — nicht gepriift.

anse und ein Bact. aceti (HANSEN), zu den aketogenen: ein B. aceti (HENNE-
BERG), B. Pasteurianum, B. acetosum, B. rancens, B. ascendens, B. vini acetati,
B. Kiitzingianum,

Sowohl aus dieser Einteilung wie aus der oben gegebenen ist jedoch ersicht-
lich, daB stets gewisse Uberginge vorhanden sind, so daB demnach auch die
Einteilungsversuche nach chemischen Gesichtspunkten noch durchaus nicht als
befriedigend angesehen werden kénnen.

B. Die Aspergillaceen.

1. Ubersicht der morphologischen und biologischen Eigenschaften.

Auf die Systematik der Aspergillaceen soll hier nicht niher eingegangen
werden. Fir die Einteilung derselben ist vornehmlich die Art und Form der
Conidientriger mafigebend. Fiir uns kommen hier drei Gruppen in Frage,
namlich die Gattungen Aspergillus, Penicillium und Citromyces.

1 Im Anschluff an die in Larars Handbuch (2, S.1) gegebenen Zusammenstellungen.



6 Die Aspergillaceen.
Tabelle 3. Ubersicht der morphologischen und biologischen
& Farbe delf Conidien Conidientriger Sterigmen lciliig)nf- Blase
g Spezies bei jungen | el alten . —— " Durchmesser
= Linge Linge
o] Kulturen Form mm Form u “ P
A.glaucus . . .| hellgrin | graugriin 1—2 |gedrun-| 7 — 60
bis gen
graubraun
A. fumigatus . .| griin bis | schmutzig- 0,1—0,3 |schlank | 6—15) — [10—20
graugriin |  braun
| 5
A. orycae gelblich- | bis braun | '8 2 »  [12—20| 100 | bis 80
griin E
2 bis gelb 2;‘
@) | A.flavas. . . .| gelblich- |bisdunkel-| 51| 0,5—0,7] ., 6 | 90 [30—40
g griin braun
3 bis gelb
A.luchuensis . .| schwarz- unver- 1—2 kegel- 3 [40—80/20—30
braun andert formig
A. Wentii hellbraun rétlich 2—3 — 15 ]bis 200{75—90
A. nidulans grin | schmutzig- | B[] 0608 — | — | — |15-20
| griin 2
N
A.niger . . . .| schwarz- j unver- § — schlank| I26!'| 100 80
braun ] andert I8
] |
P.glaucum. . .| hellgriin | schmutzig- 0,2—0,4 | zylin- | 8—13] — 0
. big griin bis drisch
dunkelgriin | schmutzig-
braun
P. luteum olivgriin | schmutzig- — zu- 17 — 0
E griin gespitzt
=S || P.italicum . . .| bliulich- |schmutzig- 0,25 |schlank| 10 — 0
g griin griin
& || P. olivaceum . .| gelbgriin | schmutzig- 0,2 " 14 — 0
‘ griin
P. brevicaule . . |blaulichgelb| bis braun — — 16 — 0
P. purpurogenum | dunkelgriin bis dunkel- — Zu- 7 — 0
graugriin gespitzt
§ C. Pfefferianus . griin graugriin bis 0,07 |schlank| 9—14] — | 4—8
2 braunlich i
g C.glaber. . . . griin gra.l}grﬁ.nbis — » ‘9——14 — | bisl5
B briaunlich \

Morphologische Charakteristik.

Die Aspergillus-Gruppe.
Conidientriger meist starr aufrechtstehend, kréftiger als die vegetativen

Hyphen, 0,2—4 mm hoch, mit endsténdiger blasiger Anschwellung (daher ge-
wohnlich deutliche Sonderung in Stiel und Blase), gewohnlich einzellig (un-

1 Bisweilen 20—100.
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Eigenschaften der wichtigsten Aspergillaceen.

“prite b Perl- Wact Bedeut
grobe Mycelfarbe : Vachs- edeutung,
(Durch Sl SKlerotlen| tums- | Verwendung | gioonibut,
" : friichte ’
12 jung alt
7—10 hellgelb |schmutzig- | sehr + 20—27° — —
rotbraun | hiufig
2—3 braunlich + i 4+ |gegend0° — Oto- und
} Pneumo-
‘ mykose
6—7 — — 0 0 iiber 30° | Saké (Japan) 0
! ,»Takadia-
stase‘
5—6 gelblich | braunlich 0 4+ |gegen37° —- Otomykose
4--5 — — 0 — 30—35° | ,;Awamori- —
| Koji«
4,5 weil  |bisrotbraun 0 | + iber 30° | Soja (Java) 0
(rétlich)
3 — — 4 + 40° — —
r
\
3—4 weil} (gelb) — 0 1 + 30—35° | Gallussiure, | Otomykose
| ’ Opium,
Citronen- und
| Gluconséure
2,5 weill schmutzig- | sehr L etwa 30° — —
kugelig grau hiufig |
i
|
ellips. 3 | citronen- — hiufig + — | Kojissure -
(zu 2) gelb
3—5(zu3) | weiB, oberhalb hell- 0 reich- 25° — —
ellips. bis graugriin lich ‘
6—T(zud) | weib grau 0 0 | 23-25° — —
ellips. f
variabel braunlich 0 0 20—23° | As-Nachweis ) -
6—10 ’ |
ellips. 2,8 gelbrot 0 0 30° | Gluconséure -
(zu 1,7) ‘
kugelig gelblich 0 0 |gegen30° — —
2,328 | |
kugelig gelblich 0 0 gegen 30° — —
2,3—2,8 | ;

septiert), meist unverzweigt. Die Blase trigt sehr zahlreiche Sterigmen ver-
schiedener Gestalt und Lange, die die Conidien in langen Ketten tragen, vielfach
an kleineren sekundiren Sterigmen; GréBe der Conidien 3—10 u; Farbe der
Conidien verschieden; von Wichtigkeit fiir die spezielle Unterscheidung, aber
nur bei jungen Pilzdecken charakteristisch.

! Die oxydativen Wirkungen sind hier nur in einzelnen Fillen angedeutet.
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Die Penicillivm-Gruppe.

Conidientriger mikroskopisch klein, zart, hyphendhnlich, septiert, am Ende
ohne blasige Anschwellung schlanke Sterigmen, in Wirteln oder Biischeln (,,Pin-
selschimmel®). Conidien in langen Ketten. Schlauchfriichte bei einigen Spezies
bekannt. Speziesunterscheidung beruht auf der Farbe der Decken, Verzweigung
der Conidientriger, Grofle und Form der Conidien, physiologischen Merkmalen.

Die Citromyces-Gruppe.

Conidientréger hyphenartig, meist unseptiert, gewohnlich mit Blase, die
aber manchmal kaum angedeutet ist, Sterigmen schlank, in Wirteln oder Bii-
scheln aufwérts gerichtet; Conidien in langen Ketten angeordnet, sehr klein.
Schlauchfriichte unbekannt.

Ernidhrungsphysiologisches.

Das Nahrungsbediirfnis der Aspergillaceen ist zumeist duBerst gering. Selbst
bei spurenhafter Gegenwart von C-Verbindungen vermégen sich die Pilze zu
entwickeln, sobald Feuchtigkeit vorhanden ist. Auf natiirlichen Substraten finden
sich dieselben sehr bald ein; als gute Nahrfliissigkeiten bewdhrten sich u. a.
Maische und Wiirze; wihrend manche Arten mit rein anorganischen Nahr-
I6sungen (mit Zucker als C-Quelle) ihr Auslangen finden, wachsen andere auf
natiirlichen Substraten besser; allgemeine Regeln sind hierbei nicht ersichtlich.

Ubersicht der morphologischen und biologischen Eigenschaften s. Tabelle 3.

2. Chemische Wirkungen der Aspergillaceen im allgemeinen.

a) Hydrolytische Spaltungen.

1. Das Vermégen zur Spaltung von Kohlehydraten ist bei den Aspergillaceen sehr
weit verbreitet und vor allem bei Aspergillus niger und Penicillium glaucum fest-
gestellt. Einzelheiten sind aus der folgenden Tabelle 4 ersichtlich. Von grofitem
Interesse ist unter den hydrolytischen Wirkungen insbesondere die Stérke-
verzuckerung durch A. orycae. Dieser Vorgang hat bekanntlich auch technische
Bedeutung erlangt bei der Herstellung von 7Taka-Diastase (nach TAKAMINE).

Tabelle 4.

et Taattose] e Yttt TOonie stane outin | S| pektn
A.niger . . . .. + + + + 0 + + + ()
A. orycae + o+ + 0 + 00 [+ () (1)
A. Wentii )+ + 4+ )+ ()
A. fumigatus . . .| + + +
A.glavcus . . . .| + + +
P. glavcum . . . .| + + -+ + + + 14+
P. Juteum O+ + + +
P.rubrum . . . .| + + + +
P. italicum . . . . 0 + | + +
Allescheria Gayoni | 0 + + |+ + 0

2. Spaltung von Glykosiden. Emulsin findet sich recht allgemein bei den
Aspergillaceen; ebenfalls Salicin, Coniferin, Helicin, Arbutin, Glycyrrhizin werden
durch diese Pilze zumeist gespalten.

3. Sonstige hydrolytische Wirkungen. Tannin (Digallussiure) wird von
A. niger sehr intensiv gespalten, so dafl diese durch das Vorhandensein der Tan-
nase veranlafte Enzymwirkung sogar firr die fabriksméfBige Darstellung der
Gallusséure ausgeniitzt werden konnte (Gallussiuregirung des Tannins).
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4. Fettspaltung findet sich bei Aspergillaceen im allgemeinen nicht in be-
sonders hohem Ausmafle. Lipase wurde bei Pen. glaucum, A. glaucus, flavus
fumigatus, niger, nidulans, versicolor (reichlich) nachgewiesen. Allescheria
spaltet sehr lebhaft Ol und Butterfett.

5. Eiweispaltung. Gelatineverfliissigung durch proteolytische Enzyme
findet sich bei den Aspergillaceen ganz allgemein verbreitet. Ebenso wird Fibrin
und koaguliertes Eieralbumin rasch aufgelost. Uber Peptonspaltung und -abbau
finden sich eine Reihe von Arbeiten (WemMER!, BuTkEWITSCH2). Der Eiweif3-
abbau spielt technisch, insbesondere bei der Reifung von Késearten (Camembert-,
Roquefort-Kése), durch Penicilliumarten eine wichtige Rolle. Milchcasein wird
jedoch auch von einer Anzahl anderer Aspergillusarten abgebaut. Ebenso ist
Labenzym, das die Milch zum Gerinnen bringt, bei verschiedenen Pilzen auf-
gefunden worden, ebenso Enzyme, die Ammoniak aus S#ureamiden, Harn-
stoff sowie Biuret abzuspalten vermégen.

b) Alkoholische Girung.

Das Alkoholbildungsvermégen der Aspergillaceen ist fast durchweg sehr
gering. Nach SANGUINETTI® soll Aspergillus orycae aus Rohrzucker, Stirke und
Dextrin bis 4% Alkohol zu bilden imstande sein. Geringe Mengen Alkohol
konnen nach verschiedenen Autoren auch durch A.glaucus (bei submerser
Vegetation), Pen. glaucum, Pen. brevicaule gebildet werden. Nach Errvingt
soll Pen. glaucum bis 4,2% Alkohol bilden. Der weitere Abbau des Alkohols
durch die Pilze ist allerdings meist sehr erheblich; so stellt auch der Alkohol
fiir die Pilze vielfach eine recht gute C- Quelle vor, so dafl in Gegenwart geniigender
Luftmengen der Alkohol nicht angehéduft, sondern rasch weiter oxydiert wird.
Nach Mazg5 soll der Alkohol ein normales Zwischenprodukt bei der Verarbeitung
des Zuckers durch Aspergillaceen vorstellen, wie er insbesondere bei Versuchen
mit Allescheria Gayoni zeigen konnte. Dieser Pilz ist nach LABORDES® unter den
Aspergillaceen auch der einzige, der bei beschrinktem Luftzutritt (Entwicklung
eines submersen Mycels) eine regelrechte Gérung hervorzurufen imstande ist;
neben Alkohol und Kohlendioxyd wird dabei auch Bernsteinsiure und Glycerin
gebildet. Der Alkoholgehalt steigt dabei bis iiber 8% an. Bei Luftzutritt wird
der Alkohol selbst aus 10proz. Losung leicht weiter verbraucht.

¢) Oxydative Gérungen.

Auf diese wird spiter noch eingehend zuriickzukommen sein. Hier sei nur
bemerkt, daB die Aspergillaceen in dieser Hinsicht zu den wichtigsten Organismen
gehoren und Vertreter derselben sowohl zur Durchfithrung einfacher Zucker-
oxydationen (Gluconsduregérung, Kojisdurebildung usw.) als auch zur Durch-
fiihrung recht komplizierter Gérungsvorginge (Citronen- und Oxalsiuregirung)
befahigt sind, und weiterhin verschiedene sonstige Oxydationswirkungen zu
entfalten vermdgen. Nach allem scheinen diese verwickelteren Gérungsvor-
ginge im AnschluB an eine primére alkoholische Zuckerspaltung zu erfolgen.

1 WenMER: Bot. Ztg 49, 233 (1891) — A. 269, 383 (1892).

2 BUTREWITSCH: Ber. Bot. Ges. 18, 185 (1900).

3 SANGUINETTI: Ann. Past. 11, 264 (1897).

* ErrviNGg: Studien iiber die Einwirkung des Lichtes auf Pilze. Helsingfors 1890.
5 Mazk: C.r. 134, 191 (1902); 135, 113 (1902).

¢ LABORDE: Ann. Past. 11, 1 (1897).
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C. Die Mucoraceen.
1. Ubersicht der morphologischen und biologischen Eigensehaften.

Die Mucoraceen sind gekennzeichnet durch den Besitz eines Sporangiums,
das durchweg eine Columella besitzt. Auf die systematische Stellung der Muco-
raceen soll hier nicht eingegangen werden. Von den Unterfamilien der Muco-
raceen ist fiir uns hier nur die der eigentlichen Mucoreen von Interesse, und
unter diesen auch nur die Gattungen Mucor und Rhizopus.

Die Mucor-Gruppe.

Sporentriger einfach oder verzweigt, stets mit Endsporangium abschlieBend,
Columella nicht aufsitzend, Sporangiumwand zerflieBlich oder briichig; Luft-
mycel fehlt, Apophyse fehlt; Sporen stets abgerundet (kugelig, ellipsoidisch bis
zylindrisch), Form vielfach schwankend; Zygosporen in der Regel im Substrat
entstehend; Chlamydosporen (Dauersporen) unter normalen Bedingungen ent-
stehend. Kugelzellen (Oidien) durch Zerfall der Hyphen entstehend, in Kugel-
hefe (Mucorhefe) iibergehend.

Die Rhizopus-Gruppe.

Lufthyphen vorhanden (Ausliufer, Stolonen), Columella der Apophyse auf-
sitzend, Sporangiumwand derb, Sporangiumtriger einfach oder verzweigt,
Bildung von Rhizoiden; Sporen unregelmiBig eckig, Form schwankend, mit
gefaltetem Epispor. Chlamydosporen meist reichlich; Kugelzellen und Kugel-
hefe kaum vorhanden.

Erndhrungsphysiologie der Mucoraceen.

Im allgemeinen erweisen sich natiirliche Substrate fiir das Wachstum der
Mucoraceen giinstiger als kiinstliche Néhrlgsungen; in Betracht kommen
Wiirze, Most, Fruchtséifte usw., doch vermégen die Pilze auch auf Nahrlosungen,
die nur Ammon- oder Nitratstickstoff neben K-Phosphat und Mg-Sulfat in
Gegenwart einer Kohlenstoffquelle (Zuckerart) von geeigneter Konzentration
(meist unter 10—15%) enthalten, zu gedeihen. Das Temperaturoptimum ist
meist nicht sehr hoch (bis 30°).

2. Chemische Wirkungen der Mueoraceen im allgemeinen.

a) Hydrolytische Spaltungen.

Die hydrolytische Spaltung von Zuckerarten durch Mucoraceen geht aus der
folgenden Tabelle 5 hervor. Hinsichtlich sonstiger hydrolytischer Wirkungen der
Mucoraceen sei nur darauf hingewiesen, dafl das Eiweifispaltungsvermégen dieser
Organismen, gemessen an der Gelatineverfliissigung, zumeist relativ gering ist.
Fett wird nur von wenigen Arten gespalten, so von M. mucedo und M, racemosus.

Auf Rohrzucker vermag eine groflere Anzahl von Mucoraceen gut zu ge-
deihen, ohne denselben jedoch invertieren zu konnen, so z. B. M. mucedo,
M. spinosus, M. circinelloides, Rh. nigricans. Das gleiche gilt auch fiir Inulin,
auf dem z.B. nach Nicorskr! Rh. tonkinensis besonders gut wéichst, ohne
Inulase zu besitzen. Milchzucker wird gleichfalls von manchen Mucorarten als
Kohlenstoffnahrung verwertet, doch vermag keine einzige Art denselben zu
spalten.

1 Nicorskr: C. Bact. IT 12, 554 (1904).
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Tabelle 5.
51%}1;; Maltose | Trehalose | Raffinose | Melibiose | Starke Inulin

M. mucedo . . . . . . 0(?)?! ! + 1 +
M. racemosus . . +2 + (7 0
M. plumbens (spmosus) 0 + +
M. alternans . . . . . 0 + + +3
M. Rouxii

(Amylomyces &) . . 0¢ +-58 458 47
Rhizopus nigricans . . 0(7)? 0o +-8
Rh. tonkinensis |

(Amylomyces y). . . 06 456 | 56 1 40 0
Rh. japonicus 456 | 56 056 ; + 56 | 49,10 156

(Amylomyces g) ‘ ‘
Rh. tritici . . . . . . 0 | | +
Rh. Tamari . . . . . Lu | | + ] o + oo

Die stérkeverzuckernde Wirkung mancher Mucorarten ist vielfach sehr
intensiv und hat auch technische Bedeutung erlangt, wobei die Amylomyces-
arten zur Verwendung kommen.

b) Die alkoholische Girung der Mucoraceen.

Mit Ausnahme von M. pusillus und M. corymbifer (MIEHE!?) besitzen an-
scheinend alle Mucoraceen das Vermogen zur alkoholischen Gérung, und zwar
auch bei Luftzutritt, doch in sehr verschiedenem Mafle.

Starkes Gérvermogen besitzen: M. circinelloides, alternans, javanicus, er-
rectus;

schwicheres Gérvermdgen besitzen: M. Rouxii, racemosus, Rh. tonkinensis,
japonicus;

deutliches Gédrvermdgen besitzen: M. plumbens piriformis, hiemalis, tenuis,
fragilis, Rh. chinensis, Tamari, tritici;

schwaches Gérvermogen besitzen: M. mucedo, Rh. nigricans.

Die girende Fliissigkeit bleibt bei der Gérung stets vollig klar, indem sich
die Pilzdecke an der Oberfliche entwickelt und im Inneren der Losung sich nur
Flocken bilden. Bei strengem Luftabschluf3 lagern sich Mycelflocken unter
Bildung von Kugelzellen am Gefiflboden ab. In diesem Falle kommt es dann
auch zu einer sichtbaren, intensiven, kontinuierlichen Gasentbindung analog
wie bei der Hefegéirung, wihrend diese bei Ausbildung von Pilzdecken an der
Oberflache der Girlésung fehlt. Die Entwicklung von Kugelhefe (Mucorhefe)
bzw. Kugelzellen, hat demnach mit der alkoholischen Gérung der Mucorarten
nichts zu tun (s. z. B. Zop¥'3, hinsichtlich spéterer Arbeiten s.z.B. WEEMER!).
Ebensowenig ist die alkoholische Gérung der Mucoraceen an Sauerstoffmangel

1 ScHAFFER: Dissert. Erlangen 1901.

2 Firz: B. 6, 48 (1873). — EmMERLING: B. 30, 454 (1897).

3 GAYoN u. DUuBoURG: Ann. Past. 1, 532 (1887).

4 SANGUINETTI: Ann. Past. 11, 267 (1897).

5 SrTNIKOFF u. ROMMEL: Z. f. Spiritusind. 23, 391 (1900).

6 LINDNER: Mikrosk. u. biol. Betriebskontr. i. d. Girgewerb. 6. Aufl., S. 212. 1930.
7 CALMETTE: Ann. Past. 6, 605 (1892).

8 HENNEBERG: Z.{. Spiritusind. 25, 205 (1902).

% CoLETTE u. Boipin: Bull. de I’Asp. d. Chim. de sucr. et de dest. 16, 862.
10 BeureND: C. Bact. IT 4, 514 (1894).

11 Sarro: C. Bact. IT 17, 20 (1907).

12 MieHE: Die Selbsterhitzung des Heus. S.78, 85. Jena 1907.

13 Zopr: Die Pilze. S.189. Breslain 1890.

14 Wgamer: C. Bact. IT 13, 277 (1904) — B. 23, 122 (1905).
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gebunden oder durch diesen bedingt, wie WEHEMER! in Versuchen mit dauernder
Liftung bei M. racemosus und javanicus zeigen konnte. Dagegen bewirkt reich-
liche Luftzufuhr ein wesentlich stirkeres Pilzwachstum. DaB die Mucoraceen-
girung im wesentlichen analog der Hefegérung verlduft und zu Alkohol
und CO, fithrt, konnte bereits Firz2? zeigen. Nach WrHMER! enthielten
mittels M. racemosus vergorene Fliissigkeiten bis 2,5% Alkohol, bei M. javani-
cus 6,6%, wobel LuftabschluB8 oder Luftzufuhr keinen wesentlichen Einfluf3 auf
die Ausbeutezahlen hatte. Nach neueren Versuchen von BurkewirscH und
Frpororr® mit Rhizop. nigricans vermag derselbe jedoch bei Sauerstoffabschlufl
groBere Mengen an Alkohol anzuhdufen (3,5%) als in Gegenwart von Luft (2%).
Hinsichtlich der weiteren Zersetzung des Alkohols liegen die Verhéltnisse wohl
so, daBl solche Mucorarten, die in Sauerstoffgegenwart gréBere Alkoholmengen
anzuhdufen imstande sind, nicht in wesentlichem MafBe zum weiteren Abbau
desselben befahigt sind, wogegen Mucorarten, die nur geringe Mengen von Alkohol
anhdufen, denselben leicht abzubauen vermogen; hierauf wird spéter noch ein-
gehend zuriickzukommen sein. WEHMER* wies auch darauf hin, da die An-
hédufung des Alkohols ,,weniger von dem Vorhandensein einer vielleicht stets
gegebenen, spaltenden Substanz, als vielmehr von dem Oxydationsvermdgen‘
der betreffenden Organismen abhinge, indem sich nur bei Mangel desselben der
Alkohol in groferen Mengen anhduft. Als sonstige Gérungsprodukte wurden
neben Acetaldehyd und Glycerin auch Séuren aufgefunden, auf die noch zuriick-
zukommen sein wird (nach GavoxN bei M. circinelloides sowie nach Firz® bei
M. racemosus; nach EMMERLING® bei M. racemosus).

Hinsichtlich der Vergérung verschiedener Di- und Polysaccharide durch
Mucoraceen kann auf die bereits erwahnten hydrolytischen Eigenschaften der
einzelnen Pilze verwiesen werden, indem nur diejenigen Di- und Polysaccharide
vergoren werden konnen, die spaltbar sind.

Die produzierten Mengen an Alkohol sind recht verschieden; vergleichende,
unter einheitlichen Versuchsbedingungen durchgefiihrte Versuche in gréferem
Ausmafle wurden noch nicht durchgefiihrt, daher sind auch die Angaben der
einzelnen Autoren fiir gleiche Pilze recht verschieden, abhidngig von dem Gér-
vermdgen des betreffenden Pilzstammes sowie den jeweiligen Versuchsbedingungen.
Die héchsten Alkoholausbeuten wurden allem Anscheine nach bei M. errectus
(6,4%) und M. javanicus (bis 6,6%) erzielt, wihrend die geringsten Mengen
anscheinend M. mucedo (bis 2,4 %, meist weitaus weniger) sowie Rh. tonkinensis
(1,5%) zu bilden vermogen, doch laBt sich nichts Allgemeingiiltiges daraus
folgern, da sich die einzelnen Pilzstdmme sehr verschieden verhalten konnen.

¢) Sidurebildungen durch Mucoraceen.

Das Siurebildungsvermogen der Mucoraceen ist allem Anschein nach-relativ
schwach, groflere Sduremengen scheinen nur in Gegenwart von Neutralisa-
tionsmitteln angehduft zu werden, wie z. B. BurkewirscE und FEDOROFF3
bei Rh. nigricans zeigen konnten. Die durch Mucoraceen gebildete Séure
wurde vielfach fiir Oxalsdure gehalten, da sich in den Pilzkulturen oftmals
schwer 16sliche Ca-Salze abschieden; ob es sich bei den &lteren diesbeziiglichen
Angaben tatsdchlich um Ca-Oxalat handelte, oder nicht vielleicht um Ca-Fumarat,

! WenuMER: C. Bact. 14, 556 (1905); 15, 8 (1905).

2 Frrz: B. 6, 48 (1873); 8, 1540 (1875); 9, 1352 (1876).

3 BUuTKEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 219, 103 (1930).

¢ WeBMER: In Lafars Handb. d. techn. Mykol. 4, 512 (1907).

5 Frrz: B. 9, 1352 (1876). ¢ EMMERLING: B. 30, 454 (1897).
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bediirfte der Uberpriifung. Bernsteinsiure und Fumarsiure werden insbesondere
durch Rh. nigricans in groflen Mengen gebildet. Mucor piriformis bildet nach
WerMER! Citronensdure und entwickelt einen deutlich esterartigen Geruch
(obstéhnlich).

11. Einfache Oxydationsvorginge.

Im folgenden sind jene Oxydationsvorgdnge zu besprechen, bei denen die
Kohlenstoffkette der betreffenden Ausgangssubstanzen erhalten bleibt, also
weder eine Umlagerung noch eine Verkiirzung erleidet. Die zu besprechenden
Oxydationen werden vornehmlich durch Bakterien verursacht, die in die Gruppe
der Essigsdurebakterien gehéren oder denselben nahestehen; doch wird auch
z. B. insbesondere die Gluconsduregirung durch andere Organismen hervor-
gerufen, und zwar insbesondere in weitem Ausmafe durch Schimmelpilze, vor
allem Aspergillaceen.

Bei den zu besprechenden Oxydationen handelt es sich entweder um die
Oxydation von Aldehydzuckern zu den betreffenden Carbonsduren oder um
die Oxydation sekundérer Carbinolgruppen zu Ketogruppen, und zwar Bildung
von Ketosen aus Zuckeralkoholen oder Umwandlung von Zuckercarbonsiuren
in Ketocarbonsiuren.

Anhangsweise ist hier noch ein Kapitel iiber die Bildung der Kojisdure an-
gegliedert, und zwar vorldufig nur unter Vorbehalt, wie aus dem spéter Dar-
zulegenden hervorgeht.

A. Die Bildung von Zuckermonocarbonsiuren.
1. Gluconséiurebildung durch Bakterien.

Als erster beobachtete BovTroux? die Umwandlung von Glucose in Glucon-
sdure; als Erreger nannte der Autor zunichst Mycoderma aceti, spiter einen
Micrococcus oblongus, der von Friichten isoliert wurde, und jedenfalls den
Essigsdurebakterien nahesteht. BRoOwN?® berichtete dann iiber Gluconsédure-
bildung durch B.aceti sowie durch B. xylinum. Mit der Gluconsédurebildung
durch den letztgenannten Organismus beschédftigten sich auch BERTRAND?
sowie BEIJERINCK®. Ferner bildet B. Savastanoi, der Erreger des Olbaumkrebses,
nach ALSBERG® gleichfalls Ca-Gluconat aus Glucose. SEIFERT? berichtet iiber
die Realisierung dieses Vorganges durch B. Kiitzingianum und Pasteurianum.
Nach SOBNGEN® bildet Acetobacter Pasteurianum aus Glucose sehr glatt mit
60proz. Ausbeute reine Gluconsiure. HENNEBERG? berichtete iiber Glucon-
saurebildung durch B.oxydans, B.aceti und B. acetigenum und gabl® eine
vergleichende Ubersicht der Gluconsdurebildung durch verschiedene Bakterien,
indem er feststellte, bis zu welcher maximalen Konzentration freie Gluconsiure in
den Bakterienkulturen angehduft wird, wie aus der folgenden Tabelle 6 hervorgeht.

I WenmER: C. 189711, 160; 1898 I, 269.

2 Boutroux: C.r. 91, 236 (1880) — Justs Jber. 1, 178 (1882).

3 Brown: Soc. 49, 172, 432 (1885); 50, 463 (1886); 51, 638 (1887).

4 BeErTRAND: C.r. 127, 729 (1898) — BL. (3) 19, 1003 (1898) — A. ch. (8) 3, 275 (1904).
5 BeeriNck: C. 1892, 635; 1898, 995.

¢ ALsBERG: J. biol. Ch. 9, 1 (1911) — Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 6, 83 (1909).

7 SerrErT: Ch. Ztg 21, Rep. 225 (1897).

8 SoENGEN: Fol. Mikrobiol. 3, H. 2 (1914) — Zbl. Bioch. 18, 573.

% HENNEBERG: D. Essigind. 2, 145 (1898). :

10 HenNeBERG: Handb. d. Gdarungsbakt. 2, 195 (1926).
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Tabelle 6.
Konzentration der
Bacterium verwendeten gebildeten Glucon-
Glucose siure

% %
B.industrium . . . . . . . . . 40 16,6
B.oxydans . . . . . .. ... 25 8,0
B.acetosum . . . . . . . . .. 25 4,6
B.oaceti. . . . . . ... ... 10 2,6
Thermobacter aceti . . . . . . 8 2,5
B. acetigenum . . . . . . . .. 25 1,9
B.xylinum . . . . ... ... 12 | 1,5
B. Kiitzingianum . . . . . . . 15 | 0,8
B. Pasteurianum . . . . . . . . 15 0,5

Ein neues Bacterium, das eine sehr starke Féhigkeit zur Gluconsdurebildung
besitzt und daher B.gluconicum genannt wurde, konnte von HERMANN! aus
dem japanischen oder indischen Teepilz ,,Kombucha“ isoliert werden. Dasselbe
ist beweglich und zeigt nicht das fiir Bact. xylinum u. a. charakteristische Ober-
flichenwachstum. Es héuft in 40proz. Glucoselésung die Gluconséure bis zu
einer Konzentration von 23% an, also in weitaus hoheren Mengen als eines der
bis dahin bekannt gewordenen Bakterien.

Mit der Einwirkung eines Bact. xylinums auf Glucose haben sich sodann
auch BERNHAUER und ScHON? naher beschéftigt; Gluconsiure héufte sich dabei
in 5proz. Glucoselosung bis zu einer Konzentration von 3—4% in der Kultur-
fliissigkeit an, nach HENNEBERG durch das von ihm untersuchte Bact. xylinum
nur bis 1,5% (s. Tab. 5). Verschiedene Bakterienstimme haben demnach ein
verschieden starkes Vermdgen zur Saurebildung, und zugleich ist ersichtlich,
daBl die von HENNEBERG gegebene Tabelle keinen Anspruch auf allgemeine
Giiltigkeit hinsichtlich der angefiihrten Bakterienarten haben kann, sondern nur
in gewissen Grenzen Bedeutung besitzt.

Vier neue Arten von Essigsiurebakterien isolierten vor kurzem TAKAHASHI
und Asat3 aus ,,Hoshikagi®. Diese Bakterien bildeten alle aus Glucose 80—100%.
Gluconsdure. Fiir das ausfiihrlicher beschriebene Bacterium Hoshikagi var.
rosea erwies sich ein Gehalt von 10% Gluconsgure in der Nahrlosung als maximal
fiir das Wachstum ; der fiir die Essigsédurebildung maximale Alkoholgehalt betrug
3%. Die Gluconsgurebildung aus Glucose in Hefewasser betrug bis 98,6 % d. Th.

Weiterhin findet Gluconséurebildung anscheinend nach Browx? auch durch
einige Varietdten von Bact. subtilis statt. Die Beobachtung von STANEKS iiber
die Bildung von gluconsaurem Kalk an den Wénden von Zuckermagazinen ist
wohl auch auf die Wirkung von Bakterien oder Pilzen zuriickzufithren. Ferner
beschrieb auch BUTKEWITSCH® einen nicht niher bezeichneten beweglichen Ba-
cillus, der auf Zuckernidhrboden mit CaCO; reichlich Ca-Gluconat anhaufte.

In hoheren Pflanzen wurde Gluconsgure bisher nur als Harzsdureester in
der Zuckerritbe durch SMOLENSKI? festgestellt.

Bildung sonstiger Zuckermonocarbonsiuren durch Bakterien.

Unter den Hexonsiuren wurde bisher nur noch iiber die Bildung von d-
Galaktonsdure aus d-Galaktose durch Einwirkung des Sorbosebacterium berichtet

1 HerMANN: Bio. Z. 192, 188 (1928); 203, 297 (1929).

2 BERNHAUER u. ScuHON: H. 180, 232 (1929).

3 TagAHASHI u. Asai: C. Bact. II 82, 390 (1930). ¢t Brown: Bl (3) 9, 97 (1893).
5 STaNER: Z.f. Zuckerind. i. Boshmen 33, 547 (1909).

8 BuTkeEWwITSCH: Bio. Z. 159, 409 (1925). 7 SmoLENnskI: H. 71, 266 (1911).
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(BERTRAND [4, S. 13]). Dieselbe wurde durch das Ca-Salz sowie durch das Ca-Cd-
Salz charakterisiert.

Von Pentonsduren wurde die Bildung von I-Arabonsdure aus 1-Arabinose und
der I-Xylonsdure aus 1-Xylose durch das Sorbosebacterium von BERTRAND (4, S. 13)
beschrieben. Die erste wurde durch das Ca-Salz, die zweite durch das Br-Cd-Salz
charakterisiert.

2. Gluconsiurebildung durch Sehimmelpilze.

a) Organismen.

Morr1ARD ! beobachtete als erster die Bildung von Gluconséure aus Glucose
durch Sterigmatocystis nigra (Aspergillus niger). Farck und Kapur? stellten
sodann Gluconsdurebildung durch 4 Abarten von Aspergillus niger, ferner
durch A. cinnamomeus und A. fuscus fest, die sich zugleich alle auch als Citronen-
sédurebildner erwiesen. BERNHAUER? berichtete weiterhin tiber die Gluconséure-
bildung durch zwei verschiedene Aspergillus niger-Stdimme, von denen dem einen
die Fiahigkeit zur Citronensdurebildung fast vollig abging. BUTKEWITSCH* stellte
Gluconsédurebildung durch A. niger und Citromyces glaber fest, nachdem er
bereits in fritheren Arbeiten auf das Auftreten einer ein leicht 16sliches Ca-Salz
bildenden Séure aufmerksam gemacht hatte. Spater fand er auch Gluconséure-
bildung bei Penicillium glaucum und einem weiteren Citromyces®. Ferner
berichtete AMELUNGS® {iber Gluconsdurebildung durch A. niger japonicus (gelbes
Mycel mit schwarzen Sporen) und A. niger cinnamomeus (weilles Mycel mit
rehbraunen Sporen). Die von ihm sowie auch von den anderen erwédhnten Autoren
erzielten Ausbeuten an Gluconsiure waren jedoch relativ gering (mit CaCO,
16,5 bzw. 28,2% des angewendeten Rohrzuckers). May, Herrick, THOM und
CrurcH" stellten Gluconsdurebildung bei einer Anzahl von Penizillien fest, so
bei Pen. citricum, divaricatum usw.; als besonders kréaftiger Gluconsdurebildner
erwies sich ein Pen. purpurogenum var. rubriscleroticum sowie Pen.luteum
purpurogenum. Tamrva und Hipa® stellten bei fast allen untersuchten Asper-
gillusarten Gluconsdurebildung fest, und zwar in besonders groflem Ausmalfe
bei Aspergillus Awamori, flavus und gymnosardae, nicht dagegen bei A.soya
und ostianus. Uber Gluconsiurebildung durch Dematium berichtet PERWO-
ZWONSKY®. BERNHAUER' wies darauf hin, da wohl so gut wie alle sdurebildenden
Aspergillaceen auch Gluconsdure zu bilden vermdgen, wie auch einige Ver-
suche mit Pen. italicum, glaucum, luteum, africanum, Citromyces glaber, C. Pfef-
ferianus usw. zeigten. Bei der Untersuchung von 19 verschiedenen Aspergillus
niger-Stimmen durch BERNHAUER, Dupa und SIEBENAUGER! wurde stets
Gluconsdurebildung beobachtet, allerdings in recht verschiedenem AusmaBe
(die Ausbeute aus Rohrzucker, bezogen auf den Glucoseanteil desselben, betrug
in Prozenten d. Th. 39,6—96,4). Ferner fanden auch ANGELETTI und CERUTTI!2
Gluconséurebildung bei Einwirkung von Pen. luteum und Pen. purpurogenum
auf Glucose in Gegenwart von Pepton.

! Morriarp: C.r. 174, 881 (1922); 178, 41 (1924).

2 Farck u. Karur: B. 57, 920 (1924). 3 BERNHAUER: Bio. Z. 153, 517 (1924).
4 BUTKEWITSCH: Bio. Z. 154, 177 (1924). = > BuTkEwITscH: Bio. Z. 182, 99 (1927).
6 AmeLuNG: H. 166, 161 (1927).

? May, Herrick, THoM u. CHURCH: J. Biol. Chem. 75, 417 (1927).

8 Tamrva u. Hipa: Acta phytochim. 4, 343 (1929). — C. 1930 I, 2263.

9 Prrwozwonsky: C. Bact. 1I 81, 372 (1930).

10 BERNHAUER: Bio. Z. 197, 285 (1928).

11 BERNHAUER, DUDA u. SIEBENAUGER: Bio. Z. 230, 475 (1931).

12 ANGELETTI u. CERUTTI: C. 19311, 3694.
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Weiterhin sei auch noch auf die Beobachtung von Gruss! iiber die Bildung
von Gluconsiure durch die Nektarhefe Microanthomyces septentrionalis ver-
wiesen, die daneben auch Oxalséure zu bilden vermag.

Hinsichtlich der Konstanterhaltung des Girvermdgens der Gluconsdure er-
zeugenden Pilze teilten May, HERRICK, MoYER und HELLBACH? eine Anzahl
wichtiger Erfahrungen mit, wie sie mit Pen.luteum purpurogenum gemacht
wurden. So berichten sie auch, dafl bei der Kultivierung des Pilzes wéhrend
zweier Jahre eine gewisse Variabilitdt desselben sich zeigte.

b) Bedingungen der Gluconsiurebildung.

1. Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit. C-Quelle. Nach MorriarD (1, S. 15),
AmeLUNG (6, S. 15) sowie BERNHAUER® wird Gluconsiure nur aus Glucose,
Rohrzucker und Maltose erhalten, wihrend die Bildung der betreffenden Mo-
nocarbonsiuren aus den anderen Zuckerarten bei Schimmelpilzen nur vereinzelt
beobachtet wurde (s. unten). Der Fructoseanteil des Rohrzuckers scheint unter
bestimmten Bedingungen nach BERNHAUER? auch in Gluconsiure umgewandelt
werden zu konnen, doch erscheint dies noch nicht mit geniigender Sicherheit er-
wiesen; dagegen wird Fructose selbst auch nicht in Spuren in Gluconsédure um-
gewandelt (BERNHAUER, SIEBENAUGER und TSCHINKEL?).

N-Quelle. MorL1ARD (1, 8. 15) beobachtete bereits, dafl die Bildung der Glucon-
sdure aus Glucose durch A. niger bei N-Mangel stattfindet bzw. meint sogar,
daBl der ProzeB ausschlieBlich dem Mangel an Stickstoff zuzuschreiben ist,
indem bei Beseitigung des Stickstoffmangels auch in salzarmen Néhrlosungen
lediglich Oxal- und Citronenséure entstanden, was mit stéirkerem Mycelwachs-
tum und rascherem Zuckerverbrauch Hand in Hand geht. Nach Farck und
Kapur (2, S.15) erwies sich gleichfalls ein niedriger N-Gehalt als giinstig, und
zwar am besten eine Konzentration von 0,16% Ammonnitrat bei 15% tech-
nischer Glucose. Nach BERNHAUERS liegt das Optimum fiir die Entwicklung
gut gluconséurebildender Pilzdecken zwischen 0,01—0,03% Stickstoff in der
Nahrlésung. Die Art der Stickstoffquelle war dabei von relativ geringem EinfluB};
jedoch erwiesen sich immerhin Ammonsulfat und Pepton als besonders geeignet,
insbesondere deshalb, weil dann die Weiterverarbeitung des Ca-Gluconates zu
Citronenséure durch die betreffenden Pilzdecken am geringsten war. In Ab-
wesenheit von Neutralisationsmitteln war die Gluconsiurebildung in der Regel
geringer, insbesondere in Gegenwart von Stickstoff. Doch kann andererseits
auch in Gegenwart von CaCO; durch Zusatz entsprechender Stickstoffmengen
die Gluconsdurebildung gehemmt oder ganz verhindert werden; dies gilt ins-
besondere fir Ammonnitrat. In Zusammenhang damit steht auch, dafl sehr
iippig entwickelte Pilzdecken, auch in Gegenwart von CaCOj, nur geringe Mengen
Gluconséure anhiufen. Einen neuen Gesichtspunkt fiir die Beurteilung des
Wesens und der Bedingungen der Gluconsdurebildung konnte ScHOBER® auf-
finden, indem es ihm zu zeigen gelang, da Assimilation von Luftstickstoff durch
Asp. niger nur in Gegenwart von Glucose stattfindet, wobei die fiir die Reduktion
des Stickstoffs erforderliche Energie durch Oxydation der Glucose zu Glucon-
séure gewonnen wird; dagegen fand in Gegenwart von Fructose keine N-Assimi-
lation und fast kein Wachstum statt, was mit dem Unvermdgen des Pilzes,
Fructose in Gluconséure iiberzufithren, in Zusammenhang gebracht wird.

1 Gritss: Wschr. f. Brauerei 44, 233 (1927).

2 May, Herrick MoyER u. HerrBAcH; Ind. Chem. 21, 1198 (1929).

3 BERNHAUER: Bio. Z. 19%, 309 (1928).

¢ BERNHAUER, SIEBENAUGER u. TSCHINKEL: Bio. Z. 230, 472 (1931).

5 BERNHAUER: Bio. Z. 197, 287 (1928). ¢ ScHOBER: Jb. wiss. Bot. 72, 1 (1930).
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Nihrsalze. MoOLLIARD (1, S.15) stellte fest, dall durch Nahrsalzmangel in-
folge der gehemmten Mycelentwicklung die Gluconsdurebildung gefordert
wird. Er verwendete eine Nahrsalzlosung von folgender Zusammensetzung!:
0,0356 % Ammonnitrat, 0,008% Kaliumdihydrophosphat, 0,008% Magnesium-
sulfat, 0,00046% Eisensulfat und 0,00046% Zinksulfat. HErRRIck und May?
halten fiir die Gluconsédurebildung durch Pilze aus der Gruppe des Penicillium
luteum purpurogenum folgende Néhrsalzlosung fiir besonders zweckméBig:
0,1% Natriumnitrat, 0,025% Magnesiumsulfat, 0,01% Dinatriumhydrophos-
phat, 0,005% Kaliumchlorid. Nach eigenen Erfahrungen entspricht bei Asper-
gillus niger gut eine Nahrlosung, die 0,1% Ammonsulfat, 0,1% Kalium-
dihydrophosphat und 0,025% Magnesiumsulfat enthélt.

2. Reaktion der Kulturfliissigkeit. Nach BurkewirscH (4, S. 15) ist fur
die Anhdufung der Gluconsédure insbesondere der Grad der Aciditdt maB-
gebend, indem dieselbe insbesondere bei niedrigeren S#urekonzentrationen,
also vornehmlich in Gegenwart von Calciumcarbonat, angehéuft wird, wahrend
bei hoherer Aciditdt eher Citronensdure entsteht. Bei Anwendung fertiger Pilz-
decken, die in Gegenwart relativ geringer Stickstoffmengen zur Entwicklung
gelangt waren (0,1% Ammonsulfat), erzielte BERNEAUER? in Gegenwart von
freiem oder potentiellem Alkali (CaO, CaCO,, NaHCO,; bzw. Na,CO,) hohe Aus-
beuten an Gluconsdure in wenigen Tagen. In Abwesenheit von Neutralisations-
mitteln verlief dabei die Gluconsdurebildung meist viel langsamef, doch konnten
bei Verwendung eines ausgesprochenen Gluconsdurebildners analoge Ausbeuten
erzielt werden. Weiterhin stellte BERNHAUER? fest, dall auch bei Verwendung
relativ gut Citronenséure bildender Pilze durch Einhaltung bestimmter Be-
dingungen sehr hohe Ausbeuten an Gluconséure erhalten  werden kénnen, und
zwar bei Anwendung diinner, stickstoffarmer Mycelien in Gegenwart von Ca-
Carbonat und Abwesenheit von Stickstoffsalzen. May, HErRrIck, THOM und
CuurcH (7, S.15) erhielten in Abwesenheit von Neutralisationsmitteln mittels
Pen. luteum purpurogenum gute Ausbeuten an Gluconséure, und zwar 20 bis
60%, bezogen auf urspriinglichen Glucosegehalt. Ein Stamm dieser Pilz-
gruppe gab nach 12—14 Tagen in 20—25proz. Glucoselésung unter optimalen
Bedingungen 80% an Gluconsaure.

May, HEerrick, Mover und HEeLLBacH (2, S. 16) konnten zeigen, dal bei
dem von ihnen verwendeten Pilz die Wasserstoffionenkonzentration keinen
wesentlichen Einflul auf die Gluconséurebildung ausiibt; aus je 200 g Glucose
in 20proz. Losung wurden nach 14 Tagen anndhernd gleiche Mengen Glucon-
séure erhalten (4120 g), gleichgiiltig, ob neben den Néhrsalzen nur reine Glucose-
I6sung (py = 4,8; End-py = 2,08) oder solche in Gegenwart von Calciumcarbonat
(pu = 6,4; End-py; = 3) oder freier Gluconsiure (py = 3; End-py; = 2,06) ver-
wendet wurde.

ScHOBER (6, S.16) fand, daB durch Asper. nig. Gluconsdure in reichlichen
Mengen in freiem Zustande gebildet wird, wenn eine N-freie Nahrlosung
verwendet wird, wobei der Pilz den Luftstickstoff assimiliert; dabei fand auch
Oxalsdurebildung, aber keine Citronensdurebildung statt. Wenn allerdings
ScHoBER meint, dafl die Entstehung der Gluconsiure von der Reaktion der
Néhrlosung nahezu unabhéngig ist, so gilt dies nur unter Einschrankung, nimlich
bei Verwendung sehr diinner, stickstoffarmer Pilzdecken bzw. bei Anwendung

bestimmter Pilze, denen das Vermdgen zur Citronenséurebildung im wesent-
lichen abgeht.

1 Morriarp: C.r. 168, 360 (1919). 2 HERRICK u. May: J. Biol. Chem. 7%, 185 (1928).
3 BERNHAUER: Bio. Z. 172, 313 (1926).

4 BERNHAUER: Bio. Z. 172, 324 (1926); 197, 287 (1928).

Bernhauer, Girungen. 2
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3. Verlauf des Girprozesses (Temperatur, Gérdauer usw.). FaLck und
Kapur (2, S. 15) arbeiteten in Gegenwart von Calciumcarbonat und kommen zur
Ansicht, daB stets zunéchst, also vor dem Entstehen anderer Sduren, Glucon-
sdure gebildet wird. Sie erhielten bei Anwendung von Agarnihrboden dann die
besten Ausbeuten an Ca-Gluconat (bis 50% der Glucose), wenn bei niedriger
Temperatur (22°) jener Zeitpunkt beobachtet wurde, in dem das Ca-Carbonat
verschwunden war, bevor die Abscheidung.von Ca-Citratkrystallen einsetzte.

BErRNHAUER (3, 8. 17) stellte fest, daB ohne merkliche Abschwichung des
Gluconséurebildungsvermogens fertige Pilzdecken sich wiederholt (3mal) ver-
wenden liefen, wenn stets Alkali zugesetzt wurde. In Gegenwart von Alkali
vermochte der Pilz auch 40proz. Rohrzuckerlésungen rasch auf Gluconsédure
zu verarbeiten. Bei Oxydation 20proz. Lésungen von reiner Glucose in Gegen-
wart von Ca-Carbonat kam es vielfach zum Erstarren der ganzen Kulturflissig-
keit durch Auskrystallisieren des Ca-Gluconats. Als optimal erwies sich dabei
eine Temperatur von 33—34°. Weiterhin fanden Hrrrick und May (2, S.17)
bei der Ermittlung des zeitlichen Verlaufes der Sdurebildung, dafl das gleiche
Mycel nach Erreichung einer maximalen Sduremenge frisch zugesetzte Glucose-
I6sung (ohne Salze) in wesentlich kiirzerer Zeit zu Gluconsdure oxydiert. Nach
eigenen Erfahrungen schwankt die Gérdauer in Abbhéngigkeit von der Schicht-
hohe der Kulturfliissigkeit etwa zwischen 4 und 14 Tagen.

¢) Enzymehemie der Gluconsédurebildung.

Maxmow! fand, dall bei Zusatz von Glucose zu Prefisaft oder einem Enzym-
praparat von Asp. niger gesteigerte Sauerstoffabsorption stattfindet. Diese Be-
obachtung konnte sodann von MULLER? bestdtigt und durch den Befund er-
weitert werden, dal} parallel der Sauerstoffabsorption ein Verbrauch von Glucose
und Bildung von Saure stattfindet. Das hierbei beteiligte Enzym bezeichnete
er als Glucoseoxydase. In spéiteren Arbeiten bringt MULLER? den Beweis dafiir,
daB durch das Enzympréparat Glucose unter Bildung von Gluconséure an-
gegriffen wird und beschreibt eingehender die Gewinnung und Charakterisierung
des Enzympréparates. A

1. Gewinnung und Reinigung der Glucoseoxydase. Der nach BucmNER
aus dem durch Hungern auf Wasser vom anhaftenden Substrat befreiten Pilz-
mycel hergestellte Prefisaft wird am besten durch Dialyse gegen strémendes
Wasser von noch anhaftenden Kohlehydraten usw. befreit. Die dialysierte Fliis-
sigkeit wird dann durch Eintropfen in ein Alkohol-Athergemisch (2:1) geféllt.

2. Vorkommen der Glucoseoxydase. Dieselbe wurde vorldufig erst aus
Aspergillus niger und Penicillium glaucum gewonnen, doch werden wir wohl
ihre Existenz iiberall dort, wo Gluconsidure aus Glucose entsteht, anzunehmen
haben.

3. Bildung des Enzyms. Als Substrat fir die Entwicklung eines glucose-
oxydasehaltigen Pilzmycels kommt nach MULLER nicht nur Glucose und Rohr-
zucker in Betracht, sondern auch Mannose sowie Fructose, nicht dagegen Wein-
sdure oder Glycerin (s. auch BERNHAUER?).

4. Wirkungsbedingungen. Als pg-Optimum fir die Wirkung der Glucose-
oxydase ermittelte MULLER den Wert 5,5—6,5; ferner fand er, dafl die in wal-
riger Losung rasch verschwindende Wirkung der Glucoseoxydase nicht durch

1 Maxmvmow: C. 1904 II 49.

2 MLLER: Den. Kgl. Veterinaer of Landbhojskole Aarsskrift 1925, 329.

3 MULLER: Bio. Z. 199, 136 (1928); 205, 111 (1929); 213, 211 (1929); 232, 423 (1931).
¢ BeErNHAUER: H. 177, 86 (1928).
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deren Zersetzlichkeit bedingt ist, sondern durch die steigende Saurebildung ge-
hemmt wird. Daher empfiehit sich der Zusatz von Ca-Carbonat bei Durchfiihrung
der Enzymversuche, wie dies bereits von BERNHAUER und WoLFr!, allerdings
nur bei Priparaten aus zerriebenem Mycel, gehandhabt wurde. Als Temperatur-
optimum fand MULLER etwa 30°.

5. Spezifitit. Die Glucoseoxydase erwies sich als recht spezifisch, indem
sie vor allem Glucose angreift, in geringerem Grade nur noch d-Mannose und
d-Galaktose, nicht dagegen d-Fructose, Ca-Gluconat, Glycerin, Dioxyaceton,
Acetaldehyd, d-Xylose, d-Arabinose, d-Glucuronséure, d-Zuckerséiure, Athyl-
alkohol, Lactose. Rohrzucker wird nur dann angegriffen, wenn die Saccharase
im" Enzympréparat unverdndert bleibt, indem nach der Inversion die Glucose
oxydiert wird. Dagegen wird Maltose zum Teil auch direkt angegriffen, und
zwar durch ein termolabileres, also von Glucoseoxydase verschiedenes, als
Maltoseoxydase bezeichnetes Enzym.

6. Hemmungs- und Aktivierungsversuche. In Blausdureatmosphéire wird
die Glucoseoxydase nicht wesentlich beeintrichtigt, erst wenn die Konzen-
tration gréfer als "/, betrdgt, findet Hemmung statt. Kohlenoxyd bewirkt
keine Hemmung. Die Glucoseoxydase wird daher durch Schwermetalle nicht
katalysiert und hat demnach mit WARBURGs Atmungsferment nichts zu tun.
BERNHAUER (4, S.18) berichtete tiber die Aktivierung der Gluconsdurebildung
durch Mangansalze, doch wurden die Versuche mit keinen Enzympraparaten
durchgefiihrt, so dafl sich fiir die eventuelle Aktivierung der Glucoseoxydase
selbst keine weiteren Schliisse aus diesem Befund ziehen lassen.

7. Methylenblauversuche. Auf die Reduktion von Methylenblau bei Sauer-

stoffabschlufl hat Glucoseoxydase keinen wesentlichen Einflul}, indem der Farb-
stoff in Gegenwart von Glucose nicht rascher reduziert wird als in Abwesenheit
desselben, d. h. die Glucoseoxydase ist nicht als Dehydrase aufzufassen, da sie
in Gegenwart anderer Wasserstoffakzeptoren nicht zu dehydrieren vermag,
sondern zur Oxydation von Glucose zu Gluconsiure atmosphéirischen Sauer-
stoffs bedarf. ‘
"~ In den Glucoseoxydasepriparaten liel sich nur Apfelsiuredehydrase nach-
weisen, indem nur Apfelsiure die Reduktion von Methylenblau durch Glucose-
oxydasepriparate beschleunigte. Dagegen war die Reduktion von Methylenblau
durch derartige Praparate in Gegenwart von Gluconsdure, Citronensiure, Oxal-
sdure und Malonsédure bedeutend gehemmt, bei Glucose und Fructose in geringem
MaBe, wihrend Ameisensidure und Bernsteinsdure in geringem Grade die Re-
duktion beschleunigten.

d) Bildung sonstiger Monocarbonsiduren durch Schimmelpilze.

ANGELETTI und CERUTTI? berichten iiber die Oxydation von d-Mannose
durch Penicillium luteum purpurogenum, wobei sie nach 20 Tagen 9,35% an
d-Mannonsdure erhielten.

B. Der Abbau der Zuckermonocarbonsiuren.

Die weitere Oxydation der Zuckermonocarbonsiduren bzw. vor allem der
Gluconsdure durch Organismen findet entweder am 5. oder 6. C-Atom statt.
Es entsteht so einerseits 5-Ketogluconsdure, und zwar durch Einwirkung von
Bakterien, und andererseits 6-Oxogluconsidure, die erst in jiingster Zeit auf-

1 BERNHAUER u. WoLF: H. 177, 277 (1928).
2 ANGELETTI u. CERUTTI: Ann. Chim. Appl. 20, 424 (1930) — C. 19311, 3694.

DAl
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gefunden wurde; schliefllich wurde auch vielfach Bildung von Zuckersiure be-
obachtet. Einen besonderen Abbauvorgang verdankt die d-Glucuronséure ihrer
Entstehung, die hier nur anhangsweise angegliedert sei, da sie nicht von Glucon-
sidure, sondern nur von Glucose selbst ableitbar erscheint. Dieselbe stellt be-
kanntlich einen im Pflanzen- und insbesondere Tierreich sehr weit verbreiteten
Korper dar, der jedoch bei Gérungsvorgéingen bisher erst ganz vereinzelt nach-
gewiesen werden konnte. Bei ihrer weiteren Oxydation kénnte gleichfalls d-Zuk-
kersdure entstehen. Wir hétten demnach folgendes Abbaubild vor uns:

d-Glucose
i
d-Gluconséure d-Glucuronséure
[

5-Ketogluconséure 6-Oxogluconsiure — d-Zuckersiure
(1-Glucuronséure)

CHO COOH COOH COOH CHO COOH

H——OH H——OH H——OH H——OH H——OH H——OH
HO——H OH——H OH——H OH——H HO—|—H HO——H

H——OH H——OH H——OH H——O0H H—|—0H H——OH

H——OH H——OH —0 H-|—OH H——OH H——OH
CH,0H CH,0H CH,0H CHO COOH COOH
d-Glucose d-Gluconsiure 5-Ketogluconsiiure  6-Oxoglucon- d-Glucuronsiure d-Zuckersidure

séure

1. 5-Ketoglueonsiure.

Boutroux! fand, dal das von ihm von Bliiten und Friichten isolierte Bac-
terium (Micrococcus oblongus) Glucose in Gegenwart von CaCO, in Oxyglucon-
sdure tiberzufiihren vermag; die gleiche Umwandlung erleidet das Ca-Salz der
Gluconsdure selbst, die demnach bei diesem Prozell als Zwischenprodukt auf-
zufassen ist. Nach BERTRAND? wird die gleiche Reaktion durch das Sorbose-
bacterium bewirkt. Der Verfasser verwendete als Nahrlosung eine Hefeab-
kochung und stellte fest, dal} das Optimum bei 18—25°, also unterhalb der
giinstigsten Wachstumstemperatur liegt. Die erhaltene Ketoséure bezeichnete
er als 5-Ketogluconsdure, und Krriani® konnte zeigen, dafi die von ihm auf
rein chemischem Wege gewonnene 5-Ketogluconsiure mit der bakteriell erzeug-
ten identisch ist. Die Uberfiihrung von Ca-Gluconat in 5-ketogluconsaures Ca
durch Acetobacter suboxydans stellten sodann KruyverR und D Lrruw?
fest. Mit der Darstellung dieser Substanz beschéftigten sich weiterhin BERN-
HAUER und ScHONS®, indem sie die Erzeugung derselben mittels Bacterium
xylinum eingehender quantitativ verfolgten. Sie stellten fest, da die Bildung
der Ketogluconsdure am besten in schwach alkalischer Lésung (py = 7—8)
verlduft. Aus Ca-Gluconat entstanden iiber 50% an 5-ketogluconsaurem Cal-
cium, aus Glucose in Gegenwart von Ca-Carbonat und etwas Buttersdure (zwecks
Verhinderung von Pilzinfektionen) gegen 65%. Nach HERMANN® wird freie
Gluconsiure, Na- und Ca-Gluconat sowie Fructose (?) durch Bacterium gluconi-

! BouTroUux: C.r. 102, 924 (1866) — Ann. Past. 2, 308 (1887) — C. r. 111, 185 (1890);
1274, 1224 (1898).

2 BERTRAND: A. ch. (8) 3, 181 (1904). 8 Kiwiant: B. 55, 2817 (1922).

4 KLuyver u. DE Leguw: Tijdschr. voor vergl. geneeskunde 1924, Nr 10.

5 BERNHAUER u. ScEON: H. 180, 232 (1929).

§ HERMANN: Bio. Z. 214, 357 (1929).
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cum in etwa 3 Monaten bis zu 70% in 5-Ketogluconséure verwandelt. Bacterium
xylinum vermochte in Gegenwart von CaCO, aus Glucose in der gleichen Zeit
fast ebensoviel Ketogluconsdure zu bilden wie Bacterium gluconicum, ebenso
aus gluconsauren Salzen, nicht dagegen aus freier Gluconsdure, wie auch bereits
frithere Autoren feststellen konnten.

Aus Fructose wurde durch Bacterium xylinum in keinem Falle Bildung
von Ketogluconséure beobachtet. Weiterhin stellten HErMANN und NruscHUL?
Bildung von 5-Ketogluconsdure auch durch Bacterium xylinoides, orleanse,
aceti und acetosum fest.

Die Bildung von Ketogluconséure aus Fructose durch B. gluconicum erscheint
recht zweifelhaft, solange dieselbe nicht in Substanz isoliert ist; es wire ihre
Bildung aus Fructose nur durch Umlagerung dieser in Glucose denkbar, sonst
miifite wohl durch Oxydation eines endsténdigen C-Atoms entweder 2-Keto-
gluconséure oder 5-Ketomannonséure entstehen.

Hinsichtlich der Oxydation von sekundéren Carbinolgruppen zu Ketogruppen
durch die Essigbakterien bestehen bestimmte GesetzméaBigkeiten, die noch zu
besprechen sein werden. Gem&f diesen wire z. B. auch aus Mannonsdure
5-Ketomannonsdure zu erwarten.

2. 6-0Oxogluconsiure und d-Zuckersiure.

In jingster Zeit berichteten TakaHAsSHI und Asa1? iiber die Bildung von
,,1-Glucuronsédure aus Glucose sowie Ca-Gluconat. Es handelt sich dabei wohl
um die d-6-Oxogluconséure, wie sich aus ihrer Bildung aus Ca-Gluconat ergibt.
Die genannten Autoren erhielten die Substanz bei Einwirkung von Bact. indu-
strium var. Hoshigaki nov. sp. auf eine 10proz. Glucoselosung in Hefewasser
in Gegenwart von CaCO; bei 26—29° nach 30 Tagen in guter Ausbeute neben
Ca-Ketogluconat und Ca-Gluconat. Aus Ca-Gluconat selbst (100 g in 1000 ccm
Hefewasser) erhielten sie nach 24 Tagen bei 25—28° durch dasselbe Bacterium
neben ein wenig 5-ketogluconsaurem Ca 25 g an ,l-glucuronsaurem Ca‘“3,

Im Anschlufl an diesen Vorgang seien auch die in gewisser Parallele hierzu
stehenden Oxydationen von Zuckeralkoholen zu Aldosen erwahnt. So wird Mannit
nach PERr#* durch Bac. mesentericus vulgatus und Tyrothix tenuis zu d-Mannose
oxydiert. Weiterhin berichteten HERMANN und NEUSCHUL! iiber den analogen
Vorgang bei Bact. Pasteurianum und Kiitzingianum. d-Dulcit soll nach den
gleichen Autoren durch Bact. gluconicum wahrscheinlich zu d-Galaktose oxy-
diert werden.

Bildung von d-Zuckersiure wurde zuerst von GriUss® beobachtet, und zwar
durch Einwirkung von Nektarhefen (Anthomyces Reukaufii und Amphiernia
rubra) auf Glucose; die Zuckersidure wurde allerdings nur mikroskopisch durch
ihr Caesiumsalz identifiziert. CHALLENGER, SUBRAMANIAM und WALKER® fanden
bei einem bestimmten Aspergillus niger-Stamm das Vermégen, aus Glucose sowie
aus Gluconsdure Zuckerséure zu bilden. Bei Anwendung der MorLiARDschen
Nihrlosung konnten sie in Glucosekulturen am 6. Tage kleine Mengen Zucker-
sdure nachweisen; dieselbe wurde allerdings sehr rasch weiterverarbeitet und

1 HErMANN u. NEUSCHUL: Bio. Z. 233, 129 (1931).

2 Tarauasur u. Asar: C. Bact. IT 84, 193 (1931).

8 Auf Grund des erwiahnten Befundes erscheint auch eine niahere Priifung erforderlich,
ob es sich dort, wo tiber die Bildung von 5-Ketogluconséure berichtet wird, auch wirklich
stets um diese bzw. nur um diese gehandelt hat.

¢ PirE: Ann. Past. 10, 417 (1896).

5 Griss: Jb. . wiss. Bot. 66, 155, 171, 177 (1926) — Wschr. {. Brauerei 44, 233 (1927).

¢ CHALLENGER, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1927, 200, 3044.
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gelangte so nicht zur Anhéufung. Bei weiteren Versuchen erhielten sie aber
immerhin aus 20 g Ca-Gluconat 3,7 g zuckersaures Calcium.

Weiterhin sei hier noch erwidhnt, dafl nach WiNscHENDORFF und KiLiian?
auch d-Glucuronsiure durch Schimmelpilze gebildet werden soll, und zwar
neben einer groflen Reihe anderer Siduren durch Einwirkung von Cytospora
damnosa auf Glucose und Pepton. Dieser vorldufig recht alleinstehende Befund
bedarf allerdings der Bestédtigung. Die dabei stattfindende Oxydation stiinde
zugleich in Parallele zu dem bei der Bildung von Zuckersiure verlaufenden Vor-
gang, wobei in beiden Féllen Oxydation des Cg-Atoms zur Carboxylgruppe
stattfande.

Ferner sei noch erwahnt, dall wir es hierbei vom chemischen Standpunkt
aus mit einem im Prinzip analogen Vorgang zu tun haben wie bei der Oxydation
des Glykols zu Glykolsiure. Nach Brown? wird dieser Vorgang durch Bact. aceti
in Gegenwart von CaCO, veranlaft. Analog verhielten sich nach SEIFFERT3
das Bact. Pasteurianum und Kiitzingianum; das Sorbosebacterium ist nach
BERTRAND (2, 8. 20) zu dieser Oxydation nicht befihigt (s. auch HENNEBERG?)
und ebensowenig nach TakaEASHI® 5 Varietiten des Bact. Kiitzingianum.
Im Tierkorper geht Glykol nach P. MAYER® in Glykolsdure und Oxalsiure {iber
(vgl. auch DaxkiN?).

Der weitere Abbau der erwahnten Zuckercarbon- und dicarbonsduren ist noch
nicht gentigend gekldrt. Gluconsiure wird durch Hefe vornehmlich unter Bil-
dung von Essigsdure vergoren, durch ein Gemisch putrefaktiver Bakterien nach
Sarkowsky und NEUBERG® zu 1-Xylose decarboxyliert, durch Essigbakterien
nach SOHENGEN? zu Dioxyaceton, Alkohol und CO, vergoren. Schimmelpilze
bauen dieselbe zu Citronensdure und insbesondere Oxalsdure ab. Zuckersiure
wird allem Anschein nach in dhnlicher Weise angegriffen. Als weiteren Abbau-
weg finden wir hier jedoch noch deren Umwandlung in Furanderivate. So be-
obachtete LipPMANN® sowie CrskiewiTscH'!, dafl Lésungen von zuckersaurem
sowie muconsaurem Ammonium nach spontaner Infektion durch atmosphérische
Organismen Pyrrole enthielten. Die Umwandlung von Zuckersdure durch Wasser-
abspaltung zu Enolen bzw. Ketosduren ist noch nicht bewiesen, aber méoglich.
So wurde die evtl. entstehende Ketipinsdure mit der Citronensdurebildung in
Zusammenhang gebracht, und andererseits kénnte «, d-Diketoadipinsidure bei
der Synthese von Diaminoséuren usw. eine Rolle spielen.

C. Die Bildung von Ketosen aus Zuckeralkoholen.

Die hier zu besprechenden Oxydationen haben mit dem Zuckerabbau selbst
nichts zu tun, sondern fithren im Gegenteil erst zur Bildung von Zucker-
arten; diese Vorginge seien daher hier nur anhangsweise behandelt. Die dies
beziiglichen Oxydationsprozesse bilden eine Parallele zu den gelegentlich der
Besprechung der 5-Ketogluconsiure behandelten Vorgédngen. Es handelt sich
demnach um die Bildung von Ketogruppen aus sekundéiren Carbinolgruppen.
Es wurden hierbei bestimmte GesetzmaBigkeiten aufgefunden, auf die noch

1 WiNscHENDORFF u. Kirrian: C.r. 187, 1572 (1928).

2 Brown: Soc. 51, 638 (1887). 3 SerrrErT: C. Bact. II 3, 337 (1897).
¢ HennEBERG: D. Essigind. 2, 145 (1898).

5 Taramasuar: Bull. Coll. of Agr. Tokio 7, 531 (1907).

6 MavEr, P.: H. 38, 144 (1903). 7 Dakin: C. 1907 1, 1804.

8 Sarkowsky u. NeuBera: H. 36, 261 (1902).

9 SomNgeEN: C. 1915 1, 326. 10 LrppMaNN: B. 25, 3218 (1892).

11 CISKIEWITSCH: B. 26, 3063 (1893).
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zuriickzukommen sein wird. Auf die mehr vereinzelten Beobachtungen iiber
die Oxydation primérer Carbinolgruppen zu Aldehydgruppen wurde bereits
eingegangen.

1. Die Oxydation des Glyeerins.

BerTRAND! fand als erster, dal bei der Einwirkung des Sorbosebacteriums
(das mit Bacterium xylinum identisch ist) auf Glycerin reichliche Mengen von
Dioxyaceton gebildet werden. Spéter gab der gleiche Autor? auch eine genaue
Vorschrift fiir die Herstellung von Dioxyaceton aus Glycerin. Weiterhin beob-
achtete SazErac® die gleiche Reaktion durch ein im Weinessig vorkommendes
Bacterium. Nach Pfrf (4, S.21) wird durch Tyrothrix tenuis und Bac. mesen-
tericus vulgatus aus Glycerin vielleicht Glycerose gebildet, dagegen wird nach
Brown (2, S. 22) durch Bact. aceti das Glycerin zu CO, und Wasser verbrannt.
BERTRAND* konnte auch feststellen, daf} die angebliche, von BERTHELOT beobach-
tete Umwandlung von Glycerin in Zucker durch Einwirkung von Hodengewebe
auf einen Mikroorganismus zuriickzufiihren ist und daf} es sich dabei um die
Bildung von Dioxyaceton handelt. Nach WarerMaNNS wird Dioxyaceton
auch durch Acetobacter melanogenum Beyerinck aus Glycerin gebildet. Nach
FernBacH® bildet auch Tyrothrix tenuis aus Glycerin sowie aus Hexosen
Dioxyaceton, das weiter in Methylglyoxal, Formaldehyd und Essigsiure iiber-
gehen soll (hinsichtlich Bildung von Dioxyaceton durch Bakterien s. auch
Brerry und Portrer?). Uber die Beschleunigung der Oxydation von Glycerin
zu Dioxyaceton durch Spuren von Uransalzen berichteten AcULHON und
SAZERACS.

In neuerer Zeit untersuchten VIRTANEN und BARLUND? die Dioxyaceton-
bildung aus Glycerin mittels eines aus Ritben- bzw. Traubensaft isolierten Bac-
terium, das sie auf Grund des stark ausgepridgten Vermogens zur Dioxyaceton-
bildung als Bacterium dioxyacetonicum bezeichneten. Diese Bakterienform
erwies sich vom B. xylinum hauptsichlich dadurch verschieden, daB sie keine
zéahen Cellulosehdutchen bildete; vielfach wurde die Néhrlosung durch die
Bakterienentwicklung auch nur getriibt (das Bacterium ist beweglich), wiahrend
fir das stets unbewegliche B. xylinum die Bildung einer dicken Bakterien-
Zoogloa an der Oberfliche charakteristisch ist. Als py-Optimum fiir die Dioxy-
acetonbildung stellten die genannten Autoren etwa 5,0 fest (bei Bact. xylinum
5—6); unter dem py-Wert 3 und oberhalb 7 wurde das Glycerin nicht mehr
oxydiert. Bei der Untersuchung verschiedener Puffer erwies sich Glykokoll-
puffer am geeignetsten (anscheinend spezifisch); dabei wurde in 30 Tagen (bei
3 cm Schichthohe) fast 85% an Dioxyaceton (berechnet aus dem Reduktions-
vermdgen der Losung) gebildet. Hinsichtlich der Schichthohe stellten die Ver-
fasser fest, dal bei Anwesenheit geringer Schichthéhen (1 em) anfangs raschere
Oxydation erfolgt, spiter jedoch eine gréBere Schichthohe (3 cm) giinstigere
Wirkung auf die Ausbeute hat. Sodann beschéftigten sich BERNHAUER und
ScrON® eingehender mit der Feststellung der Versuchsbedingungen bei der
Bildung von Dioxyaceton durch ein sehr girkraftiges B. xylinum. Sie stellten

1 BeErTrAND: C.r. 126, 762, 842, 984 (1898).

2 BERTRAND: A. ch. (8) 3, 901 (1904).

3 Sazerac: C.r. 137, 90 (1903) — BL (3) 29, 901 (1903).

¢ BerTrAND: C.r. 133, 887 (1901). 5 WaATERMANN: C. 1913 II, 1605.
8 FernBacH: C.r. 151, 1005 (1910).

7 Bierry u. PorTiER: C.r. 166, 1055 (1918).

8 AGuLHON u. SazErac: C.r. 155, 1187 (1912).

® VIRTANEN u. BARLUND: Bio. Z. 169, 169 (1926).

10 BERNHAUER u. ScuHON: H. 177, 107 (1928).
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unter Beriicksichtigung des py den Einflull der niedrigen Glieder der Fett-
sdurereihe auf den Oxydationsprozel3 fest und fanden weiterhin, daB der
Oxydationsvorgang in geringen Schichthéhen (etwa 1—2 cm) bedeutend
rascher und quantitativer verlduft als bei gréBeren. Glycerinkonzentrationen
von 6 bis 8% erwiesen sich am giinstigsten; unter Einhaltung der optimalen
Bedingungen wurde das Glycerin 100proz. in Dioxyaceton (berechnet aus
dem Reduktionsvermégen) umgewandelt. Weiterhin berichteten in jiingster
Zeit HERMANN und NEuscrUL (1, S.21) iber die Umwandlung von Glycerin
in Dioxyaceton (bis zu 90%) durch B. gluconicum, xylinum, xylinoides, orle-
anse und aceti, die zugleich als ketogene Essigsidurebakterien klassifiziert
wurden.

Uber die Bildung von Dioxyaceton bzw. Glycerinaldehyd aus Glycerin durch
Pilze ist bisher erst ein einzieger Fall bekannt geworden, und zwar stellten
CHALLENGER, KLEIN und WALKER' fest, dafl ein Aspergillus niger, der sein
Vermégen zur Citronenséurebildung verloren hatte, in einer 5proz. Glycerin-
l6sung bei 20° nach 21 Tagen eine FEHLINGsche Losung reduzierende Substanz
bildete; nach 46 Tagen konnte eine geringe Menge Glycerosazon abgeschieden
werden.

2. Die Oxydation von Glykolen.

Wihrend die Oxydation von Athylenglykol zu Glykolsiure bereits behandelt
wurde (s. S.22), haben wir hier noch Vorginge zu besprechen, bei denen die
Oxydation zu Ketonen fiihrt.

Propylenglykol (1,2-Propandiol) wird nach Kring? durch das Sorbose-
bacterium sowie durch Mycoderma aceti® unter Bildung einer FrHLINGsche
Losung reduzierenden Substanz oxydiert, die in Form des Phenylosazons isoliert
werden konnte. Ob es sich dabei um Methylglyoxal, Milchsdurealdehyd oder
Acetol handelte, blieb zunéchst ungekldrt, doch erschien die Bildung von Acetol
in Analogie zu anderen Prozessen von vornherein am wahrscheinlichsten. Durch
Darstellung des Oxims konnte dies sodann auch sichergestellt werden. Die
Isolierung des Oxydationsproduktes selbst gelang nicht, aullerdem bleibt stets
die Halfte des Propylenglykols unverédndert zuriick, und zwar die rechtsdrehende
Komponente, die auf diese Weise von der 1-Form abgetrennt werden kann.
Ebenso verhélt sich nach P#ri* Tyrothrix tenuis, wogegen B.thermo nach
Le Brr5 die 1-Komponente unangegriffen 1a4t.

2, 3- Butylenglykol wird nach K1ing® von Mycoderma aceti in analoger Weise
angegriffen, und zwar unter Bildung von Acetoin, das in Substanz isoliert werden
kann. Das Sorbosebacterium veranlafit gleichfalls diesen Oxydationsvorgang,
doch geht der ProzeB weitaus langsamer vor sich (bis zu 50proz. Umsetzung).
Nach Visser T Hoorr? ist auch Acetobacter suboxydans zu dieser Oxydation
befdhigt; im iibrigen verhélt sich dieser Organismus ganz analog wie das Sorbose-
bacterium. Auvch bei diesem Oxydationsvorgang wird nur die 1-Form ange-
griffen, wihrend die d-Form unverindert zuriickbleibt. Nach WALPOLE ent-
steht auch durch Einwirkung von B.lactis aerogenes aus 2,3-Butylenglykol
unter Sauerstoffzutritt Methyl-acetyl-carbinol.

1 CHALLENGER, KLEIN u. WALKER: Soc. 1931, 16.

2 Kuing: C.r. 128, 244 (1898); 129, 1252 (1899).

8 Kuve: C.r. 133, 231 (1901).

4 PErRE: Ann. Past. 11, 600 (1896) — C. 1897 II, 517.

5 Lg BeL: C.1. 92, 532 (1881).

6 Krva: C.r. 140, 1456 (1905) — A. ch. (8) 5, 471 (1905).
7 Visser ’t Hoorr: Dissert. Delft 1926.
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3. Die Oxydation der Tetrite und Pentite.

d-Erythrit wird nach BerTRAND! zu d-Erythrulose oxydiert, die in Form
eines hellgelben, unvergérbaren Sirups erhalten wurde. Nach Browx (2, S. 22)
wird Erythrit durch B. aceti nicht angegriffen. Nach HerMANN und Nzu-
scHUL (1, S.21) bilden B. gluconicum, xylinum, xylinoides, orleanse und aceti
aus Erythrit d-Erythrulose.

I-Arabit wird nach BERTRAND? durch Sorbosebacterium zu l-Arabinoketose
oxydiert, 1-Xylit wird dagegen nicht angegriffen.

4. Die Oxydation der Hexite.

BerTRAND? fand, dal in Vogelbeersaft beim Stehenlassen zunéchst Alkohol-
girung und Schimmelbildung eintritt; nach einigen Tagen entwickelt sich
sodann im Saft eine Mikrobe, unter deren oxydierendem Einflufl d-Sorbit in
d-Sorbose umgewandelt wird. Diese Mikrobe erscheint auch regelmifig in
einem Gemisch von 1 Vol. Weinessig, 1 Vol. Rotwein und 2 Vol. Wasser. Die
erwihnte Umwandlung geht vor sich, wenn das Bacterium auf eine Losung
von 1% Pepton, Néhrsalzen und einigen Prozenten Sorbit bei 25° einwirken
gelassen wird. Aus dem nach dem Eindampfen erhaltenen Sirup kann die
Sorbose durch Krystallisation gewonnen werden. Nachdem bereits BERTRAND
vermutet hatte, dal sein Bacterium, wenn nicht identisch, so doch sehr dhn-
lich dem B. xylinum (BrowN) ist, konnte EMMERLING* diese Identitit sicher-
stellen. Kriftige Oxydation von d-Sorbit durch eine von ihm isolierte Mikrobe
beobachtete auch Sazerac®. Die von MaTtroT® beobachtete Umwandlung von
d-Sorbit in d-Sorbose durch Saccharomyces mycoderma Ress konnte durch
BERTRAND (2, S.23) als Irrtum erwiesen werden. Ebensowenig wird Sorbose
durch Pen. glaucum oder Mycoderma gebildet. Nach Browx (2, S. 22) wird
d-Sorbit auch durch B. aceti nicht angegriffen. Uber die Bildung von Sorbose
aus Sorbit berichteten dagegen weiterhin BEITERINCK? durch Acetobacter melano-
genum, sowie FERNBACH (6, S.23) durch Tyrothrix tenuis. Nach HERMANN und
NrvscrUL (1, S.21) wird Sorbit durch B. gluconicum, xylinum, xylinoides und
orleanse zu Sorbose oxydiert; dabei erwies sich jedoch die Herkunft des ver-
wendeten d-Sorbits von wesentlicher Bedeutung.

d-Mannit wird nach BrowxN® durch B. aceti sowie B. xylinum in d-Fructose
tibergefiihrt (sieche auch VINCENTI und DELACHANAL®, BERTRAND?, SEIFERTY).
Der gleiche Vorgang wird nach HENNEBErRG!! durch B. oxydans ausgelost.
Weiterhin suchte PfrE (4, S.21) die Bildung von d-Fruktose aus d-Mannit
mittels B. subtilis wahrscheinlich zu machen. In Versuchen von HERMANN und
NruscrUL (1, S.21) erwiesen sich B. gluconicum, xylinum, xylinoides, orleanse,
aceti und Pasteurianum zur Durchfithrung dieser Reaktion als befdhigt.

Dulcit wird nach Brown (2, S.22) weder von Mycoderma aceti noch nach
BeErRTRAND? durch das Sorbosebacterium angegriffen.

1 BertranD: C.1. 130, 1330 (1900) — A. ch. (8) 3, 206, 259 (1904).

2 BERTRAND: C.r. 126, 763 (1898) — BL. (3) 19, 347 (1898) — A. ch. (8) 3, 209 (1904).

8 BErTRAND: C.r. 122, 900 (1896) — BL. (3) 15, 627 (1896) — A. ch. (8) 3, 181, 195,
227 (1904).

¢ EMMERLING: Bioch. Zbl. 2, Nr 12 (1904) — B. 32, 541 (1899).

5 Sazerac: C.r. 139, 90 (1904). § MartrotT: C.r. 125, 874 (1897).

7 BewerINcK: C. Bact. 29, 169 (1911).

8 BrowN: Soc. 49, 182, 435, 439 (1886).

® VINCENTI u. DErLAcHANAL: C.r. 125, 716 (1897).

10 SgrrerT: C. Bact. IT 3, 337 (1897).

11 HeNNEBERG: C. Bact. IT 4, 20 (1898); 14, H. 22 (1908).
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Auch Heptite werden durch Essighakterien oxydiert. So wird Perseit von
einem sehr girkriftigen Sorbosebacterium nach BERTRAND! (s. auch 2, S. 25) zu
Perseulose oxydiert, ebenso Volemit zu einer Ketoheptose. Nach BERTRAND und
NirzBERG2 Wird Glucoseheptit durch das Sorbosebacterium zu Glucoheptulose
oxydiert.

5. Allgemeine GesetzmiBigkeiten.

Nach BERTRAND? findet durch Essigbakterien Oxydation sekundirer alko-
holischer Gruppen nur dann statt, wenn eine weitere Hydroxylgruppe benach-
bart ist, die in der Projektionsformel auf der gleichen Seite liegen mufB, wie
die zu oxydierende Hydroxylgruppe. Die endstindige Gruppe kann allem An-
scheine nach entweder eine Carbinol- oder auch eine Methylgruppe sein. Die
oxydierbaren Substanzen gehen aus der folgenden Ubersicht hervor:

CH,0H CH,0H CH,0H CH
CHOH CHOR H.C.OH H.G.oH
CH,0H CH, H-C.o0H H.C.0H
CH,0H C'H3
Glycerin Propylenglykol d-Erythrit Butylenglykol
CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,OH
H.C.0H H.C.oH H.C.OH H.C.0OH H.C.oH H.(.0H
HO.C.H HO.C.H HO.C.H H.C.0H HO.C.H H.G.OH
HO.C.H H.G.0H H.C.0H HO.C.H HO.G.0H HO.G.H
C|H2OH CH,OH H-C.0H HO-C.H H.C.0H H.C.0H
‘ CH,0H CH,OH H-C-0H H.C.OH
: CH,OH CH,0H
1-Arabit (nilélzlityl)i;yd,) d-Sorbit d-Mannit Perseit d-Glucoheptit

D. Die Bildung der Kojisiiure.

Dieser Vorgang soll hier auch nur gewissermaflen anhangsweise behandelt
werden, da der Chemismus desselben noch nicht vollig geklart ist; daher erfolgt
die Anordnung an dieser Stelle nur unter Vorbehalt. Die Kojisdure selbst steht
auf gleicher Oxydationsstufe wie die Gluconsiure, besitzt jedoch einen Pyron-
ring und entsteht wohl erst durch synthetische Vorgénge aus Spaltungs-
produkten der Zuckerarten. :

Konstitution. Wihrend zundchst TrRAETTA-Mosca* die von ihm isolierte
Substanz fiir das Lacton einer Trioxy-hexadiensiure hielt, gaben ihr spéter
TrAETTA-Mosca und Preri® die Konstitution eines Pyronderivates. Frst
YaBuTa® stellte ihre Konstitution endgiiltig fest. Neulich konnte MaURER?
die Kojisdure auch rein chemisch auf synthetischem Wege gewinnen und so
ihre Struktur bestdtigen (Konstitutionsformel s. S. 28).

1 BerTrAND: C.r. 147, 201 (1908) — BL (4) 5, 629 (1909) — A. ch. (8) 3, 209 (1904).
2 BERTRAND u. N1TzZBERG: C. 1928 I, 2594.

3 BerTrAND: C. 1904 I1, 1291.

¢ TRAETTA-Mosca: Ann. chim. appl. 1, 477 (1914) — C. 1917 11, 310.

5 TraETTA-MoOsca u. PrETI: Gazz. 51, 269 (1921).

6 YaBuTta: Soc. 125, 575 (1924). ? MaURrER: B. 63, 25 (1930).
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1. Organismen und Bedingungen der Kojisiurebildung.

Als erster erhielt Sarro! Kojisdure bei der Einwirkung von Aspergillus
orycae auf gedampften Reis. Sodann machten SAUTON? sowie JAVILLIER und
Sauron® wahrscheinlich, dafl die spéater als Kojisdure erkannte Substanz in
Spuren auch durch Aspergillus niger in eisenfreier, RavLiNscher Nahrlosung
gebildet wird. Sodann untersuchte YaBuTa? eingehender die Bildung dieser
Substanz durch Einwirkung von Aspergillus orycae auf Reis oder Zucker und
nannte sie Kojisdure. Weiterhin erhielt sie TRAETTA-Mosca (4, S.26) bei Ein-
wirkung eines von ihm isolierten Aspergillus glaucus auf Zuckerarten bei
37°. Da die Substanz von Bierhefe unter Bildung von Alkohol vergoren wurde,
nahm er an, daBl sie ein Zwischenprodukt bei der alkoholischen Géarung des
Zuckers darstellen konne. Ferner ist die von WIJKMAN® mittels Aspergillus-
arten erhaltene Substanz nach allem wohl auch mit Kojisdure identisch. Die
Autorin fand, daB dieselbe bei Verwendung von Kulturgefilen aus Quarz
oder paraffiniertem Glas regelmidfig und in sehr guter Ausbeute aus Rohrzucker
gebildet wurde. Sodann unterzog YaBuTa (6, S.26) die Bildung der Kojiséure
einer neuerlichen Untersuchung und fand, da sie aufler durch Aspergillus
orycae auch durch Aspergillus albus, canditus und nidulans gebildet wird.
KixosHITA® studierte die Bildung der Kojisdure aus Zuckerarten durch A. orycae
und fand, dall die Anwendung von Kobalt-Ammoniumsalzen usw. die Aus-
beute an Kojisdure sehr steigert. Bei Verwendung von Néhrl6ésungen mit 0,5%
Cobaltopurpureochlorid als N-Quelle erhielt er aus 10proz. Zuckerldsung in
25 Tagen 33% an Kojisdure. Tamiva? fand den py-Wert 5,5 als optimal fiir
die Kojisdurebildung durch A.orycae, und Tamrva und Hipa8 stellten fest,
dafl Rohrzucker von folgenden Aspergillusarten in Kojisdure umgewandelt wird :
A.orycae, flavus var. gymnosardae, Awamori, candidus, clavatus, fumigatus
und giganteus. Nach KATacIRrI und Kitamara® wird Kojisdure durch A. orycae
am besten in 5Sproz. Glucoselssung mit 0,05% Ammonsulfat bei py = 2,4
gebildet. CorBELLINI und GrEGORINIY fanden, dall A.flavus ein stérkeres
Vermégen zur Kojisdurebildung besitzt als A. orycae. Weiterhin berichtete
WiskmaN!! iiber die Bildung auffallend grofler Mengen an Kojisdure aus Rohr-
zucker in Kulturen von A. flavus ohne ndhere Angabe der Versuchsbedingungen.
May, Mover, WeLLs und HERRIiCK!? beschiftigten sich eingehend mit der
Klarung der Bedingungen der Kojisdurebildung durch A. flavus. Sie erhielten
bei Anwendung einer Nahrlosung, die 0,07 bis 0,175% Ammonnitrat (bzw. sekun-
déres Ammonphosphat) und 15—33% Glucose enthielt, bei 30—35° hohe
Ausbeuten an Kojisdure, und zwar bis gegen 50 % d. Th. bezogen auf angewendete
und iiber 60% d. Th., bezogen auf verbrauchte Glucose. Es gaben beispiels-
weise 333 ccm einer 22proz. Losung von technischer Glucose (Glucosegehalt
91,56%) bei 1,4 cm Schichthéhe nach 12 Tagen bei 24—25° 30,5 g Kojisdure,
entsprechend 57,5% d. Th.

1 Sarro: Bot. Mag. Japan 21, 249 (1907).

2 Savron: C.r. 151, 241 (1910).

3 JAVILLIER u. Savron: C.r. 153, 1177 (1911).

¢ Yasura: J. Coll. Agr. Tokio 5, 51 (1912).

5 WigrMan: H. 132, 104 (1924).

¢ KinosHITA: Acta Phyt. 3, 31 (1927).

7 Tamiva: Acta Phyt. 3, 51 (1927).

8 Tamrva u. Hipa: Acta Phyt. 4, 343 (1929).

® KaTaGirI u. Krramara: Bull. Agr. chem. Soc. Jap. 5, 38 (1929).
10 CORBELLINI u. GREGORINI: Gazz. 60, 244 (1930) — C. 1930 I, 3683.
1 WigrMAN: A. 485, 61 (1931).

12 May, Mover, WeLLs u. Herrick: Am. Soc. 53, 774 (1931).
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2. Chemismus der Kojisdurebildung.

a) Substrate der Kojisdurebildung.

1. Hexosen und entsprechende Polyosen. Aus Glucose, Rohrzucker sowie
Maltose erhielten viele Autoren Kojisdure, aus Fructose erhielten dieselbe
TrAETTA-MOScA (4, S. 26), Karacirr und Kiragara!, CoRBELLINI und GREGO-
RINT (10, S. 27); ebenso aus Inulin sowie Stiarkearten. Aus Mannose und Galaktose
erhielten KaTacirl und Kiramara 1—6% Kojisdure, aus anderen Zuckerarten
bis 40%.

2. Pentosen. Wihrend KiNxosaITA (5, S. 27) aus I-Arabinose und 1-Xylose keine
Kojisdure erhielt, waren CHALLENGER, KLEIN und WALKER? hierbei erfolgreich.
Es kam also nicht zur Bildung von Pyromekonsdure, die bei direkter Um-
wandlung der Pentosen zu erwarten gewesen wire. Die Ausbeute an Kojisdure
aus den Pentosen war von gleicher Gréflenordnung wie aus Glucose; 1-Arabinose
gab 2,5%, 1-Xylose 5,0% und Glucose 3,8% Ausbeute. Weiterhin erhielten
auch CORBELLINI und GREGORINI (10, S. 27) aus Arabinose und Xylose mittels
Aspergillus flavus Kojisdure; ebenso stellten KaTacirt und Kiramara Koji-
sdurebildung aus diesen beiden Pentosen fest, wobei sich Xylose als giinstiger
erwies.

3. Zuckeralkohole, wie Sorbit, Dulcit sowie auch Inosit, gaben in Versuchen
von KaTaGIRl und Kitamara gleichfalls Kojisdure; Mannit erwies sich als
ungeeignet, ebenso Erythrit.

4. Triosen und Glyeerin. Bereits TRAETTA-MOScA und PRETI (5, S.26) erhielten
aus Glycerin Kojisiure, ebenso KinosHITA (5, S.27), CoRBELLINT und GREGORINI
(10, S. 27) sowie CHALLENGER, KLEIN und WALKER®. Die letztgenannten Autoren
erhielten weiterhin bei Einwirkung von A. orycae auf Dioxyaceton iiber 30%
d. Th. an Kojisdure, und zwar wesentlich mehr als aus anderen Kohlenstoff-
quellen mit dem gleichen Pilzstamm. Karacirr und KiTAHARA erhielten da-
gegen aus Glycerinaldehyd sowie Dioxyaceton keine Kojisdure, wohl aber aus
Glycerin und Glycerin-g-phosphat.

5. Ungeeignet erwiesen sich d-Glucuronsiure, Athylenglykol, Glycerinséure,
Zuckersiure, Ca-Gluconat, Trimethylenglykol, K-Citrat, ferner in Versuchen von
Kataciriund Kitarara! a-Methylglykosid, Rhamnose, verschiedene Oxyséuren,
Fettsiuren, Ketosduren, einwertige Alkohole, Aminoséuren usw.; dagegen beob-
achteten diese Autoren Kojisdurebildung aus Gluconséure, wogegen wieder CHAL-
LENGER, KLEIN und WALKER? aus Rhamnose Spuren von Kojisdure erhielten.

b) Vorstellungen iiber den Chemismus.

KinosuITA (5, S. 27) sowie HAworTH* wiesen auf die nahe konstitutive Be-
ziehung der Kojisdure zur d-Glucose (Glucopyranose) hin, wie aus den folgenden
Formelbildern hervorgeht:

CHOH CO
7\ 7\
HOHC CHOH H.C C.O0H
| [
CH,0H . HC CHOH HOH,C-C C.-H

N/ N/

()

d-Glucose Kojisdure

1 Karacirt u. Kiragara: C. 1930 IL, 579.

2 CHALLENGER, KLEIN u. WALKER: Soc. 1929, 1498.
3 CHALLENGER, KLEIN u. WALKER: Soc. 1931, 16.

¢ HaworTH: Const. of Sugars. S.38. 1928.
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Es wiirde sich dabei demnach um eine Dehydration und Oxydation des Glucose-
molekiils handeln, wobei der Pyranring der n-Glucose erhalten bliebe. Die
Tatsache jedoch, daB auch aus Fructose, C;-Verbindungen sowie Pentosen
Kojisaure gebildet wird, deutet darauf hin, daf ein anderer Reaktionsmechanis-
mus stattfinden muB. So gelangten CorBELLINI und GREGORINI (10, S.27) zur
Ansicht, dafl der Pyronring synthetisiert wird, und zwar vielleicht aus Glycerin-
aldehyd und einem andern Oxydationsprodukte des Glycerins, unter Bildung
eines Korpers, der durch Dehydratation in Kojisdure iibergehen soll. Auch
CHALLENGER, KLEIN und WALKER (3, S. 28) meinen, dal die Bildung der Koji-
siure nicht erst iiber eine Hexose zu gehen braucht, sondern dafi dieselbe
aus Cy-Korpern durch direkte Synthese entstehen kénnte, also etwa aus dem
Triosedienol, geméll folgendem Schema:

OH HCH.OH o
/ AN VN
HC | C.OH —amo HC C.0H -+ H,0
Il Il —_— /I Il
HO - H,C-C CH +0  HO-H,C.-C CH
AN / N/
OH HO 0

Diese Ansicht der genannten Autoren erhdlt auch durch deren Befund iiber
die reichliche Bildung von Kojisdure aus Dioxyaceton eine Stiitze. Dieselben
halten es daher auch fiir recht gut moglich, dal bei der Umwandlung von
Glucose in Kojisdure zundchst das Glucosemolekiil unter Bildung von Triosen
gespalten wird, die dann erst den Ausgangspunkt fiir die Synthese des Pyron-
ringes vorstellen konnten. Weiterhin weisen May, Mover, WEeLLs und
Hzerrick (12, S.27) auf die leichte Bildung des Pyronringes aus verschiedenen
aliphatischen Polyketonen hin, so auf die Bildung von Dimethylpyron aus
Diacetylaceton oder von Chelidonsdure aus Dioxalylaceton und bemerken, dafl
der entsprechende der Kojisdure vorangehende Korper die Konstitution:
CH,0H-CO-CH,-CO-CHOH-CHO haben miiite und durch Synthese aus
Abbauprodukten des Zuckers entstehen kénnte.

Anhang.

Von Interesse ist weiterhin in diesem Zusammenhang eine Arbeit von
Sumiki!, in der iiber die Bildung von 2-Oxy-methyl-5-furan-carbonséure neben
anderen Produkten bei der Vergidrung von Glucose und Rohrzucker mittels
A. glaucus berichtet wird.

H.C—C-H

Il
CH,0H-C C.COOH
\O/

CHALLENGER, KLEIN und WALKER (3, S. 28) weisen auf die Moglichkeit hin,
dafl auch diese Substanz theoretisch aus zwei Molekiilen Triose durch Wasser-
abspaltung und Oxydation entstehen konnte.

Ferner seien hier noch sonstige Beobachtungen iiber die Umwandlung von
Zuckerarten in verschiedene cyclische Korper angefiihrt, deren Konstitution
noch nicht gekldrt ist. So erhielt WiskMAN (11, S.27) durch Einwirkung von
Pen. glaucum auf Rohrzucker unter nicht néher angefiihrten Versuchsbe-
dingungen bei Anwendung neuer, noch nicht benutzter Glasgefille grofie
Mengen in Wasser schwer léslicher, farbloser, schén krystallisierender Substanzen,
die ein mehr als zweimal so grofles Molekulargewicht hatten als Kojisdure, und

1 Sumrgr: Bull. Agr. chem. Soc. Jap. 5, 10 (1929) — C. 1930 I, 1089.



30 Der oxydative Endabbau beim anoxybiontischen Zuckerzerfall.

die als Glaukonséure I und II bezeichnet wurden. Die Autorin machte wahr-
scheinlich, dall in der erstgenannten Substanz ein Benzolring vorhanden ist,
die endgiiltige Konstitutionsermittlung steht jedoch noch aus. Ferner wird
darauf hingewiesen, dafl ein Zusammenhang der Siure I auch mit den von
ArsBERG und Brack!, BurtkewirscH? sowie BorTELS® in Pilzkulturen auf-
gefundenen Substanzen, deren Konstitution gleichfalls nicht aufgeklirt wurde,
zu bestehen scheint. Weiterhin deutet die Autorin auch auf die Bildung sonstiger
schwer loslicher krystallisierender Verbindungen sowie von Farbstoffen durch
Pen. olivaceum, purpurogenum und andere Arten bei bestimmter pg; und
Verwendung einer Nahrlgsung von bestimmter Zusammensetzung hin.

II1. Der oxydative Endabbau beim
anoxybiontischen Zuckerzerfall.

Wahrend die im vorhergehenden Abschnitt behandelten Vorgidnge gewisser-
mafBen als Nebentypen des Zuckerabbaues zu betrachten sind, werden hier
Prozesse zu besprechen sein, die dem Haupttypus des Zuckerabbaues zuge-
horen; hierbei erfolgt zunichst ein anoxydativer Zerfall des Zuckermolekiils
in C,;-Ketten, und erst im Anschluf daran setzen Oxydationsvorgénge ein. Aus
dem Gesagten ergibt sich die Notwendigkeit, zunéchst die Grundziige des
anoxybiontischen Zuckerzerfalls zu entwickeln, wobei insbesondere auf den
Chemismus der betreffenden Vorginge Wert gelegt werden soll. Dabei wird
versucht, die recht komplizierten und vielfiltigen anoxydativen Gérungs-
vorgénge in ein iibersichtliches System zu bringen, um auch so zur Klirung
des Chemismus und zum Verstindnis dieser Vorginge beizutragen. Bei der
Besprechung des Chemismus der betreffenden Vorginge soll nach Moglichkeit
die natiirliche Reihenfolge des Abbaues eingehalten werden, so daf} die bei
einem einzelnen Gérprozell stattfindenden Vorginge zumeist nicht an einer
Stelle behandelt werden, sondern schrittweise, den jeweiligen Zwischenprodukten
folgend. Zur allgemeinen Charakterisierung des anoxybiontischen Zucker-
abbaues selbst kann dienen, daB dabei die Umwandlungen vornehmlich auf
Dismutationen, Hydratationen usw. hinauslaufen, wobei also keine direkte
Sauerstoffaufnahme erfolgt. In Zusammenhang damit soll auch versucht werden,
eine iibersichtliche Trennung der anoxybiontischen Vorgénge von den oxybion-
tischen zu erzielen, um so diese beiden Prozesse klarer hervortreten zu lassen.

Gemi der Einordnung der verschiedenen Gérungsprozesse in ein bestimmtes
System werden zunichst die priméren Vorgénge beim ,ersten Angriff auf
das Zuckermolekiil, sodann die Bildung der C;-Kérper, weiterhin die Umwand-
lungen und der Zerfall derselben und schlieflich die weiteren Umformungen
der Zerfallsprodukte, insbesondere des Acetaldehyds, zu besprechen sein. In
einem zweiten Kapitel wird sodann der oxydative Abbau der anoxybiontischen
Endprodukte behandelt, und zwar vor allem die Oxydation der Milchsédure
sowie die Essiggidrung. Schlieflich wird noch der oxydative Abbau sekundérer
und sonstiger anoxybiontischer Umwandlungs- und Endprodukte besprochen.
Die meisten dieser Vorginge laufen auf die Bildung von Essigsédure hinaus,
deren weiterer Abbau im néchsten Abschnitt zu behandeln sein wird.

1 ArsBERG u. Brack: U. S. Dep. Agr. Bur. of Plant Industry Bull. Washington Nr 270,
7 (1913).

2 BurkewITscH: Planta Arch. f. wiss. Bot. 1, 657 (1926).

3 BorTELS: Bio. Z. 182, 340 (1927).



Die Grundziige des anoxydativen Zuckerabbaues. Primare Vorginge. 31

A. Die Grundziige des anoxydativen Zuckerabbaues'.

1. Primire Vorginge.

a) Die girfihigen Zuckerarten und Zuckerformen.

Hinsichtlich der Abbaufihigkeit der verschiedenen Zuckerarten sei zunéichst
darauf hingewiesen, da sowohl bei der Hefegiirung als auch bei der Glykolyse im
tierischen Organismus nur die 3 Zymohexosen: d-Glucose, d-Mannose und
d-Fructose als leicht abbaufihig befunden wurden. Bei Bakteriengérungen
und auch sonstigen Einwirkungen kénnen natiirlich auch andere Zuckerarten
und verwandte Stoffe verwertet werden. Die leichte Abbauféhigkeit der
genannten drei Hauptzucker hingt zweifellos innig zusammen mit der Existenz
einer gemeinsamen Enolform, die jeweils einen Ubergang des einen Zuckers in
den anderen ermdoglicht. H.C.O0H

C.OH
HOéH

H-é-OH

H.C.O0H

Weiterhin konnte durch eine groBe Reihe von Untersuchungen im Laufe
der letzten Jahre wahrscheinlich gemacht werden, dal die Zuckerarten in der
von uns darstellbaren Form durchaus nicht angreifbar bzw. spaltbar sind, da
sie also stabil erscheinen, und daf nur bestimmie Zuckermodifikationen einem Zer-
fall unterliegen konnen, die sogenannten y-Zucker, Heterozucker [h-Formen,
im Gegensatz zu den normalen (n)-Zuckern], Biozucker oder die alloiomorphen
(am-)Zucker. Diese labile, zerfallsbereite Zuckermodifikation soll durch den Be-
sitz einer, von der der normalen Zucker abweichenden Sauerstoffbriicke gekenn-
zeichnet sein. So besitzt die n-Glucose eine 1, 5-Sauerstoffbriicke, und es wird
angenommen, daB die labile Glucose (h,-Form) eine 1, 4-Sauerstoffbriicke ent-
halten soll, und daB diese Form auch die abbaufdhige Glucosemodifikation vor-
stellen kénnte. Durch welche Vorgiinge allerdings die Umlagerung der 1, 5-Sauer-
stoffbriicke in die 1,4-Bindung zustande kommt, erscheint noch unklar, auf
diesbeziigliche Vorstellungen wird jedoch sogleich zu sprechen zu kommen sein.

b) Die Phosphorylierung.

Zu den priméren Vorgingen, die den Zerfall des Zuckermolekiils einleiten,
gehért weiterhin die Veresterung der Zuckerarten mit Phosphaten, sowie die
Wiederspaltung der entstandenen Ester; diese Vorgiinge spielen sich am Enzym-
system Phosphatese- Phosphatase ab. Es konnten bisher eine Anzahl von Zucker-
phosphaten bei der alkoholischen Gérung und anderen Gérprozessen (Zymo-
phosphat) sowie bei der Glykolyse im tierischen Organismus (Lactacidogen)
gewonnen werden, auf die jedoch hier nicht nidher eingegangen werden kann.
Charakteristisch ist jedenfalls die Bildung eines Monophosphates (ROBISON-
sche Ester) und eines Diphosphats (HarDENsche Ester).

Das Wesen der Phosphorylierung selbst ist noch ungeklirt, und die Erfassung
der Bedeutung des Phidnomens wird noch dadurch erschwert, dafl gesunde
lebende Hefe das Zymophosphat gar nicht zu spalten vermag, sondern nur

1 Siehe OPPENHEIMER, Fermente 2, 1445 usw. (1926) und NEUBERG in OPPENHEIMER,
Hdb. d. Biochem. d. Menschen und der Tiere 2, 442 (1924).
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zellfreie Safte oder tote bzw. vergiftete Zellen. Weiterhin findet auch keine
Phosphatbildung durch lebende Hefe statt, sondern nur durch Aceton- oder
Trockenhefe sowie PreB- oder Macerationssaft. Frische Hefe vermag nur in
Gegenwart eines Protoplasmagiftes (Toluol) zu phosphorylieren. Es handelt sich
demnach bei diesem Vorgang nach NEUBERG um einen unphysiologischen
ProzeB, und in der lebenden Zelle miifite sich die Reaktion so abspielen, daf nur
die geringen vorhandenen Phosphatmengen hierbei beteiligt sind. Weiterhin
scheint bei Bakterien sowie auch in der tierischen Zelle Zuckerabbau vielfach
auch ohne Phosphorylierung moglich zu sein. - Jedenfalls diirfte die Phospho-
rylierung vor der Zuckerspaltung bzw. zum Zweck dieser Spaltung stattfinden,
also zur Vorbereitung des Abbaus. Hinsichtlich der Frage, welches der erhaltenen
Zuckerphosphate zuerst entsteht, scheint die von EvLER und MYRBACK! ent-
wickelte Vorstellung am besten und anschaulichsten den Vorgang wiederzu-
geben. Demgemif} wiirde zunéchst ein Monophosphat gebildet werden, bei dessen
Zerfall ein C,-Korper und ein phosphathaltiger C,-Rest entstehen wiirde; zwei
solcher Reste koénnten sich sodann unter Bildung des Diphosphates vereinigen,
wihrend die nicht phosphathaltigen C,;-Korper einer weiteren Umwandlung
und Spaltung unterliegen konnen.

Nach allem diirfte wohl die Phosphatbindung und -losung mit einer Um-
lagerung der stabilen Zuckerformen in labile, zerfallsbereite am-Formen in
innigem Zusammenhang stehen?; die Umwandlung kénnte durch die folgenden
Formelbilder veranschaulicht werden3:

OH OH
Bt .l
wobon Wolon |
HO-(‘]-H 0 — HO-(I)-H ‘
H.-C.0H H.C :
6 +Ph H-(ll-O-Ph
(]}H20H éHon

Weiterhin ist in diesem Zusammenhang von Interesse, dafl die Hexose-
phosphatbildung und ebenso die alkoholische Gérung selbst nach LUNDSGAARD*
durch einen geringen Zusatz von Monojodessigsdure verhindert wird, wogegen
nach dem gleichen Autor® die oxydativen Prozesse fast ungestért weiter ver-
laufen, so daB man in der Monojodessigsdurevergiftung eine Methode besitzt,
die die Trennung des Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsels ermdglicht.
Nach Yamasaxi® wird fertig eingefithrtes hexose-di-phosphorsaures Salz durch
Hefemacerationssaft auch in Gegenwart von jodessigsaurem Natrium ver-
goren. NiLssoN, ZriLE und EULER? stellten fest, dal bei der Monojod- und
Monobromessigsédurevergiftung der Hefe nicht nur die Hexosediphosphat-
bildung, sondern anscheinend auch die Hexosemonophosphatbildung unter-
driickt wird. Ferner konnten die gleichen Autoren den Befund LUNDSGAARDs?®,
daBl durch die Monojodessigsdurevergiftung die Atmung der Hefe von der
Gérung abgetrennt werden kann, bestétigen.

1 EULER u. MYRBACK: A. 464, 68 (1928).

2 8. auch OppENHEIMER: Die Fermente 2, 1459 (1926).

3 BERNHAUER u. TscHINREL: Bio. Z. 210, 487 (1931).

¢ LuxDscaarD: Bio. Z. 217, 162; 220, 1 (1930).

5 Luxpscaarp: Bio. Z. 220, 8 (1930); 227, 51 (1930).

8 Yamasakrt: Bio. Z. 228, 123 (1930).
7 NiLssoN, ZeiLk u. Evier: H. 194, 53 (1931).
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Ferner ist in diesem Zusammenhange zu erwihnen, daBl nach ErDTMANN!
die Wirkung der Phosphatase durch Magnesium stark gesteigert werden kann.
LorMANN? sowie HULER, NirssoN und ANHAGEN? stellten sodann fest, daf
Magnesium als Aktivator beim enzymatischen Zuckerabbau in vitro unent-
behrlich ist.

¢) Die Bildung des C;-Systems.

Im AnschluB an die priméren Vorbereitungen des Zuckermolekiils findet
sodann der Zerfall desselben unter Bildung von C;-Ketten statt; der primére
Zerfall des unverdnderten Zuckermolekiils miifite hierbei zu 2 Mol Triose fiihren.
Da diese jedoch bei der Vergirung als Spaltprodukte nicht nachgewiesen
werden konnten, und andererseits ihre Vergirung nicht direkt erfolgt, gelangte
man zur Vorstellung, daBl beim Zerfall direkt Methylglyoxal entstehen miif3te.
Dies setzt eine primidre Wasserabspaltung bzw. Umlagerung von OH-Gruppen
im Hexosemolekiil voraus, wie dies in den bekannten Formelbildern von WoHL
sowie NEUBERG zum Ausdruck kommt. Sucht man nun derartige Formel-
bilder mit den Vorstellungen iiber die Mitwirkung der Phosphorylierung sowie
der Sauerstoffbriickenverschiebung in Zusammenhang zu bringen, so wiirden
wir zu dem folgenden Bild der priméren Vorgéinge beim Zuckerzerfall in C;-Ketten
gelangen (3, S.32):

A. OH 0H
H.-CL— H. (lj/——’ lCHO clm:o
C.O0H ’ C:0 ‘ C-0H 2C:0
! 0 (5 0 I |
C.H 1 H, i CH, CH,
| = —>
OH H.C - I« .é- | CHO
H.Z — ! | 1
, /H-l-O-Ph .C-0-Ph H-C|3~0-Ph
.G |
H (f OH CH,OH CH,O0H - CH,0H
HO.C-H oder
.6 | OH oH OH
| N H.Z - ¢f— H.CXO0H CH
H.C.0.Ph | ‘ | | | | 0
| H.C.O0H .C.0H O C.0H 2C:
CH,OH , 0 é I < ©:0
C-H :C-H H H.C.H H,
I \—) =+ | -
(lj _ :cl OH |CHO
H.C.0.Ph -(lj-o-Ph H.C.0.Ph
| |
B. CH,0H CH,0H CH,0H

Bei beiden Formulierungen kédme es sonach zur Bildung von Methylglyoxal
(in irgendeiner Modifikation) und eines phosphorsiurehaltigen Restes, der
gemdl der bereits erwéhnten Vorstellung von EULER und MYRBACK sodann mit
einem zweiten gleichartigen Rest unter Bildung der Hexosediphosphorsiure
reagieren konnte, was nach den genannten Autoren schematisch in folgender
Weise veranschaulicht werden kann:

H,PO, .... C—C—C <‘3~c_c.... PO, H,

! Erprmann: H. 177, 211, 238 (1928).
% LommaNN: Naturw. 19, 180 (1931).
8 EurEr, Nisssox u. Anmacex: H. 200, 1 (1931).

Bernhauer, Girungen. 3
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Wie ersichtlich, wird bei den obigen Formulierungen angenommen, daf3
Methylglyoxal als erstes Spaltprodukt auftritt; Evrer und MYRBACK (1, S.32)
haben jedoch auch die Vorstellung entwickelt, dafl eine sofortige Dismutation
der Spaltstiicke stattfinden konnte, unter Bildung von Brenztraubensdure und
Acetol (die beide vergoren werden), nebst einem Molekiil Diphosphat.

2. Die C;-Korper.

Wie aus dem bisher Dargelegten hervorgeht, ist fiir den anoxybiontischen
Zuckerabbau der Zerfall der Hexosen in Spaltstiicke mit 3 C-Atomen charak-
teristisch. Innerhalb der Gruppe der Cy;-Korper werden wir zu unterscheiden
haben zwischen priméren Spalt- bzw. Umwandlungsprodukten, die im wesent-
lichen die gleiche Zusammensetzung haben wie die Zucker selbst, und weiterhin
sekundiren Umwandlungsprodukten, die auf einer héheren oder niedrigeren
Oxydationsstufe stehen, also Brenztraubenséure und Glycerin. Im folgenden
soll kurz auf die Bildung dieser C,;-Kdrper bei Gérungsvorgingen, sowie deren
jeweilige eventuelle Rolle als Zwischenprodukte eingegangen werden.

a) Primiire Produkte.

1. Die Triesen.

Dioxyaceton wurde als Spaltprodukt von Zuckerarten bei Einwirkung von
Bakterien auf dieselben erhalten. So entsteht es nach FrrNBacH! durch das
den Heubacillen verwandte Bacterium Tyrothrix tenuis nicht nur aus Glycerin,
sondern auch aus Stiarke, Maltose, Glucose und Rohrzucker; ebenfalls bei Ver-
wendung von Preflsiften oder Dauerprdparaten. Ferner wird nach SOENGEN?2
bei der Vergérung von Gluconséure durch Essigbakterien Dioxyaceton gebildet.
Dagegen konnte die durch BovseN-JENSEN? vermeintlich beobachtete Bildung
von Dioxyaceton bei der alkoholischen Gérung des Zuckers von CmIck! als
Irrtum erwiesen werden.

Hinsichtlich der Frage, ob Dioxyaceton ein Zwischenprodukt bei der alko-
holischen Zuckerspaltung vorstellt, wurde eine grofle Anzahl von Untersuchungen
vorgenommen, die sich insbesondere mit der Vergirbarkeit desselben beschif-
tigten. Aus den neueren diesbeziiglichen Arbeiten3 geht hervor, daf Dioxy-
aceton nur von einzelnen bestimmten Hefen im gleichen AusmaB wie Glucose
oder Fructose vergoren wird, dagegen von der gréBten Anzahl der untersuchten
Hefen entweder gar nicht oder nur langsam und in geringem Umfange, ohne
daB eine Giftwirkung auf die Hefe vorliegen wiirde. HaRDEN und Jouna®
hatten schon vermutet, da8 die relativ langsame Vergirung des Dioxyacetons
auf einem allmihlichen Ubergang desselben in Hexose beruhe, und Iwasaki?
konnte neuerdings zeigen, dafl sowohl die vitale als auch die zellfreie Vergérung
des Dioxyacetons durch Saccharomyces Ludwigii auf die Kondensation zu
einer Hexose zuriickzufiihren ist, so dall es nicht als Zwischenprodukt ange-
sehen werden kann.

Glycerinaldehyd erwies sich bei Vergidrungsversuchen mit Hefe fast stets
als resistent. Schon BucENER und MEISENEEIMER® wiesen darauf hin, daB die

1 FernBacH: C.r. 151, 1004 (1910). 2 SomweEN: C. 1915 X, 326.

3 BoYSEN-JENSEN: Zbl. Biock. 11, 162. 4 CHick: Bio. Z. 40, 479 (1912).

5 FiscHER u. TAUBE: B. 57, 1502 (1924). — NEUBERG u. GOTTSCHALK: Bio. Z. 154, 487
(1924). — HAEEN u. GrausIiTz: B. 60, 490 (1927).

6 HArDEN u. JouNg: Bio. Z. 40, 466 (1912).

7 Iwasax1: Bio. Z. 203, 237 (1928). .

8 BucHNER u. MEISENHEIMER: B. 43, 1773 (1910); 45, 1633 (1912).
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sehr schwache Gérung desselben vielleicht nur im Ausmale seiner Umlagerung
in Dioxyaceton erfolgt. Stérkere, aber auch nur sehr langsame CO,-Entwick-
lung fand nur in Versuchen LEBEDEWs! statt. Bei der Einwirkung von Oxydo-
redukase (Schardinger-Enzym) auf Glycerinaldehyd sowie Methylglyoxal zeigte
sich nach dem gleichen Autor, daB das Methylglyoxal 30mal schwécher dehydriert
wird als Glycerinaldehyd, was LEBEDEW? als Bestétigung seines Gérungs-
schemas, bei dem Glycerinaldehyd und Glycerinséure als Zwischenprodukte
fungieren sollen, ansieht. Nach HArEN und Grausrrz® fand durch 3 verschiedene
Heferassen keine Vergirung von Glycerinaldehyd statt, in Gegenwart von
Spuren Alkali, infolge Umlagerung in Dioxyaceton, geringe Umsetzung. Nach
KostyrscrEw und JEcorowa? wird weder Glycerinaldehyd noch Glycerinsdure
durch lebende Hefe vergoren; sie lehnen daher Gérungstheorien, die diese Pro-
dukte als Zwischenprodukte annehmen, ab.

2. Methylglyoxal.

Von Ausrr’ wurde Methylglyoxal bei der Einwirkung von B. subtilis auf
Zucker nachgewiesen. Nach FERNBACH (1, 8. 34) hat Tyrothrix tenuis die Féhig-
keit, Dioxyaceton in Methylglyoxal umzulagern, wobei daneben Formaldehyd
und Essigsdure entstehen.

Bei der Hefegirung sowie bei den sonstigen anoxybiontischen Spaltungen
des Zuckers wurde Methylglyoxal bereits seit langem als das wichtigste Zwischen-
produkt angesehen; erst vor kurzem ist es jedoch gelungen, dasselbe auch tat-
séchlich abzufangen und nachzuweisen. Der Befund von KosTyTscEeEw und
SopareNkowS iiber die Abfangung von Methylglyoxal mittels Semicarbazid
erwies sich zwar nach NEuBErRG und KoBEL? als Irrtum, indem der dabei ge-
wonnene Korper als Zersetzungsprodukt des Semicarbazides erkannt wurde;
desgleichen erwies sich die vermeintliche Feststellung von Methylglyoxal bei
der Glycolyse durch BARRENSCHEEN® als unrichtiy (NEUBERG und KoBEL?).
Dagegen gelang es Arivamal® durch Einwirkung von Gewebeextrakten auf
Hexosephosphat in Gegenwart von Toluol Methylglyoxal zu erhalten, und
NEuBErG und KoBeL!! konnten zeigen, daf in Géransitzen mit hexosephosphor-
saurem Magnesium in Gegenwart von Calciumcarbonat und Toluol Methyl-
glyoxal angereichert wird, und sodann gelang es den gleichen Autoren?'? bei der
Vergérung von Hexosediphosphat durch B. Delbriicki Methylglyoxal in einer Aus-
beute bis 100% des umgesetzten Zuckers zu isolieren. Desgleichen erbrachten sie
den Nachweis fiir die Bildung von Methylglyoxal bei der Glycolyse, ebenso Voar13.
Sodann erhielten NEuvBERG und KoBeL! bei Einwirkung von Extrakten aus plas-
molysierter Hefe (und zwar durch die von Co-Ferment befreite Apozymase) auf
Hexosediphosphat Methylglyoxal in reichlichen Mengen (71—85% d. Th.), wo-
bei die nur mehr in geringem Ausmafle vorhandene Co-Zymase noch eine gering-
fiigige Dismutation des Methylglyoxals zu Milchsdure bewirkte. Mittels Pri-

1 LeBEDEW: B. 45, 3256 (1912) — Bio. Z. 46, 483 (1912).

2 LeBEDEW: H. 160, 97 (1927). 3 HarsN u. Grausrrz: B. 60, 490 (1927).
4 KosTYTSCHEW u. JEGOrROWA: C. 1929 II, 58.

5 AuBErL: Soc. biol. 84, 574 (1921).

6 KosTYTSCHEW u. SopaTeENKow: C. 1927 II, 1972.

? NEUBERG u. KoBEL: Bio. Z. 191, 472 (1927); 199, 230 (1928).
8 BARRENSCHEEN: Bio. Z. 193, 105 (1928).

® NEUBERG u. KOBEL: Bio. Z. 193, 464 (1928).

10 Arrvama: J. Biol. Chem. 7%, 359, 395 (1928).

1 NruBErRG u. KOBEL: Bio. Z. 203, 463 (1928).

12 NeuBEre u. KoBEL: Bio. Z. 207, 232 (1929).

13 Voer: Klin. Wschr. 8, 793 (1929).

14 NevBERG u. KOBEL: Bio. Z. 210, 466 (1929).
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paraten aus B.coli erhielt Fromagror! bis 89,7% der Theorie an Methyl-
glyoxal. NEUBERG und K0BEL? bezeichnen den erwéhnten Vorgang der Zucker-
spaltung durch Apozymase (Co-fermentfreie Zymase) in zwei Molekiile Methyl-
glyoxal, die infolge Abwesenheit von Co-Ferment nur an phosphoryliertem Zucker
ansetzt, als 8. Vergdrungsform:

CeH1304 = 2 H,0 ++ 2 CH, - CO - CHO.

Hinsichtlich der Vergirbarkeit des Methylglyoxals soll hier nur darauf
hingewiesen werden, dafl es bis heute noch nicht gelungen ist, dasselbe weder
durch lebende Hefe noch durch Acetonhefe oder PreBsaft zu vergéiren. Man
nimmt daher an, dafl das darstellbare und priifbare Methylglyoxal die stabilste
seiner moglichen Modifikationen darstellt, und dafi es beim Zuckerabbau selbst
in einer labilen, leichter umwandlungsfahigen Form auftritt; dies bezieht sich
jedoch nur auf seine weitere dismutative Umwandlung in Brenztraubensiure,
wogegen seine Uberfiihrung in Milchsiure mittels biologischer Agenzien leicht
bewerkstelligt werden kann. Gemif diesem Verhalten soll andererseits nach
AuBEL® das Methylglyoxal wohl Vorstufe der Milchsdure, nicht aber der Brenz-
traubensdure sein. Auf die Vorstellung von EvrLer und Myreick (1, S. 32)
wurde bereits verwiesen. GIRSAVICIUS? sucht eine Erklirung fiir dieses Ver-
halten des Methylglyoxals darin, daf dasselbe in Losung keine freie CHO-Gruppe
besitzt, sondern als Hydrat vorliegt.

3. Die Milchsiduregiirung.

Bei der Einwirkung vieler Bakterien auf Zucker und verwandte Stoffe
wird Milchsédure als Endprodukt gebildet. Fast reine Milchsiuregirung zeigt
z. B. B.lactis acidi; bei anderen Bakteriengérungen werden in verschiedenem
Ausmafle allerlei Nebenprodukte, insbesondere Essigsdure, aber auch Alkohol,
Aceton usw. gebildet. Auch typisch oxydative Bakterien sind vielfach zur
Milchsédurebildung befdhigt (z. B. B. xylinum, HAEEN und ENgEL®). Weiterhin
ist die Milchsdurebildung in der Tierzelle, besonders im arbeitenden Muskel
wohl bekannt (Glycolyse).

An und fir sich kann die Bildung der Milchséure als glatte Aufspaltung
des Hexosemolekiils aufgefalit werden, gemiB der Gleichung:

CH1,0, = 2 C;H,0,.

Der Weg zur Milchsdure fithrt jedoch tiber das Methylglyoxal, und der Um-
wandlungsprozef3 selbst kann nach NEUBERG als ,,innerer Cannizaro*“ aufgefalt
werden, etwa gemifl dem Schema:

CHO 0 COOH
éO + Il'Iz — (leOH
éHg éHg

Der Vorgang wird durch ein Ferment katalysiert, das von NEUBERG® sowie
DarRIN? gleichzeitig zuerst in tierischen Organen aufgefunden und als Keton-
aldehydmutase bzw. Glyoxalase bezeichnet wurde. NEUBERG und GORRS®
konnten es sodann auch bei B. coli sowie echten Milchséurebakterien nachweisen.

1 FromaGEOT: Bio. Z. 216, 467 (1929).

2 NEUBERG u. KoBEL: Naturw. 18, 427 (1930). 3 AuseL: C.r. 183, 572 (1926).
¢ GmeEavicius: Nature 125, 817 (1930) — C. 1930 II, 3164.

5 HareN u. Excer: C. Bact. IT %9, 182 (1929).

¢ NEUBERG: Bio. Z. 49, 502 (1913); 51, 484 (1913).

7 DaxrIN: J. Biol. Chem. 14, 155, 423 (1913).

8 NEUuBERG u. GOrr: Bio. Z. 162, 490 (1925); 166, 482 (1926).
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Weiterhin fanden die gleichen Autoren, daf Methylglyoxal auch unter der
Einwirkung von Erbsensamen!, von Vicia faba-Samen? usw. in Milchsiure
umgewandelt wird. NEUBERG und Mitarbeiter stellten sodann die analoge
Reaktion noch bei einer Anzahl von Bakteriengérungen fest. SchlieBlich wurde
durch die Isolierung von Methylglyoxal durch NEUBERG und KoBEL? der Prozel3
der Milchséurebildung in den wesentlichsten Punkten aufgekldrt, indem die-
selben bei der Vergirung des Hexosediphosphats durch Milchséurebakterien
bis zu 100% Methylglyoxal auffinden und als 2,4-Bisnitrophenylhydrazon
sowie als Dioxim isolieren konnten. Am besten bewdhrte sich dabei die An-
wendung eines wafirigen Auszuges von Bakterienpraparaten (hergestellt mittels
Aceton oder Alkohol-Ather). Wihrend der Bakterienriickstand hierbei noch
reichliche Mengen Keton-Aldehyd-Mutase enthielt, fehlte in den wéalrigen
Ausziigen das Co-Ferment, so dal nur die Glycolase zur Wirkung kommt und
der Proze8 beim Methylglyoxalstadium stehenbleibt.

Auf die optischen Verhaltnisse bei der Milchsduregadrung sei hier nur noch
kurz hingewiesen. So wird nach NEUBERG und Smon* Methylglyoxal durch
Einwirkung von B. Delbriicki sowie B.lactis aerogenes in d,l-Milchsdure um-
gewandelt, ebenso durch Mucor stolonifer und Kahmhefe; dagegen durch Mucor
javanicus in d-Milchsdure. Nach NeuBERG und KoBEL® bewirken frische Hefen
und Trockenhefen Dismutation zu d(—)Milchséure, Macerationssaft dagegen zu
d,1-Milchsdure. WIDMANNS® berichtet iiber die quantitative Umwandlung von
Methylglyoxal in reine d(—)Milchsdure mittels B. fluorescens. Im Tierkérper
findet sich bekanntlich fast ausschlieBlich die 1(4)Milchsdure. Bei solchen
Bildungsweisen optisch aktiver Milchsiure aus dem optisch inaktiven Methyl-
glyoxal wird man anzunehmen haben, daf bei der Umlagerung desselben zugleich
optische Richtung stattfindet; durch welche Agenzien dies bewirkt wird, er-
scheint noch unklar.

b) Die sekundiren C;-Korper.
1. Die anoxybiontische Brenztraubensiurebildung.

Bei allen Abbautheorien des Zuckers iiber die C,-Stufe, bzw. iiber diese
hinaus, wird die Brenztraubensdure als wichtigstes Durchgangsprodukt ange-
sehen, da sie in zwangloser Weise die Bildung von Kohlendioxyd erklirt. Der
jedenfalls weitaus iberwiegende Vorgang bei der Bildung derselben ist die
Dehydrierung des Methylglyoxals durch einen Acceptor; im anoxybiontischen
Stoffwechsel kénnen nun verschiedene Stoffe als Acceptoren fungieren, im ein-
fachsten Falle diirfte jedoch Dismutation mit Acetaldehyd stattfinden, wobei
Alkohol gebildet wird; der Garungsprozel verlauft dann gemiB der sogenannten
1. Vergérungsform. Weiterhin kann insbesondere auch ein weiteres Molekiil
Methylglyoxal bzw. Glycerinaldehyd die Acceptorrolle iibernehmen, wobei es
sodann zur Bildung von Glycerin kommt, wie sogleich zu besprechen sein wird.
Bei einer Anzahl von Gérungen entweicht jedoch der Wasserstoff auch gas-
formig.

Hinsichtlich des Chemismus der Brenztraubensgurebildung kommt zunichst
auch die Moglichkeit ihrer Entstehung aus Glycerinsdure durch Wasserabspaltung
in Betracht, ein Weg, der von LEBEDEW vorgeschlagen wurde und verfochten
wird, ohne daf} jedoch tiberzeugende Stiitzen fiir diese Anschauung beigebracht

1 NEUBERG u. GORR: Bio. Z. 171, 475 (1926).

2 NEUBERG u. GORR: Bio. Z. 193, 358 (1926).

8 NeuBERG u. KOBEL: Bio. Z. 207, 232 (1929).

¢ NruBERG u. SMoN: Bio. Z. 186, 331 (1927); 200, 468 (1928).

5 NeUBERG u. KoBEL: Bio. Z. 182, 470 (1927). 6 Wipmann: C. 1930 I, 990.
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werden konnten. Auch die hoéchstens sehr geringfiigige Vergirbarkeit der
Glycerinsdure spricht gegen die erwihnte Vorstellung.

Wihrend die glatte Vergdrbarkeit der Brenztraubensdure sehr fiir deren
Bedeutung als Zwischenprodukt bei der Hefegirung und verwandten Pro-
zessen spricht, wie bereits lange bekannt war, ist der Nachweis derselben bei
der Vergirung des Zuckers erst in jingster Zeit gelungen. Wo ihre Anreiche-
rung in groferem Umfange zunéchst gelungen war, konnte erwiesen werden,
daB sie auf oxydativem Wege aus Milchsdure entstanden war, wie noch zu
besprechen sein wird. Anoxybiontischer Herkunft sind jedoch wohl die von
GraB! mittels der DoEBNERschen Reaktion als «-Methyl-S-Naphthocinchonin-
sdure bei der Einwirkung von Macerationssaft abgefangenen relativ geringen
Brenztraubenséuremengen (4%). CacanN? erreichte auch keine Erhéhung der
Ausbeute an abgefangener Brenztraubenséure, als er an Stelle des bei der Gérung
selbst auftretenden Acetaldehyds Isovaleraldehyd verwendete. Hinsichtlich
der Frage nach der Festlegung von Brenztraubensidure in Form ihres Brucin-
salzes scheint noch keine véllige Klarheit zu bestehen (TrarTTA-MoOSca3, Ri-
mini?). Dagegen gilt hinsichtlich der vermeintlichen Abfangung von Brenz-
traubensiure mittels Semicarbazid das bereits bei Methylglyoxal Gesagte®. Erst
durch NeuBERG und KoBEL® konnte die Bildung der Brenztraubensiure als
Produkt der Zuckerspaltung sicher bewiesen werden, indem sie dieselbe bis
zu 75% d. Th. (als Dinitrophenylhydrazon) erhielten, und zwar bei Einwirkung
eines aus Bierhefe hergestellten Trockenpriparates auf hexosediphosphorsaures
Magnesium. Dieser ProzeB sowie die als reduktive Gegenleistung zugleich statt-
findende Glycerinbildung? wurde von den gleichen Autoren® als 4. Vergdrungs-
form bezeichnet, die demnach gemif der Gleichung:

C,H,,04 = CH, - CO - COOH -+ CH,0H . CHOH - CH,0H

verliuft. Weiterhin gelang es auch, aus nichtphosphoryliertem Zucker bei
einem py von 5—7, Anwendung einer méfigen Hefemenge und rechtzeitiger
Unterbrechung der Gérung diese 4. Vergirungsform zu realisieren.

2. Glyecerin.

Bekanntlich findet sich Glycerin in geringer Menge bei der normalen alkoho-
lischen Gérung, wobei es seine Entstehung wohl Nebenreaktionen verdankt.
Die Glycerinbildung kann jedoch auch zum Hauptvorgang werden, wenn der
Acetaldehyd aus irgendwelchen Griinden fiir den bei der Brenztraubensdure-
bildung freiwerdenden Wasserstoff nicht als Acceptor fungieren kann. Es
kommt dann gewissermaflen zur Dismutation zweier Molekiile Methylglyoxal,
unter Bildung von Brenztraubensiure einerseits und Acetol bzw. Glycerin
andererseits. Diese Glycerinbildung ist realisiert bei der zweiten und dritten
Vergiarungsform sowie bei der Acetoingdrung, wobei der Acetaldehyd ent-
weder abgefangen, oder als socher dismutiert, oder schliefllich durch Konden-
sation von seiner Acceptorfunktion abgehalten wird. Der Vorgang findet in
folgendem Schema seinen Ausdruck:

CH,: C(OH) - CHO H, CH,: C(OH) - CH,0H — CH,0H - CHOH - CH,0H
+ I -
CH,-CO . CHO 0 CH;-CO - OOH

GraB: Bio. Z. 123, 69 (1921). 2 Cacan: Z. f. ang. Ch. 32, 951 (1926).
TraETTA-MoOsca: C. 1927 1, 3012. ¢ Rmvrni: C. 1927 1, 1328.

Kien u. Fucas: Bio. Z. 213, 40 (1929). '

NeuBeEre u. KoBEL: Bio. Z. 216, 493 (1929).

NruserG u. KoBEL: Bio. Z. 219, 490 (1930).

NruBErG u. KoBEL: Naturw. 18, 427 (1930).
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Hinsichtlich der Frage, ob das Glycerin aus dem Glycerinaldehyd selbst
oder irgendeiner Enolform des Methylglyoxals herzuleiten ist, ist zunéchst
noch keine Entscheidung mdglich, doch da Methylglyoxal bereits in vitro nicht
nur dullerst leicht aus Triosen hervorgehen, sondern auch wieder in diese zuriick-
verwandelt werden kann, wie BERNHAUER und GORLICH! zeigen konnten, so
scheint die Frage als solche miilig zu sein, da es sich dabei um Gleichgewichts-
verschiebungen handeln kann; um daher bei einem einheitlichen Bild des Zucker-
zerfalles zu bleiben, diirfte die Annahme, dall bei obiger Reaktion ein Methyl-
glyoxalenol beteiligt ist, zweckméafiger sein.

3. Die anoxybiontischen Umwandlungen und Zerfallsprozesse
der C;-Korper.

Bei Betrachtung der weiteren Umwandlungen der C;-Korper haben wir
insbesondere zwei Gruppen von Vorgidngen zu unterscheiden; die eine Gruppe
beinhaltet die weitere Umwandlung der als vorlaufiges Endprodukt des Zucker-
abbaus charakterisierten Milchsiure, und in der zweiten Gruppe werden jene
Vorgéinge einzuordnen sein, bei denen es sich um den weiteren Abbau der als
Zunschenprodukt auftretenden Brenziraubensiure handelt. Innerhalb dieser
zweiten Gruppe gelangen auch jene Prozesse zur Besprechung, die dem Haupt-
vorgang des Zuckerzerfalles angehdren, wie er z. B. bei der alkoholischen Garung
stattfindet und der im Prinzip des weiteren zum Hauptweg des oxybiontischen
Endabbaus fiihrt.

a) Umwandlungen der Milchséiure.

1. Die Propionséuregirung.

Bereits Firz? stellte fest, dafl Milchsdure durch Propionséurebakterien unter
Bildung von 2 Mol Propionsdure und 1 Mol Essigsdure umgesetzt wird; die-
selbe Gleichung gilt nach FreEuDENREICHE und O. JENSEN? im wesentlichen
auch fiir die Umsetzung der Hexosen zu Propionsidure. Inshesondere VIRTANEN*
wies sodann darauf hin, daB eine weitgehende Analogie zwischen der Propion-
und Milchsduregérung bestehe, indem beide Prozesse bis zur Milchsdurebildung
in der gleichen Weise verlaufen; bei der Propionsduregérung findet sodann
weitere Umwandlung der intermediér entstandenen Milchséure statt. Unab-
héingig von der Hauptgirung findet sich dabei vielfach auch Bernsteinséure-
girung. Bei der Vergérung der Brenztraubenséure erhielt der genannte Autor
1 Mol Propionséure und 2 Mol Essigsdure. MAURER® fand bei Gérversuchen
mit B. propionicum die Gleichung fiir den Abbau von Zucker sowie von Brenz-
traubensdure bestétigt. Die Milchsiure (sowie im Prinzip die Hexosen) zer-
fallt demgemdl nach der Gleichung:

3CH, - CHOH - COOH = CH; - CH, - COOH + CH; - COOH + CO,
und die Brenztraubensiure in folgender Weise:
3CH,- CO - COOH + H,0 = CH,- CH, - COOH + 2 CH; - COOH + 2 CO, .

Den Vorgang bei der Propionsdurebildung aus Milchsiure kénnte man sich
gemél dem folgenden Schema veranschaulichen, wobei die Annahme gemacht

1 BERNHAUER u. GORLICH: Bio. Z. 212, 452 (1929).

2 Frrz: B. 11, 1896 (1878).

3 FrREUDENREICH u. O. JENSEN: C. 1907 1, 421.

4 VIrTANEN: Soc. Scient. Fenn. 1, 36 (1923); 2, 20 (1925) — s. ferner VIRTANEN u. Kawr-
STROM: Acta Ch. Fenn. %, 17 (1931). 5 MAURER: Bio. Z. 191, 83 (1927).
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wird, dal der aus einem Molekiil Milchséure unter Bildung von Brenztrauben-
séure entbundene Wasserstoff von einem zweiten Mol Milchséure unter Bildung
von Propionsdure tbernommen wird :

COOH
l

co o e

2 COOH

| / CH,

CHOH

| \_ COOH Co,

CH, \
0 ~ COOH
CH, CH,

+ 0oom C00H

CHOH® — élin
|
CH, CH,

2. Die Spaltung der Milchsiure.

Durch Einwirkung lebender Hefe sowie von Acetondauerpriparaten ent-
wickelt Milchsdure Kohlenssure, wie NEUBERG und TIr! feststellten. Durch
Trockenhefe werden aus Milchséure in Gegenwart von Methylenblau fquivalente
Mengen Acetaldehyd und Kohlendioxyd gebildet. Mit derartigen Versuchen
beschéftigte sich eine groBe Reihe von Autoren, da urspriinglich die Moglichkeit,
daB Milchséure Zwischenprodukt bei der alkoholischen Zuckerspaltung darstellt,
sehr erwogen wurde ; hierauf kann hier natiirlich nicht weiter eingegangen werden.
Wir finden aber auch noch eine anderweitige Vergérung der Milchsdure, nim-
lich z.B. unter Bildung von Buttersdure, worauf sogleich zuriickzukommen
sein wird, sowie unter Bildung verschiedener anderer Produkte, wie Ameisen-
sdure, Essigsiure, Propylalkohol usw. Nach HARDEN soll bei der Coligirung
primér gebildete Milchsdure in Essigsdure, Alkohol und Ameisenséure zerfallen.

3. Anhang: Die Meveruorsche Reaktion.

Im tierischen Organismus unterliegt jedoch die Milchsiure allem Anschein
nach keinem weiteren Abbau, sondern sie wird durch eine nach MEYERHOF
benannte Reaktion wieder in Zucker zuriickverwandelt und weiter in Glycogen.
Weiterhin wirkt nach MEyerREOF? auch bei der alkoholischen Gérung des Zuckers
die Sauerstoffatmung qualitativ und quantitativ ebenso ein, wie bei der Milch-
sdurespaltung im Gewebe, d.h. die vollstindige Oxydation eines Mols Zucker
schiitzt 4—6 andere Zuckermolekiile vor der Vergdrung. Der Mechanismus des
Sauerstoffeinflusses soll auch der gleiche sein wie im Muskel, indem die End-
oder Zwischenprodukte, zum Teil unter Aufwand von Oxydationsenergie, wieder
in Kohlehydrate zuriickverwandelt werden.

Der Mechanismus der Riickverwandlung in Zucker diirfte wohl in einer
Umwandlung der Milchséure in Methylglyoxal und Kondensation irgendeiner
Enol- oder Hydratform desselben zu Hexose bestehen.

b) Umwandlungen der Brenztraubensiure.

Bei den Umwandlungen der Brenztraubensédure haben wir es vornehmlich
mit zweierlei Vorgéingen zu tun, ndmlich einerseits mit der sofortigen Decarboxy-
lierung derselben unter Bildung von Acetaldehyd, und andererseits mit einer

1 NevuBERG u. Tir: Bio. Z. 32, 325 (1911). 2 MEYERHOF: Bio. Z. 162, 43 (1925).
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der Decarboxylierung vorangehenden Aldolisierung. Wahrend der erste Vor-
gang im weiteren Verlauf zu Alkohol fithrt und dem Hauptvorgang des Zucker-
abbaus angehort bzw. dessen Kernpunkt ausmacht, fiihrt der zweite Prozel3
zur Bildung von Buttersdure, héheren Fettsiuren und Butylalkohol.

1. Die Decarboxylierung zu Acetaldehyd.

Die Vergdarbarkeit der Brenztraubensiure. Einen ganz wesentlichen Fort-
schritt zur Kldrung des Chemismus der alkoholischen Gérung und sonstiger
Zuckerspaltungen bedeutete die Entdeckung von NEUBERG, dal Brenztrauben-
séure in glatter Reaktion durch Hefen und andere Organismen in Acetaldehyd
und Kohlendioxyd zerféllt. Dadurch war die CO,-Bildung bei der Gérung sowie
sonstigen Zerfallsprozessen des Zuckers geklirt und andererseits durch die
Bildung des Acetaldehyds die Beziehung zum Alkohol hergestellt. Dieser Vor-
gang stellt einen rein enzymatischen Prozel vor, der durch die Einwirkung
der Carboxylase zustande kommt. Durch eine grofle Reihe von Arbeiten konnte
gezeigt werden, dall die Brenztraubensiure rascher oder ebenso rasch ver-
goren wird wie Zucker. Der Befund von HareN und Grausirz!, dafl die Brenz-
traubensduregdrung meist in geringerem Umfange und langsamer verlaufen soll
als die Zuckergirung, konnte durch NEUBERG? richtiggestellt werden, indem
er zeigte, dafl bei der Einhaltung von optimalem px (= 5) die Brenztrauben-
sédure rascher oder ebenso schnell wie Glucose vergoren wird, wenn durch An-
wendung entsprechender Hefezubereitungen die Permeabilitdt der Hefezelle so
verdndert wird, daf die Brenztraubensiure die Zellwédnde passieren kann.

Die Abfangung des Acetaldhyds ist insbesondere NEUBERG und Mitarbeitern
bei einer groBlen Anzahl von Gérungen gelungen, und zwar nicht nur bei Hefen,
sondern auch bei vielen Bakterien und Pilzen, in héheren Pflanzen sowie im
tierischen Gewebe, woraus die weite Verbreitung des Zuckerzerfalls iiber die
Cy-Stufe (Brenztraubensdure) erhellt. Die zumeist erhaltenen hohen Ausbeute-
zahlen sind als Beweis dafiir anzusehen, dafl es sich dabei um einen Hauptweg
des Zuckerabbaus handelt. Zur Abfangung des Acetaldehyds dienen bekannt-
lich Sulfite oder Dimedon, neuerdings auch Semicarbazid und Thiosemicarbazid
(NevBERG und KoBEer® und KoBEL und TYCHNOVSKYY).

Durch die Abfangung des Acetaldehyds bei der Hefegéirung kann es nicht
zur Bildung von Alkohol kommen, und der bei der Bildung der Brenztrauben-
séure disponibel werdende Wasserstoff geht an andere Acceptoren, wobei es zur
Bildung von Glycerin kommt, worauf bereits bei Besprechung desselben hin-
gewiesen wurde. Dieser Vorgang ist nach NEUBERG bei der sogenannten zwetten
Vergdrungsform, der Acetaldehyd-Glyceringdrung verwirklicht, die gemif$ fol-
gender Gleichung verlduft:

C¢H;05 = CH,CHO + CO, -+ CH,0H - CHOH - CH,OH .
Anhangsweise sei hier noch auf den sonstigen Zerfall der Brenziraubensdure

verwiesen. Die bei vielen Bakteriengérungen gebildete Ameisensdure ent-
stammt wohl der Brenztraubenséure, gemidf3 folgendem Schema:

COOH H H . COOH
| |

CO + OH -  COOH
| |

CH, CH,

1 HaveN u. GraveIrz: Ch. d. Zelle u. Gew. 13, 86 (1926).
2 NEUBERG: Bio. Z. 180, 471; 187, 220 (1927).

3 NruBERG u. KoBEL: Bio. Z. 188, 211 (1927).

¢ KoBeL u. TYCENOVSKY: Bio. Z. 199, 218 (1928).
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Dieser Prozef} stellt wohl eine Nebenreaktion bei vielen Gérungsvorgingen vor.
So findet sich die fiir diesen Zerfall der Brenztraubensdure charakteristische
Ameisenséure als Stoffwechselprodukt des Typhusbac. sowie zahlreicher anderer
Bakterien (FrRanzeN und Ecerr!). Weiterhin wird nach NEUBERG und ARIN-
STEIN? Brenztraubensdure auch durch Buttersdurebakterien in Ameisensiure
und Essigsiure zerlegt.

2. Die Butylgirungen.

a) Die Buttersiuregiirungen.

1. Reine Buttersiuregiirung. NEUuBERG und ARINSTEINZ? konnten bei der:
Zuckervergirung durch B. butylicus Fitz in Gegenwart von Sulfit Acetaldehyd
abfangen, wobei die Buttersiurebildung unterblieb; dadurch war ein inniger
Zusammenhang zwischen dem Acetaldehyd bzw. dessen Vorstufe, der Brenz-
traubensdure und der Bildung der Buttersdure sichergestellt. Weiterhin ge-
lang den genannten Autoren auch die Vergirung von Brenztraubensdurealdol
zu Buttersdure, wihrend Acetaldol sowie Acetaldehyd nicht angegriffen wurden
und Brenztraubensidure selbst zu Ameisensdure und Essigsdure zerlegt wird.
Das Brenztraubensiurealdol mufl bei seiner Umwandung decarboxyliert und
durch eine Art Saccharinsiureumlagerung in Buttersdure umgewandelt werden;
ob dabei die Umlagerung oder Decarboxylierung primér erfolgt, ist eine offene
Frage. Der Reaktionsmechanismus kann durch folgendes Schema wieder-
gegeben werden:

200,
&ro COOH
éHg — CIHZ
2 COOH COOH bron (|3H2
éo - cLo / (|}H3 (':H3
(l}Hs éHz oder
C‘J(OH)-COOH \_ CooH (?o\ Co,
bm, ~ o © .o COOH
bm, o dm /o+ =7 g,
€0, + Srom én”’ C'H2
C‘Hz CIH?, ('JH3

Fiir die Bildung der Buttersédure aus Zucker ergibt sich folgende Gleichung:
CgH,,0; = C,H,0, 4+ 2C0, + 2 H, .

Bei der Buttersiduregidrung kommt es bekanntlich zur Entwicklung elementaren
Wasserstoffs, ein Teil desselben kann aber auch im Nebenweg Hydrierungen
verursachen. Die Aldolisierung der Brenztraubensiure soll durch das Enzym
Carboligase bewirkt werden; warum diese aber nicht bei direkter Darbietung
von Brenztraubensdure zur Wirkung gelangt, bleibt eine offene Frage.

2. Gemischte Buttersiure-Propionsiuregiirung. Bei der Bildung von Propion-
séure iiber Milchsdure als Zwischenprodukt miiite es, wie oben hervorgehoben,
zur gleichzeitigen Bildung von Brenztraubensdure kommen, die aber nicht
nur auf dem Wege iiber Essigséure abgebaut werden muf}, sondern nach allem

1 FranzeEN u. EcceEr: H. 79, 177 (1912); 83, 226 (1913).
2 NEUBERG u. ARINSTEIN: Bio. Z. 11%, 269 (1921).
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auch zur Bildung von Butterséure Anlafl geben kann. Wir gelangen so zu einem
Typus von Gérungserscheinungen, bei dem es zur gleichzeitigen Bildung von
Propionsédure und Buttersiure kommt, und die in der folgenden Formulierung
ihren Ausdruck finden wiirde:

4 COOH 2 COOH
iHOH s (FH2
H, CH, COOH
\\ 2 COOH éHg
o - (i:H2 4+ 200,
&a, CH,

Diese Formulierung wiirde dem Idealfall entsprechen, doch kann das Mengen-
verhédltnis der beiden Hauptprodukte in Abhdngigkeit von den verwendeten
Gérungserregern bald zugunsten des einen, bald des andern Produktes ver-
schoben sein. Weiterhin findet sich vielfach auch Essigsdure als Nebenprodukt.
Verwirklicht ist dieser Proze beispielsweise bei Rauschbrandbacillen nach
SCHATTENFROH®.

Die Bildung der sonstigen Nebenprodukte der Buttersduregirung, wie
Essigsture, Milchsédure und Ameisenséure, erscheint nach dem bisher Dargelegten
verstdndlich ; ebenso die Bildung der im Hauptprozel} entstehenden gasférmigen
Produkte Kohlendioxyd und Wasserstoff; weiterhin wird zumeist auch Alkohol
und Butylalkohol gebildet, auf die noch zuriickzukommen sein wird.

b) Bildung hoherer Fettsiuren.

1. Fettsduren mit gerader C-Anzahl. Bekanntlich wurden unter den Riick-
stdnden der gérungstechnisch dargestellten Buttersdure vielfach auch héhere
Fettsiduren aufgefunden. NEUBERG und ARINSTEIN (2, S. 42) erhielten bei der Ver-
garung von Kohlehydraten auch in mineralischer Nahrlosung mittels B. butylicus
Fitz Capron-, Capryl- und Caprinsdure. Die Entstehung dieser hoheren Fett-
sduren konnte durch weitere Aldolisierung der Brenztraubensidure gedeutet
werden; z. B. im Falle der Capronsiure:

COOH 300,

¢o COOH COOH
CH, da, CH,

('}(OH) .COOH > CH, L (m,

b, &n, CH,

&(OH) - COOH CHOH + B, &a, + H,0
ta, CH, ta,

Die Reduktion der OH-Gruppe diirfte wohl durch den bei der Buttersiure-
girung, und zwar bei der Bildung der Brenztraubenséure reichlich entstehenden
Wasserstoff bewirkt werden; dabei erscheint auch eine primére Wasserabspal-
tung unter Bildung einer Doppelbindung und Anlagerung des Wasserstoffs an
diese moglich.

HaraN und KintToFr? beschreiben die Fettbildung aus Zucker durch den
Pilz Endomyces vernalis; sie erzielten auch aus Glycerin, Brenztraubensiure,

1 ScuaTTENFROH: C. 1903 II, 843.
2 HageN u. KiNTorr: Wschr. Brauerei 42, 213, 218 (1925).
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Milchséure, Acetaldehyd und Alkohol Bildung von Fett und nehmen an, dafl
die Synthese der héheren Fettsduren iiber die Aldolisierung des Acetaldehyds
verlauft. Bei der Fettsdurebildung aus Zucker erhielten sie neben héheren
Fettsduren auch Glycerin. Die Befunde scheinen darauf hinzudeuten, daf es
in diesem Falle zu keiner Bildung von Wasserstoff kommt, sondern dafl dieser
sofort fiir reduktive Zwecke, also bei der Bildung der Fettsiuren und des
Glycerins verbraucht wird.

2. Fettsiiuren mit ungerader C-Anzahl. Nach Kavser! wird durch ver-
schiedene Heferassen aus Milchsdure sowie aus Hexosen relativ viel Valerian-
sdure gebildet. Bereits NEUBERG und ARINSTEIN (2, S. 42) wiesen darauf hin, dafl
ihre Beobachtung iiber die Aldolisierung bereits auf der Brenztraubensiure-
stufe auch fiir die Bildung von Fettsduren mit ungerader C-Anzahl eine leichtere
Erklarungsmoglichkeit bietet. Demgemifi kénnte man sich die Bildung der
Valeriansdure durch folgendes Schema veranschaulichen:

COOH COOH COOH
COOH COOH (l]HOH (“l‘JHOH + H, (|3H2 + H,0
(%HOH + (IJO — CIJH2 — ({]H2 — C‘JH2
(I]Ha C%Hz (ll(OH) -COOH éHOH + H, éHz + H,0
CH, CH, CH,

Der zur Hydrierung erforderliche Wasserstoff diirfte wohl auch hier von der
Bildung der Brenztraubensdure her zur Verfiigung stehen.

¢) Die Butylalkoholgirung.

Bei diesem Gérungsvorgang lassen sich im wesentlichen 2 Typen unter-
scheiden, néimlich einerseits die Butyl-Athylalkoholgéirung und andererseits
die Butylalkohol-Acetongérung, je nachdem welche Nebenprodukte iiberwiegen.
Allerdings kann auch der Fall eintreten, dal die hier als Nebenprodukte bezeich-
neten Korper in iberwiegender Menge gebildet werden, so dal wir sodann
z. B. eine Acetongirung vor uns haben werden, auf die spater noch zuriickzu-
kommen sein wird.

1. Die butyl- dthylalkoholische Girung ist z. B. bei der Vergirung von
Glycerin durch B. butylicus Fitz realisiert, wobei nach BucaANER und MEISEN-
HEIMER? 19,6% n-Butylalkohol und 10,4% Athylalkohol neben 42,1% CO,
und sonstigen Nebenprodukten wie Butter-, Essig-, Ameisen- und Milchséure
entstanden. Der reine Vorgang der butylalkoholischen Gérung des Zuckers
kann in folgender Weise formuliert werden:

CH,,0; = C,H,,0 - 2CO, -+ H,0 .

Ebenso wie bei der Buttersduregérung nehmen NEUBERG und ARINSTEIN (2, S. 42)
auch hier das Brenztraubensaurealdol als Zwischenprodukt an, das jedoch nach
der Decarboxylierung durch den bei der Brenztraubenséurebildung freigesetzten
Wasserstoff zu Butylalkohol reduziert wird; die reine Butylalkoholgédrung
miilte daher ohne Wasserstoffentwicklung verlaufen. Wenn dabei Methyl-
glyoxal als Wasserstoffdonator und Acetaldol als Wasserstoffacceptor dient, so
koénnen wir uns die Reaktion durch folgendes Schema veranschaulichen:

1 Kayser: C.r. 176, 1662 (1923); 179, 295 (1924).
2 BUCHNER u. MEISENHEIMER: B. 41, 1410 (1908).
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COOH 2C0,

(‘30 CHO +H,0 2CHO CH,0H 2CO0OH
(Isz — (l}H2 -+ ([30 — (!3H.2 + (I}O
é(OH) . COOH (IJHOH (1]H3 (L”H2 (|3H3
CH, {, CH,

2. Die Butylalkohol-Acetongiirung hat insbesondere seit den Untersuchungen
von FERNBACH und STRANGE! Interesse gewonnen. Rermry und HickinoTTOM?
fassen den ProzeB so auf, daBl der Butylalkohol aus primér gebildeter Butter-
sdure, und Aceton aus Hssigsdure gebildet wird, da in Gegenwart von Cal-
ciumcarbonat fast kein Butylalkohol und Aceton entsteht, sondern nur die
beiden genannten Sduren, die hierbei gewissermaflen als Zwischenprodukte fest-
gelegt werden. In der Regel werden 2 Mol Butylalkohol und 1 Mol Aceton
gebildet, neben Alkohol und sonstigen Produkten. Der Vorgang liefle sich
jedoch auch in der Weise deuten, daf} jeweils 2 Mol Brenztraubensdurealdol
bzw. Acetaldol in dismutativer Weise miteinander reagieren, unter Bildung
von Butylalkohol und Aceton:

2 (|JHO CHOH COOH (O,
|
CH, CH, éHz CH,
1 R e
CH,0H CH, Co (|30
| |
éﬂg CH, CH, O,

Nach FrerBere® kann der Gérungsverlauf fiir jedes einzelne Produkt durch
folgende Gleichungen zum Ausdruck gebracht werden:

CeH30, = C,H,00 4200, + H,0 und CHp,0, + H,0 = CH,0 + 3C0, + 2 H,.

Die Bildung von 2 Mol Wasserstoff bei der Entstehung des Acetons konnte
bei der Bildung eines weiteren Mols Butylalkohol mitwirken, so daB jeweils
auf 1 Mol Aceton 2 Mol Butylalkohol in zwangloser Weise kommen konnen.

4. Die anoxybiontischen Umwandlungen der Zerfallsprodukte
(inshesondere des Acetaldehyds).

Der bei der Decarboxylierung der Brenztraubensiure im Hauptvorgang
auftretende Acetaldehyd kann mannigfaltige weitere Umwandlungen eingehen.
Der weitere Hauptweg verlduft tiber die dismutative Reduktion des Acet-
aldehyds zu Alkohol bzw. die Dismutation des Aldehyds selbst unter Bildung
von Alkohol und Essigsdure; als Nebenwege der Acetaldehydumwandlung sind
dessen Acetoin- und Aldolkondensation anzusehen. Der letztgenannte Vorgang

steht, wie bereits betont, zu der Aldolisierung der Brenztraubenséure in naher
Parallele.

a) Die Bildung von Athylalkohol und Essigsiure.

1. Die alkoholische Gérung.

Bei der Bildung der Brenztraubensdure wird Wasserstoff frei, der in der
Regel bei der gemeinsamen Dismutation des Methylglyoxals mit Acetaldehyd

1 FERNBACH u. STRANGE: E.P. 21073, 1913.
2 RemLy u. HicgmnsorToMm: C. 1920 I, 112. 3 FreiBErG: C. 1926 II, 1055.
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auf diesen tibertragen wird und so zur Bildung von Alkohol Anlafl gibt. Der
,»,Gérungswasserstoff kann bekanntlich auch an andere Acceptoren gehen,
wie aus den Untersuchungen NEUBERGs iiber phytochemische Reduktionen
hervorgeht; wenn jedoch Acetaldehyd in reaktionsfdhiger Form vorhanden ist,
so wird dieser bevorzugt, und wir haben dann den Typus des anoxybion-
tischen Endabbaus, also das Bild der alkoholischen Géarung vor uns, und
zwar nach NEUBERG die erste Vergdrungsform, deren typischer Vorgang sich
in folgender Weise darstellen 146t:

CH, - CO - CHO . 0 CH, - CO - COOH - CO, -+ CH, - CHO
i —
CH,; - CHO H, CH, - CH,0H

Die Garungsgleichung hat in diesem Falle die Form:
C,H,,0, = 2 CO, - 2 CH, - CH,0H .

Da nun im allerersten Stadium des Zuckerzerfalls noch kein Acetaldehyd vor-
handen ist, so wird man annehmen miissen, dafl bei der erstmaligen Methyl-
glyoxaldehydrierung zu Brenztraubensdure ein anderer Acceptor beteiligt ist.
Sobald aber erst einmal Brenztraubensiure und durch Decarboxylierung der-
selben Acetaldehyd entstanden ist, kénnen die weiteren Vorginge in der skizzier-
ten Weise verlaufen. In Zusammenhang hiermit stebt auch, dafl bekanntlich
die alkoholische Gérung im ersten Beginn, also bei urspriinglicher Abwesenheit
von Acetaldehyd sehr langsam verlduft.

Wird andererseits der Acetaldehyd durch Abfangung von der Teilnahme an
der Reaktion ausgeschlossen, so gelangen wir zu dem bereits behandelten Bild
der zweiten Vergdrungsform, wobei der Gérungswasserstoff an Methylglyoxal
(in irgendeiner Hydrat- bzw. Enolform) geht, was zur Bildung von Glycerin
Anlafl gibt. :

Der Acetaldehyd kann aber auch noch in anderer Weise von seiner Acceptor-
funktion abgehalten werden, und zwar, wie gleichfalls bereits kurz behandelt
wurde, durch Vergirung in Gegenwart schwach alkalischer Reaktion, wobei
die Dismutation zweier Acetaldehydmolekiile selbst die schnellste Reaktion
darstellt, was zur Bildung von Alkohol und Essigsdure AnlaB gibt. Dieser
Vorgang wurde von NEUBERG als dritte Vergdrungsform bezeichnet. In Zu-
sammenhang mit der Ausschaltung des Acetaldehyds kommt es hierbei gleich-
falls zur Bildung eines Aquivalentes Glycerin. Wir haben demnach folgenden
Vorgang vor uns:

CH,:C(OH)-CHO  H, CH,: C(OH) . CH,0H - CH,OH . CHOH - CH,0H
OH,.-CO.CHO ' & ~ CH,-00.COOH  — CO,--CH,CHO

(= Alkohol 4 Essigsdure).
Die Gérungsgleichung lautet hierbei:

2 CgH,,0, + H,0 = C,H;0H -+ CH, - COOH + 2 €O, -+ 2 CH,0H - CHOH - CH,0H.

2. Sonstige anoxyhbiontische Bildungsweisen der Essigsiure.

Die bei der 3. Vergirungsform stattfindenden Vorgidnge finden sich im
Prinzip bei manchen Bakteriengérungen als normale Prozesse, so z. B. bei der
Coligiirung. Hierbei wird jedoch ein Teil des Methylglyoxals auch zu Milch-
sdure stabilisiert und andererseits geht der bei der Dehydrierung des anderen
Teiles Methylglyoxal zu Brenztraubensiure freiwerdende Wasserstoff als Gas
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ab, ohne also an einen Acceptor zu gelangen. Die Coligdrung kann daher durch
folgende Gleichung zum Ausdruck gebracht werden:

2 CgH,,04 4+ H,0 = 2 CH, - CHOH - COOH + C,H;0H -+ CH, - COOH -+ 2 CO, + 2 H,.

Weiterhin wird beispielsweise durch den B. aethacet-succinicus nach Mazi! aus
Zucker wie aus Milchsdure neben viel Essigsidure Athylalkohol und Bernstein-
sdure gebildet, usw.

Im allgemeinen sei darauf hingewiesen, dal die Essigsdure als letzies Produkt
des anoxybiontischen Abbaues aufgefaBt werden kann; wie wir jedoch noch
sehen werden, ist sie andererseits auch vielfach als erstes Produkt des oxybion-
tischen Abbaues anzusehen, insbesondere bei ihrer Bildung aus Alkohol durch
eine typische Oxydationsgérung.

Anhangsweise sei hier noch kurz auf die Dismutation sonstiger Aldehyde hin-
gewiesen, also Vorgdnge, die durch die sogenannten Aldehydrasen katalysiert
werden. So wird nach NruBere und Winbpisce? n-Butylaldehyd durch Essig-
bakterien sowohl unter aeroben wie unter anaeroben Bedingungen zu Butyl-
alkohol und Buttersdure dismutiert und analog i-Valeraldehyd zu den ent-
sprechenden Korpern.

b) Die Aeyloinkondensation.

NruBERG und REN#UrT® fanden, dafl der im Garungsprozel entstehende
Acetaldehyd in gewissem Sinne auch durch zugesetzten Aldehyd abgefangen
werden kann, wobei es zur Bildung von Acetoin (Methylacetylcarbinol) kommt.
Der Vorgang ist dabei folgender:

CH, - CHO 4 CHO - CH, = CH, - CHOH - CO - CHj.

Die Reaktion kommt allerdings nur dann zustande, wenn Vergérung von Zucker
oder Brenztraubenséure stattfindet, wobei also nascenter Acetaldehyd entsteht,
wie NEUBERG und SIMON* feststellten. Ebenso wie bei der 2. und 3. Vergérungs-
form geht auch hier der Wasserstoff an andere Acceptoren und gibt so zur
Bildung von Glycerin Anlaf. Doch kann das gebildete oder zugesetzte Acetoin
ebenfalls als Wasserstoffacceptor fungieren und wird dabei in 2, 3-Butylen-
glykol verwandelt (NEUBERG und SIMON?).

Der analoge Vorgang wurde sodann auch bei Bakteriengéirungen festgestellt,
so bei Milchsdurebakterien von KLuyverR und DoNKER® und ferner bei B. sub-
tilis, B. Globigii, B. mesentericus durch LemoiGNE’. Yamapa und Kurono®
fanden 2,3-Butylenglykol als regelméfiigen Bestandteil aller Gérprodukte und
stellten fest, dall Bakterien Acetoin und 2,3-Butylenglykol intensiver produ-
zieren als Hefen.

Weiterhin kann nach den Feststellungen von NEUBERG der zugesetzte Acet-
aldehyd auch durch andere Aldehyde ersetzt werden; so kommt es bei Zusatz

von Benzaldehyd zur Bildung von Phenylacetylcarbinol: 06H5-(5HOH'CO-CH3.
Diese Prozesse sind auch bei der zellfreien Gérung, also rein enzymatisch
realisierbar und sollen durch die Carboligase bewirkt werden.

* Maz#: C.r. 156, 1101 (1913).

2 NEUBERG u. WINDISCH: Bio. Z. 166, 454 (1925).

3 NruBERe u. REINFURT: Bio. Z. 143, 553 (1923).

4 NEUBERG u. Smmox: Bio. Z. 156, 374 (1925).

5 NEUBERG u. SmMoN: Bio. Z. 160, 250 (1925).

¢ KLuyver u. DoNkEr: C. 1925 I, 1618.

? LemoreNE: C.r. 186, 473 (1928) — C. 1928 I, 2623,
8 Yamapa u. Kurono: C. 19291, 251.
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Hinsichtlich weiterer Wirkungen der Carboligase sei auch auf die Beobach-
tung von StEPANOW und KusIN! hingewiesen, daf durch Einwirkung der Hefen-
enzyme auf Glyoxylsdure Oxy-oxo-Bernsteinsdure gebildet wird:

(|300H COOH
|

C:0 (6:0)
“NH

+ - + H,0
/OH

H.C.0H CHOH

JZ‘OOH (EOOH

¢) Die Aldolkondensation und die Acetongirung.

AuBler in der soeben besprochenen Art kann der Acetaldehyd auch zu seinem
Aldol kondensiert werden, ein Vorgang, der mit der bereits besprochenen
Aldolisierung der Brenztraubensiure in innigem Zusammenhang zu stehen
scheint, denn in vielen Fillen 148t sich bisher noch nicht mit Sicherheit ent-
scheiden, ob die Aldolisierung bereits auf der Stufe der Brenztraubensiure oder
erst auf der des Acetaldehyds stattfindet. Die wichtigsten Aldolisierungsvor-
ginge sind bereits gelegentlich der Butylgirungen besprochen worden.-

Im Anschluf an die Aldolisierung des Acetaldehyds soll hier die Kondensation
der Essigséure zu Acetessigsdure behandelt werden, der wir im tierischen Stoff-
wechsel sehr hiufig begegnen, die jedoch nicht gerade stets aus Essigsiure
entstanden sein mufl, sondern vielfach gerade als Vorstufe der Essigsdure in
Erscheinung tritt, so bei ihrer Bildung aus Acetaldehyd oder Acetaldol in Durch-
blutungsversuchen (FRIEDMANN2), wobei ihre Bildung jedoch wohl auf oxyda-
tivem Wege erfolgt, wie noch spiter zu besprechen sein wird.

Wichtiger ist fir uns in diesem Zusammenhange die Acetongdrung, bei der
die Acetessigsdure als Zwischenprodukt fungieren diirfte. Neben der bereits
frither behandelten Butylalkohol-Acetongidrung finden wir auch eine acefon-
dthylalkoholische Gdrung, deren Chemismus BArONYI® so zu erkldren sucht,
daB die Gérung bis zum Acetaldehyd ganz entsprechend der rein alkoholischen
Gérung verlduft, dal aber dann ein kleiner Teil des Acetaldehyds zu Alkohol
reduziert, der gréfere zu Acetaldol kondensiert wird, das auf dismutativem
Weg in Alkohol und Essigséure zerfallen soll, worauf die Essigséure weiter iiber
Acetessigsure zu Aceton vergoren wird. Diese Annahme erhilt eine Stiitze
durch den Befund, daf Acetaldehyd, Acetaldol sowie Ca-Acetat vollstdndig
vergoren werden, und zwar das letztere ausschliefllich zu Aceton. Den statt-
findenden Vorgang koénnen wir uns in folgender Weise veranschaulichen:

?Ho (|JOOH COOH O,
2 CHO CH, CH, 2 COOH éHz CH,
r -~ 4 - 4+ & - | - ]
CH, [HOH CH,0H H, co ([JO
|
CH, CH, éHs CH,

Es erscheint jedoch auch moglich, da der Vorgang bis zur Bildung von Alkohol
und Essigsdure im Prinzip analog der Coligdrung, also unter Wasserstoffent-
wicklung verlduft und daB dann weitere Umwandlung der Essigsdure einsetzt.

1 StepaNow u. Kusin: B. 63, 1147, 2473 (1930).
2 FriepMaNN: Hofm. Beitr. 11, 202 (1908).
3 BaronYI: Bio. Z. 169, 125 (1926) — D. Essigind. 30, 406 (1926).



Die anoxybiontischen Umwandlungen der Zerfallsprodukte. 49

Das Verhéltnis Aceton:Alkohol ist 1:3 bis 1:4, wenn als Géarungserreger
B. macerans verwendet wird, dagegen 1:2, bei Verwendung des B. acetodthyli-
cum, was in folgender Garungsgleichung zum Ausdruck kommt:

2 0gH,,0; + H,0 = CH, - CO - CH, + 5 CO, + 2 C,H,0H + 4 H,.

Anhangsweise sei auch noch darauf hingewiesen, dall bei der bakteriellen
Vergirung des Glycerins nach Scrurzr! auch Phoron gebildet wird, dessen
Entstehung wohl auf eine Kondensation des Acetons zuriickzufiihren ist:

CH, CH,
3CH,-CO-CH; = CH,-C:CH-CO0.CH: C-CH, + 2 H,0

d) Die anoxybiontische Umwandlung sonstiger Endprodukte.

1. Umwandlungen des Glyeerins. 1,3- Propandiol wurde bereits vielfach als
Nebenprodukt der Glyceringdrung, und zwar bei der technischen Glycerin-
erzeugung aufgefunden. Vor kurzem konnte von ScrHUTT? auBerdem auch
1,2- Propandiol im Verlauf der Glycerindestillation nachgewiesen werden. Der-
selbe nimmt an, dal} beide Produkte ihre Entstehung nicht der Hefe, sondern
einer nach der Glycerinbildung einsetzenden Nebengérung verdanken.

2. Isopropylalkohol wurde gelegentlich im Kornfuselsl aufgefunden und
entsteht wahrscheinlich bei anormaler Gérung in Gegenwart von Buttersiure-
bakterien. Seine Bildung aus Aceton erscheint moglich. n-Propylalkohol, der
als Nebenprodukt der alkoholischen Gérung bekanntlich aus dem Vorlauf von
Rohspiritusfuselol dargestellt wird, entsteht wie die sonstigen Bestandteile des
Fuselols wohl aus Produkten des EiweiBlzerfalles. NEUBERG und Krera?
erhielten ihn bei Vergérung von a-Ketobuttersdure mittels Hefe.

3. Die Ameisenséiurevergiirung. Wie aus dem bisher Dargelegten ersichtlich
ist, findet bei einer Anzahl von Gérungen, insbesondere durch Bakterien, Bildung
von Ameisensdure statt, die ihre Entstehung wohl dem Zerfall der Brenztrauben-
siure verdankt. Bestimmte Bakterien sind nun befdhigt, die Ameisenséure
weiter in Kohlensdure und Wasserstoff zu zerlegen:

H - COOH = H, + C0,.

4. Sonstige anoxybiontische Umwandlungen der Essigsiure. Wie wir gesehen
haben, fithren verschiedene Wege zur anoxybiontischen Bildung von Essig-
siure. Hier soll nur noch kurz auf deren sonstigen anoxybiontischen Abbau
verwiesen werden. AuBler der bereits erwéhnten Kondensation zu Acetessig-
sdure bei der Acetongirung haben wir als zweiten anoxybiontischen Abbau-
weg der Essigsdure noch auf die Methangdrung derselben hinzuweisen. So
beschrieb Horpe-SEYLER? die bakterielle Spaltung der Essigsdure in Methan

und Kohlensdure:
CH, - COOH = CH, + CO,.

Die Methangérung der Cellulose wurde sodann von OMELIANSKY® eingehend
studiert. Ferner unterliegen der Methangirung auch verschiedene andere
Materialien, und zwar auch EiweiBstoffe, sowie nach SOENGEN® auch die hoheren
Glieder der Fettsdurereihe mit gerader Anzahl von C-Atomen. Wahrscheinlich

1 Scruize: B. 15, 64 (1882). 2 ScruttT: Qe. Ch. Ztg. 30, 170 (1927).

3 NruBERG u. KERB: Bio. Z. 61, 185 (1914).

4 HorpE-SEYLER: H. 11, 561 (1887).

5 OMELIANSKY: Literatur s. bei CzapEx: Biochemie der Pflanzen 1, 371 (1913).
8 S6HNGEN: Dissert. Delft 1906.

Bernhauer, Girungen. 4
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tritt stets die Essigsdure als Zwischenprodukt auf, aus der erst Methan abge-
spalten wird. Ferner beschrieb OMELIANSKY! auch Methanbildung aus Alkohol
durch ein anaerobes Bacterium, wobei 12% Kohlendioxyd und 88% Methan
entstanden.

B. Der oxydative Abbau der anoxybiontischen
Endprodukte.

Es werden hier im wesentlichen jene oxydativen Prozesse zu besprechen sein,
die zur Bildung von Essigsiure als vorldufiges Endprodukt fihren, und zwar
werden wir es einerseits mit Vorgéngen zu tun haben, bei denen die Endprodukte
des anoxybiontischen Hauptvorganges der Zuckerspaltung, also insbesondere
Milchsiure sowie Alkohol der weiteren Oxydation unterliegen, und anderer-
seits werden Prozesse zu behandeln sein, bei denen es sich um den oxydativen
-Abbau jener Produkte handelt, die als Endprodukte von Nebenwegen des Zucker-
umsatzes aufgefalit werden konnen.

1. Der oxydative Abbau der Endprodukte des Hauptvorganges.
a) Die Oxydation der Milchsdure.

Im allgemeinen wird die Milchsdure im anoxybiontischen Stoffwechsel nicht
weiter abgebaut, sondern durch Resynthese in Zucker zuriickverwandelt. Ins-
besondere dann finden wir diesen Weg, die Meyerhofsche Reaktion, realisiert,
wenn im anoxybiontischen Umsatz, insbesondere der tierischen Zelle, grofe
Mengen Milchsiure gebildet worden sind. Weiterhin findet sich diese Erscheinung
dann, wenn der anoxybiontische Stoffwechsel durch den oxybiontischen abge-
lost wird. Es handelt sich dabei wohl hauptséchlich um eine Mafiregel der
Okonomie, auch deshalb, weil bekanntlich nicht nur Milchséiure, sondern auch
andere, wahrend der Anoxybiose reichlich gebildete Abbaustoffe durch Re-
synthese wieder nutzbar gemacht werden. So unterbleibt bekanntlich auch
bei Hefen in Gegenwart optimaler Sauerstoffmengen die Gérung, und der
anaerobe Stoffwechsel wird durch den aeroben abgelést. In Zusammenhang
damit unterliegen hierbei unter diesen Bedingungen nicht nur die Milchséure,
sondern auch die anderen Stoffe des NEUBERGschen Abbauschemas der Re-
synthese zu Kohlehydraten, also Methylglyoxal, Brenztraubenséure, Alkohol,
Acetaldehyd, Essigsiure, Acetessigsiure, wie FURTH und LieBEN?, LUNDINS,
WARKANY* sowie MYRBACK® zeigen konnten. Der Mechanismus der Umwand-
lung, insbesondere der sekundiren Abbauprodukte, ist noch nicht klar; beriick-
sichtigt man jedoch, dal im biologischen Geschehen beim Aufbau vielfach im
Prinzip der gleiche Weg beschritten wird, so wird man wohl nicht sehr fehl-
gehen, wenn man annimmt, daf auch hier der Weg stets wieder iiber die Cs-
Korper geht, wobei allerdings die Cy-Stoffe zunéchst einer weiteren Umwandlung
iiber die Cy-Korper und Abbau derselben unterliegen miiiten, wie noch spater
zu behandeln sein wird. Die Umwandlung der Milchsdure in Zucker geht wohl
iiber das Methylglyoxal, das in Form einer Hydrat- oder Enolmodifikation der
Kondensation zu Zucker unterliegen diirfte, wobei auch die optische Richtung
stattfinden muf.

1 OMELIANSKY: Ann. Past. 30, 56 (1916).

2 ForTH u. LIEBEN: Bio. Z. 128, 144; 132, 165 (1922); 135, 240 (1923).
3 Lunpin: Bio. Z. 141, 310; 142, 454 (1923).

4 WARRANY: Bio. Z. 150, 271 (1924). 5 MyrBAck: H. 139, 272 (1924).
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Dieser Vorgang schlieBt jedoch nicht mit Sicherheit aus, daB nicht auch
ein Teil der Milchsiure einem direkten Abbau unterliegen kénnte, denn ein
strikter Beweis dafiir, daBl die gesamte Milchsdure im oxybiontischen Geschehen
durch Resynthese verschwindet, ist noch nicht erbracht worden. In Fallen,
wo nun die Milchséure einem direkten oxydativen Abbau unterliegt, wird wohl
der Weg fast stets iiber Brenztraubensdure eingeschlagen werden. Bei der
Besprechung der diesbeziiglichen Prozesse werden daher zunichst solche Vor-
ginge zu behandeln sein, bei denen die Brenztraubensaure als solche nicht
mehr weiter angegriffen wird, und solche Prozesse, bei denen die Brenztrauben-
sdure als rasch durchlaufene Zwischenstufe zu betrachten ist.

1. Die oxydative Bildung von Brenziraubensiure.

Welcher Mechanismus bei der Oxydation der Milchsidure zu Brenztrauben-
sdure vorliegt, ist vorldufig nicht entscheidbar. Es kommen dabei zwei Mog-
lichkeiten in Betracht, namlich einerseits ein direkter Ubergang in Brenz-
traubensiure mit Hilfe einer Milchsiuredehydrase (SCENT-GYORGY1?), oder aber
es geht auch hier der Weg wieder iiber das Methylglyoxal, das ja nach allem
die typische Vorstufe der Brenztraubensidure vorstellt, und die weitere De-
hydrierung desselben. Dieser zweite Weg erscheint auch deshalb vielleicht
besser vorstellbar, da die Umwandlung der Milchsdure in Zucker auch iiber
irgendeine Form des Methylglyoxals gehen mufl. Wir haben demnach folgende
Vorginge zu unterscheiden, wobei die Umwandlung der Milchsdure in Methyl-
glyoxal rein schematisch als intramolekularer Austausch von H und OH auf-
gefalt ist:

/0 /0
I COOH COOH 1. (J}(OH T\H (JTOOH
CHOH — H, — C:0 ‘c(H > (‘:\OH — H, - c‘o
\ . | | OH | OH |
CH, CH, CH, CH, CH,

Die Oxydation der Milchsiure zu Brenztraubensiure findet sich bei einer
Anzahl von Organismen realisiert. So fanden BEIJERINCK und FOLPERS? eine
Anzahl von Géarungserregern, die diese Reaktion durchzufithren vermdgen, ohne
die gebildete Brenztraubensaure weiter abzubauen. Ebenso konnten Mazf und
Ruor? feststellen, dafl eine Reihe von Mikroorganismen, wie Oidien, Hefen und
Schimmelpilze, in rein mineralischer Nahrlosung Ca-Lactat zu Ca-Pyruvinat zu
oxydieren vermogen. Aus Zucker bilden diese Organismen gleichfalls Brenz-
traubenséure, wobei auch Milchsdure die Durchgangsstufe vorstellen diirfte, da
der Prozef in Gegenwart von Calciumcarbonat vor sich geht, und dieses bekannt-
lich die Milchsiurebildung sehr férdert. Die genannten Autoren erbrachten
auch den Nachweis, dafl atmosphérischer Sauerstoff fiir diese Milchsdurebildung
unbedingt notwendig ist, daf es sich demnach um einen Oxydationsvorgang
handelt. Mazf4 konnte sodann auch eine groBe Anzahl von Bakterien isolieren,
die diese Reaktion durchzufiihren imstande sind. Die Bildung und Zerstérung
der Brenztraubensiure erfolgte bei den einzelnen Bakterien sehr verschieden
rasch. So wurde Essigsiure in sehr verschiedenen Mengen erhalten, und zwar
zwischen Spuren bis zu 50% der umgesetzten Milchsaure.

1 ScenT-GyOraYI: Bio. Z. 157, 50 (1925).

? BEIJERINCK u. FoLPERS: Kon. Ak. v. Wet. Amst. 18, 1198 (1916).
3 Mazg u. Ruor: C.r. Soc. biol. ¥8, 706 (1916); 79, 336 (1917).

¢ Mazk: C. 1919 1, 960.

4*
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Weiterhin fanden FErNBACH und ScHOEN?, daBl einige Spezialhefen, und
zwar eine ,,mycolevure’‘ und eine Champagnerhefe, in Gegenwart von Calcium-
carbonat in einem synthetischen N&hrboden brenztraubensaures Calcium in
reichlichen Mengen zu bilden vermdgen. KERB? sowie KERB und ZECKENDORF3
zeigten, dal} hierbei die Brenztraubenséure aus Milchséure auf oxydativem Wege
entsteht und daf Kulturhefen diese Reaktion nicht durchzufithren vermdégen.
Weiterhin berichten QUaSTEL* sowie KAYSER® iiber die analoge Oxydation der
Milchsaure, und ferner WALKER und CoPPock® mittels Asp. niger.

2. Sonstige oxydative Umwandlungen der Milchsiure.

a) Oxydative Spaltungen. DafB Milchséiure durch verschiedene Organismen
relativ leicht oxydierbar ist, ergibt sich auch daraus, dal ihre Spaltung durch
Trockenhefe in Gegenwart von Methylenblau zu dquivalenten Mengen Acet-
aldehyd und Kohlendioxyd sehr héufig beobachtet worden ist, so durch HarDEN
und Norris?, PALLADIN und LOWTSCHINOWSKAJAS, PALLADIN, SABININ und
LowTSCHINOWSKAJA ®, PALLADIN und SABININ! sowie LEBEDEwW.

Nach Maz£'* wird Milchsdure durch eine dem Bac. aethaceto-succinicus
Frankland &hnliche Mikrobe gleichzeitig zu Essigsdure und Ameisensiure oxy-
diert und zu Alkohol und CO, vergoren, etwa gemif dem Schema:

o, c|00H H.COOH

(|3H20H - (IﬁHOH—}-O - COOH
l

CH, CH, CH,

b) Oxydative Kondensationen. Auch diese verlaufen wohl in der Regel
iber Brenztraubensiure bzw. Acetaldehyd; so wird Milchsdure nach Mazf!?
durch Mycoderma aceti vornehmlich in Methylacetylcarbinol umgewandelt.
Weiterhin fand der gleiche Autor® zwei Bakterienarten, die ebenfalls Acetoin
aus Milchsdure bilden, aullerdem aber auch Diacetyl. Diese Produkte werden
wohl gemif den folgenden Gleichungen gebildet:

CH, - CHOH - COOH + CH, - CO - COOH + O = CH, - CHOH - CO - CH, + 2 CO, + H,0
2 CH, - CO - COOH + O = CH, - CO - CO - CH, + 2 CO, + H,0.

Gegen die Annahme, daB das Diacetyl durch direkte Oxydation aus dem Acetoin
entsteht, spricht nach dem genannten Autor die Tatsache, dal Butylenglykol
stets vollig fehlt. Die von ScEMALFUSS und BARTHMEYER! sowie vaN NIEL,
Kruyver und DErx'® beobachtete Bildung von Diacetyl in Milchkulturen von
Milchsédurebakterien, wodurch das Butteraroma zustande kommt, sei hier nur
nebenbei erw#dhnt, da noch nicht entschieden ist, welchem Mechanismus es
seine Entstehung verdankt.

1 FeErNBACH u. ScHOEN: C.r. 157, 1478 (1913); 158, 1719 (1914); 170, 764 (1920).
2 KerB: B. 52, 1795 (1919).

3 KERB u. ZECKENDORF: Bio. Z. 122, 307 (1921).

4 QuasTeL: Bioch. J. 19, 304 (1925).

5 Kavser: Bull. Soc. Chim. biol. 6, 234 (1924).

6 WarLker u. Coprock: Soc. 1928, 803.

? HArRDEN u. Norris: Bioch. J. 9, 332 (1915).

8 PALLADIN u. LOWTSCHINOWSKAJA: Bio. Z. 63, 137 (1914).

9 PALLADIN, SABININ u. LowtscHINOWSKAJA: C. 19251, 1015.
10 PArLApIN u. SaBiniv: C. 1925 I, 2314.

11 T,gBEDEW: Bioch. J. 11, 189 (1917).

12 Mazg: C.r. 156, 1101 (1913). 13 Mazg: C. 1919 1, 960.

14 ScHMALFUSS u. BarRTHMEYER: H. 176, 282 (1928).

15 vaN Nr1erL, KLuyver u. DErx: Bio. Z. 210, 234 (1929).
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3. Anhang: Der oxydative Abbau der Brenztraubensiure.

a) Spaltung. Die oxydative Spaltung der Brenztraubensiure fithrt zu
Essigsdure und CO,. Wie der Vorgang hierbei ablduft, ist wohl noch unent-
schieden. Es kommen dabei drei Moglichkeiten in Betracht, namlich einer-
seits der primére Zerfall in CO, und Acetaldehyd und Oxydation desselben zu
Essigsaure, und andererseits Zerfall in Ameisensdure und Essigsdure und Oxy-
dation der ersteren zu CO, und schlieflich eine direkte Oxydation der Brenz-
traubensdure zu CO, und Essigséure.

b) Kondensation. Zur Erklirung der Bernsteinsiurebildung im tierischen
Organismus haben vor kurzem TOENISSEN und BRINKMANN! angenommen, dafl
dieselbe aus Brenztraubenséure nach deren Kondensation zu «,a’-Diketoadipin-
sdure hervorgehen kénnte; hierauf wird noch zurtickzukommen sein.

b) Die Essigsiduregirung.

Wihrend unter den Endprodukten des anoxybiontischen Hauptvorganges
des Zuckerabbaues die Milchséure in einem relativ frithen Stadium des Zucker-
zerfalles gebildet wird, ist bis zur Bildung des Alkohols ein weiter Weg zu durch-
laufen, wie wir bereits gesehen haben. Der Alkohol selbst kann im anoxybionti-
schen Stoffwechsel nicht mehr weiter abgebaut werden, sondern seine weitere
Verwertung liegt auf oxybiontischem Gebiete und besteht in seiner Oxydation
bzw. Dehydrierung unter Teilnahme des Luftsauerstoffes zu Essigsdure. Mit
diesem Vorgang werden wir uns hier eingehender zu beschéftigen haben.

1. Organismen der Essigsduregirung.

Die Tatsache, dal verdiinnte alkoholische Losungen beim Stehen an der
Luft sauer werden, wurde bereits seit den altesten Zeiten fiir praktische Zwecke
benutzt. 1807 beobachtete CraPTAL die Bildung einer Haut an der Oberfliche
derartiger Fliissigkeiten (Kahmhaut), 1834 entwickelte DOBEREINER? eine
Garungsgleichung fiir den stattfindenden Vorgang, und 1837 zeigte KUTzIng?
sowie spiter THoMsoN%, dafl die Essigsdurebildung durch Mikroorganismen
bewirkt wird. Nachdem sodann PAsTEUR® im Gegensatz zu LieBie auch hier
fir die vitale Erklirung des G#rungsvorganges eintrat, wurde sodann eine
bakteriologische Analyse des Garungserregers insbesondere durch HANSEN® ange-
bahnt, und es gelang ihm, zu zeigen, dafl PasTEURs ,,Mycoderma aceti® aus
einer Anzahl verschiedener Bakterien besteht, von denen er zwei Arten zu iso-
lieren vermochte, nimlich das B. aceti und das B. Pasteurianum. Sodann folgte
1886 die Entdeckung des B. xylinum durch BrowN?, sowie 1894 die des
B. Kiitzingianum durch HANSEN®, und weiterhin konnte durch die Arbeiten
von HENNEBERG®, PETERS0, ZEIDLER!!, WERMISCHEFF2, LAFAR, BANNING14,
SAZERACIS, FUHRMANNIS TARATASHIY, PEROLD!S, LETELLIER!?, JANKE20, DE ROsS12!

! ToENISSEN u. BRINkManN: H. 187, 137 (1930). 2 DOBEREINER: J. pr. 8, 321 (1834).

® Korzing: J. pr. 11, 390 (1837). _* TmomsoN: A. 83, 89 (1852).

5 PasTEUR: C.T. 54, 265 (1862) — REtudes sur le vinaigre. Paris 1868.

¢ HansEN: Meddel. fra Carlsberg-Lab. 1 (1879). 7 BrowN: Soc. 49, 432 (1886).

8 HaNSEN: Med. fra Carlsberg-Lab. 4, 265 (1894).

® HENNEBERG: C. Bact. IT 3, 223 (1897) — D. Essigind. 10, 89 (1906).

10 PrrERS: Bot. Z. 1889, 405. 1 Zzmiprer: C. Bact. IT 2, 729 (1896).

12 WERMISCHEFF: Ann. Past. 1893, 213.

13 Larar: C. Bact. IT 1, 129 (1895) — Handb. d. techn. Mykol. 5, 539 (1913).

14 Bannine: C. Bact. IT 8, 395 (1902). 15 Sazerac: C.r. 137, 90 (1903).

16 FuHRMANN: Beih. Bot. Zbl. 19 I, 1 (1905).

17 Tagamasa1: J. Coll. Agr. Tokio 1, 103 (1909). 18 Prrorp: C. Bact. IT 24, 13 (1909).

1 LeTELLIER: Bull. Soc. Bot. Genevre (2) 7, 25 (1915).

20 JankEe: C. Bact. IT 45, 1 (1916). 2 Dr Rosst: Staz. Sper. Agr. Ttal. 50, 529 (1917).
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und anderer Autoren eine grofie Reihe weiterer Essigsiurebakterien aufgefunden
werden. Fiir die Essigsiurebakterien ist vielfach auch der speziellere Name
Acetobacter vorgeschlagen worden. Aus neuerer Zeit stammt von VISSER T
Hoorr?! eine zusammenfassende Bearbeitung dieser Bakteriengruppe, und ins-
besondere sei auf die Monographie von HENNEBERG? hingewiesen. Im allge-
meinen kénnen wir Weinessigbakterien (z. B. B. ascendens), Bieressigbakterien
(z. B. B. Pasteurianum) und Schleimessigbakterien (z. B. B. xylinum) unter-
scheiden. Als besonders wirksame Bakterien bezeichnete HENNEBERG 3 B. orleanse
und B. xylinoides.

Neben den Essigbakterien ist die Anzahl der sonstigen Organismen, die
Alkohol zu Essigsdure zu oxydieren vermdogen, recht gering. So berichtet LAFAR 4
iiber einen SproBpilz, der Alkohol in sehr verdiinnter Lésung rasch zu Essig-
siure zu oxydieren vermag. Weiterhin beobachtete Yamapa5, dafl auch Saké-
hefe imstande ist, Alkohol bis zu Essigsiure zu oxydieren. Ferner setzt der
Befund von BurkEwirscE und FEDOROFF® iiber die Bildung von Bernstein-
sdure und Fumarsiure aus Alkohol durch Rhizopus nigricans wohl die inter-
medidre Bildung von Essigsiure voraus.

2. Bedingungen der Essigsiurebildung.

Hinsichtlich der zur Essigséurebildung geeigneten Kohlenstoffquellen ist zunichst
sehr bemerkenswert, dal die eigentlichen Essiggirer ganz spezifisch auf die
Oxydation von Alkohol eingestellt sind und Zucker gar nicht mehr zu spalten
vermégen. Weiterhin ist von Interesse, dafl viele dieser Bakterien (z. B. Aceto-
bacter suboxydans) auch die gebildete Essigsiure nicht mehr weiter abbauen
konnen. Natiirlich schlieBen sich an diese Bakterien Ubergangsformen an, die
auch Zucker spalten, und andererseits wieder solche, die Essigsdure weiter
abbauen (z.B. der im Bieressig vorkommende Acetobacter rancens), bis zu
Bakterienformen, bei denen vollstdndige Verbrennung des Alkohols zu Wasser
und Kohlensdure stattfindet, bei denen wir demnach nur noch von ,,Atmung‘
sprechen kénnen. So fanden z. B. LAFAR und SEIFERT?, dal die gebildete Essig-
sdure wieder verbrannt werden kann.

An dieser Stelle sei jedoch noch darauf hingewiesen, dal nach Untersuchungen
von NEUBERG und WINDISCH® durch Essigbakterien auch Brenztraubensiure
und Oxalessigssure angegriffen werden, wobei zunichst durch Carboxylase-.
wirkung CO,-Abspaltung unter Bildung von Acetaldehyd stattfindet, der dann
in Essigsaure iibergefiihrt wird.

Hinsichtlich der Komnzentration, in der der Alkohol noch verarbeitet werden
kann, ist im allgemeinen zu sagen, daBl meist nur relativ verdiinnte Losungen
angegriffen werden konnen. Je nach der Bakterienart schwankt die gerade
noch ertragliche Alkoholkonzentration zwischen 5 und 11 Vol.-%, im aller-
hochsten Fall werden noch 15% ertragen.

Der Verlauf der Sdurebildung ist von einer Anzahl von Faktoren ab-
hangig. Was zunichst die Konzentration, bis zu der Essigsiure angehduft
werden kann, anbelangt, so hingt dieselbe gleichfalls von der jeweiligen

! Visser 'THoorT: Dissert. Delft 1925.

? HENNEBERG: Handb. d. Gérungsbakt. 1926.

3 HEnNEBERG: D. Essigind. 11, 261 (1907).

4 Larar: C. Bact. 13, 687 (1893).

5 Yamapa: C. 1928 II, 2479.

¢ BuTkEwIrscE u. FEDOROFF: Bio. Z. 219, 103 (1930).

7 LAFAR u. SEIFERT: C. Bact. 1, 136 (1895); 3, 394 (1897).
8 NruBERG u. WIinNDIscH: Bio. Z. 166, 454 (1925).
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Bakterienart ab. Die oberste Grenze ist nach HENNEBERG bei den einzelnen
Bakterien folgende:

B.oxydans . . . . . .. ... 2 %
B. acetigenum . . . . . [P, 2,7,
B. Pasteurianum. . . . . . . . . . .. 6,2,,
B.acetosum . . . . . . . . .. .. L. 6,6 ,,
Boaceti. . . . . . . . .. ... .. 6,6 ,,
B. Kiitzingianum . . . . . . . . . .. 6,6 ,,
B. Schiitzenbachii . . . . . . . . . .. 10,9 ,,

Mehr als 14% scheinen von keiner Art vertragen zu werden. (Vgl. auch
STEINMETZ! sowie BorOrNYZ2) Hinsichtlich des eigentlichen Verlaufes der
Saurebildung s. JANKES.

Sauerstoffzutritt ist fiir den regelrechten Ablauf der Essigsiurebildung natiir-
lich unbedingt erforderlich, da es sich ja um eine typische Oxydationsgirung
handelt.

Als giinstigste Temperatur sind nach HENNEBERG 20—30° anzusehen; auch
hier ist das Temperaturoptimum selbst bei den einzelnen Bakterienarten ver-
schieden und kann vielfach sogar recht stark variieren. Unter 10° und iiber 45°
findet nur sehr langsame Sduerung statt, die unterste Grenze der Essigsiure-
bildung scheint bei 5—8° zu liegen; andererseits findet iiber 45° vollige Sistie-
rung des Prozesses statt.

Hemmung der Essigsdurebildung findet durch Lichtzutritt-  statt; nach
ToriMEI* sowie nach HENRI und ScENITZLER?® sollen die ultravioletten Strahlen
schadigend wirken, insbesondere in Gegenwart von Sauerstoff.

Forderung der Essigsauregdrung findet nach BERTRAND und SazErAcC® bei
B. aceti durch Zusatz von Mangansalzen statt, und zwar innerhalb gewisser
Grenzen proportional der Mangankonzentration. HIRSCHFELD? berichtete iiber
eine Forderung der Garung durch sehr geringe Mengen von Mineralsidure, doch
konnte HENNEBERG dies nicht bestatigen. In neuester Zeit untersuchten RosSEN-
BLATT und MorDEOWITSCH® den Einflufl verschiedener Elemente in Form ihrer
Sulfate auf die Essigsiuregirung durch B. Pasteurianum und B. vini; Nickel
und Kobalt zeigten hierbei in gewissen Konzentrationen stimulierende Wirkung,
bei Mangan und Eisen lie sich keine so stark aktivierende Wirkung feststellen,
dafiir zeigte sich aber auch der hemmende Einfluf} erst spéter als bei den anderen.
Hinsichtlich der Giftigkeit wurde die Reihe: Ni > Co > Fe > Mn aufgefunden.

3. Chemismus der Essigsiduregirung.

a) Die Bildung von Acetaldehyd. Acetaldehyd findet sich fast stets als
Stoffwechselprodukt der Essigsaurebakterien, wenn auch meist nur in kleinen
Mengen; derselbe stellt demnach die Durchgangsstufe auf dem Wege zur Essig-
saure dar. Weiterhin ist aus der Praxis der Essiggirung bekannt, daB bei
unrichtiger Fithrung des Géarprozesses Acetaldehyd in bedeutenden Mengen
auftreten kann. Ferner bildet nach HENNEBERG® das B. industrium sogar
recht erhebliche Mengen von Acetaldehyd; auch auf die Beobachtungen von
PERRIER! sei hier noch hingewiesen. '

1 SrenmEeTz: Ch. Z. 1892, 1723. 2 BoxorNY: C. Bact. IT 12, 484 (1904).
3 JANKE: C. Bact. IT 45, 145, 536 (1916); 46, 545 (1916).

4 Tormer: Justs Jb. 1, 528 (1891).

5 HenrI u. ScaNiTzLER: C. r. 149, 312 (1909).

¢ BERTRAND u. SazErac: C.r. 157, 149 (1913) — Ann. Past. 29, 178 (1915).
7 HirscrFELD: Pfliig. Arch. 47, 510 (1890).

8 ROSENBLATT u. MorprOowIiTscH: C. 1929 II, 2271.

9 HexNEBERG: C. Bact. IL 3, 933 (1897).

10 PerriEr: C.r. 151, 163 (1909).
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Durch Anwendung des Abfangverfahrens (und zwar mittels Ca-Sulfit) gelang
es sodann NEUBERG: und NORD! erhebliche Mengen von Acetaldehyd anzu-
reichern, so dal das Durchlaufen der Aldehydstufe und damit ein zweiphasiger
Reaktionsverlauf vollig gesichert erscheint.

Anhangsweise sei hier noch auf die oxydative Bildung anderer Aldehyde aus
den betreffenden Alkoholen hingewiesen. So erhielt YAMADAZ mittels zweier
Hefearten Propyl-, n-Butyl-, Isobutyl- und Isovaleraldehyd aus den betreffenden
Alkoholen; weiterhin auch Aceton aus Isopropylalkohol, wobei die Schwierig-
keit der Oxydation umgekehrt proportional der Loslichkeit der Alkohole in
Wasser zu sein schien. Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton durch
B. Pasteurianum beobachtete MULLER®. Auf die Oxydation verschiedener Alko-
hole bis zu den Sauren wird spéater zuriickzukommen sein.

Hinsichtlich der Enzymchemie des Uberganges von Alkohol in Aldehyd ist
zundchst darauf hinzuweisen, daBl es BUcENER und MEISENHEIMER? sowie
BucHNER und GAUNT® zum erstenmal gelang, mittels der Acetonmethode Dauer-
praparate von Essigsdurebakterien zu gewinnen, in denen die Alkoholdehydrase,
das bei der in Frage stehenden Umwandlung wirksame Ferment, vorhanden
war. Aus PreBséften konnte jedoch kein Enzym gewonnen werden, und nach
RoraeNBacH und EBERLEIN ¢ sowie nach RoTHENBACH und HorrManN7 ist die
Wirkung von Acetonpriparaten wesentlich geringer als die der lebenden Essig-
bakterien (s. auch MtLLER?). Auch WIELAND und BERTHO® gelang es wegen der
auBerordentlichen Widerstandsfahigkeit der Bakterienzellwénde weder mit Toluol,
Chloroform oder Essigester noch mit Kochsalz wirksamen Zellinhalt zum Austritt
zu bringen, und auch Einfrieren in fliissiger Luft fithrte nicht zum gewiinschten
Ergebnis. Dagegen gelang es, Alkoholdehydrasen aus tierischen Zellen zu isolieren
(BaTELLIund STERN?), wihrend bei Pflanzen der Nachweis des Fermentes noch nicht
gelungen ist. Das tierische Ferment dehydriert unter Sauerstoffaufnahme Athyl-
alkohol, und ebenso Methyl- und Propylalkohol, ferner Glykol, Benzylalkohol,
Saligenin. Als reichstes Organ an Alkoholdehydrase erwies sich die Pferdeleber.

b) Die Bildung der Essigséiure aus dem Acetaldehyd. NruBERG und WiN-
DIscHY kamen zunéichst zu dem Ergebnis, dafl der aus dem Alkohol durch Oxy-
dation gebildete Acetaldehyd auch hier eine Dismutation zu Alkohol und Essig-
sdure eingeht, und wiesen dies auch bei anaeroben Kulturen von B. ascendens,
B. Pasteurianum und B. xylinum nach, wobei der Vorgang sowohl in saurer
Losung als auch in Gegenwart von Calciumcarbonat vor sich ging. Weiterhin
suchten die genannten Autoren diese Dismutation auch unter aeroben Be-
dingungen nachzuweisen, wobei sie allerdings nur sehr wenig Alkohol auf-
finden konnten, was sie mit gleichzeitiger Weiteroxydation desselben erkldrten.
Die Autoren kommen so zum Ergebnis, daB bei der Essigsdurebildung aus Alkohol
ein .,,Zickzackpfad eingeschlagen werde, und zwar:

Alkohol Alkohol Alkohol
AN v AN i
N / N /
Aldehyd Aldehyd usw.
\\ AN
Essigsaure Essigsture

1 NruBERG u. Norp: Bio. Z. 96, 158 (1919). 2 Yamapa: C. 1928 II, 2479. .

3 MiLLER: Bio. Z. 238, 253 (1931). 4 BUCHNER u. MEISENHEIMER: B. 36,634 (1903).

5 BUCHNER u. GAUNT: A. 349, 140 (1906).

¢ RoTHENBACH u. EBERLEIN: D. Essigind. 9, 233 (1905).

7 RoTHENBACH u. HorrManN: D. Essigind. 11, 41, 422 (1907) — Z. {. Spiritusind. 30,
368 (1907). 8 WIELAND u. BERTHO: A. 467, 97 (1928).

9 BATELLI u. STERN: Bio. Z. 28, 145 (1910).

10 NruBERG u. WinpiscH: Naturw. 13, 993 (1925) — Bio. Z. 166, 454 (1925).



Der oxydative Abbau der Endprodukte des Hauptvorganges. 57

Sodann suchten auch noch NEUBERG und MowriNAri! die Annahme, daBl bei
der Essigsduregirung der zunichst gebildete Acetaldehyd auf dismutativem
Wege in Essigsdure tbergeht, durch weitere Versuche mit B. ascendens und
B. xylinum zu stiitzen, indem sie feststellten, daf die Dismutation von zuge-
setztem Acetaldehyd auch beim Schiitteln mit Luft oder reinem Sauerstoff
stattfindet. Den Standpunkt, dal es sich hierbei um eine Dismutation des
Acetaldehyds handelt, hat tibrigens bereits HEIMROD und LEVENE? vertreten.

Im Gegensatz zu dieser Anschauung gelangten jedoch WIELAND und BERTHO3
zum Ergebnis, daB die dismutativen Leistungen von Essigbakterien, wie
B. orleanse, B. Pasteurianum und B. ascendens, auBlerordentlich gering sind, in
Ubereinstimmung mit My®RBAcK, v. EULER und SANDBERG%, und kommen so
zur SchlubBfolgerung, dafll es vollkommen ausgeschlossen erscheint, dall der
Dismutationsvorgang bei der Essigsauregirung durch B. orleanse eine biologische
Zwischenreaktion von erheblicher Bedeutung bilden kénne. Denn wenn dabei
eine CANNIZEROsche Reaktion stattfinden wiirde, so miilte dieselbe mit auBer-
ordentlich grofler Geschwindigkeit verlaufen, was mit den Tatsachen nicht
iibereinstimmt, wie auch aus den Versuchen von NEUBERG und WINDISCH
selbst hervorgeht. In den Versuchen von WIELAND und BERTHO mit B. orleanse
erwies sich die Bildungsgeschwindigkeit der Essigsaure bei solchen Dismutations-
versuchen von ganz anderer Grolenordnung als die Bildungsgeschwindigkeit
derselben unter aeroben Bedingungen. Wihrend im ersten Fall erst nach fast
6 Tagen ein 77proz. Umsatz erreicht war, waren im aeroben Versuch bereits
nach 160 Minuten 80% des erforderlichen Sauerstoffs verbraucht und nach
340 Minuten konnte bereits die theoretisch mogliche Essigsduremenge nach-
gewiesen werden. Bei Versuchen mit B. Pasteurianum erreichte die Geschwindig-
keit der Dehydrierungsreaktion rund das 100fache von der der Dismutation.
Aus ihren Versuchen schlieBen die Autoren, daf nicht nur der Alkohol zum
Acetaldehyd, sondern auch dieser direkt dehydriert wird und so in Essigsdure
iibergeht. So konnte WIELAND® auch bereits frither zeigen, dafBl Essigsaure-
bakterien imstande sind, Alkohol und Acetaldehyd auch ohne Sauerstoff zu
Essigséure zu vergiren, wenn ihnen an seiner Stelle Chinon oder eine andere
chinoide Verbindung, wie Methylenblau, zur Verfiigung steht; die Wirkung des
Fermentes besteht demnach in einer Aktivierung der an der betreffenden Um-
setzung beteiligten Wasserstoffatome des Alkohols sowie des Aldehyds. Bei
Feststellung der Umsatzzeiten in Versuchen mit Sauerstoff sowie Chinon fanden
WiBLAND und BERTHO sehr gute Ubereinstimmung; Chinon erwies sich dem-
nach als Wasserstoffacceptor bei der Essigsauregirung als ebensogut geeignet
wie freier Sauerstoff. Weiterhin schlieBen die Autoren aus ihren Versuchen,
dafl die Dehydrierung des Alkohols durch das gleiche Enzym beschleunigt
wird, gleichgiiltig, ob Chinon oder Sauerstoff als Acceptor zugegen ist. Dagegen
wirkte Methylenblau weitaus schwécher als Sauerstoff oder Chinon. Fiir den
Ubergang des Acetaldehyds in Essigsdure nehmen die genannten Autoren den
Weg iiber das Aldehydhydrat an, gemiB dem Schema:

CH, - C(:0)H — CH, - CH(OH), —2 H ~> CH, - C(:0)OH.

Anhangsweise sei hier noch die Oxydation anderer Alkohole zu den betreffenden
Sduren besprochen. Uber die Oxydation von Methylalkohol zu Ameisensdure

1 NEUBERG u. MoriNarr: Naturw. 14, 758 (1926).

2 HemvroD u. LEVENE: Bio. Z. 29, 31 (1910).

3 WieLaND u. BERTHO: A. 467, 95 (1928).

4 MYRBACK, V. EULER u. SANDBERG: C. 1928 1I, 258,
5 WierLanD: B. 46, 3335 (1913).



58 Der oxydative Abbau der anoxybiontischen Endprodukte.

durch Essigbakterien liegt eine alte Beobachtung von NAGELI' vor, die aller-
dings einer Uberpriifung bediirfen wiirde. n-Propylalkohol wird nach den
alteren Angaben von BROWN? zu Propionsiure cxydiert; weiterhin liegen hier-
itber Feststellungen von SEIFERT und anderer Autoren vor, so auch von HENNE-
BERG®. Nach BucHNER* wird Propylalkohol auch von Bakterienpréparaten
angegriffen. Yamapa’ beobachtete ferner, dafl auch Sakéhefe Propylalkohol
iiber Propylaldehyd zu Propionsidure zu oxydieren vermag. n-Butylalkohol
sowie Isobutylalkohol wird nach NEuBERG und WinDIscH (10, S. 56) im Gegensatz
zu den Angaben alterer Autoren von Essigbakterien nicht angegriffen; ebenso-
wenig Amylalkohol.

Dafl auch Pilze zur Oxydation verschiedener Alkohole zu Sauren befdhigt
sind, geht aus der Untersuchung von Emrricu® hervor, derzufolge in Kulturen
von Willia anomala auf Methyl-, Athyl- und Amylalkohol Ameisen-, Essig-
und Valeriansdure nachgewiesen werden konnten.

Die Oxydation der Glykole usw. wurde bereits in anderem Zusammenhange
besprochen.

Hinsichtlich der bei der Oxydation des Alkohols auftretenden Nebenprodukte
wurde vereinzelt Milchsdure und Bernsteinsiure beobachtet, haufiger wurde
die Bildung von Acetyl-Methylcarbinol beschrieben, das seine Entstehung
wohl der Kondensation des Acetaldehyds verdankt. Ebenso ist die Angabe
von FARNSTEINER?, dall bei der Essigsduregirung ein dem Acetol &hnlicher
Korper erzeugt wird, wohl auf die Bildung von Acetoin zu beziehen.

2. Der oxydative Abbau sekundirer Umwandlungsprodukte.
a) Der Abbau der Fettsduren.

Sowohl im tierischen wie pflanzlichen Organismus erscheint Fett sehr hiufig
als Oxydationsmaterial fiir die Energiegewinnung bei der Sauerstoffatmung.
Da das Verschwinden von Fett vielfach mit dem Auftreten von Kohlehydraten
verbunden ist, liegt es nahe, einen Zusammenhang zwischen den beiden Vor-
gingen anzunehmen, doch ist es noch nicht erwiesen, ob die Veratmung von
Fett stets tiber Zucker als Zwischenprodukt geht. Die Erklarung der Bildung
von Zucker aus dem Glycerinanteil des Fettes wiirde an und fiir sich auf keine
besonderen Schwierigkeiten stolen, dagegen ist jedoch eine konstitutionelle
Beziehung zwischen den Fettsiuren und dem Zucker in keiner Weise ersicht-
lich, und ein Ubergang derselben in Zucker setzt jedenfalls eine tiefgreifende
primdre Spaltung voraus, unter Bildung von Korpern, die sodann synthetisch
in Zucker umgewandelt werden konnen. Hinsichtlich des ersten oxydativen
Angriffs auf Fettsduren kommen zunichst verschiedene Moglichkeiten in Be-
tracht, je nachdem, an welchem C-Atom die primire Oxydation einsetzt. Da
nun beim Abbau von Fettsiuren vielfach das Auftreten von Bernsteinsdure
beobachtet wurde, suchte man sich auch eine Vorstellung iiber eine direkte
Bildung derselben aus den Fettsduren zu bilden. Als Moglichkeit wurde dabei
von Spir0® die Dehydrierung am y- und §-C-Atom in Erwégung gezogen, unter
Bildung einer Doppelbindung, an der sodann Hydratisierung und Aufspaltung
stattfinden konnte, unter Bildung von Bernsteinssure. Eine derartige Spaltung

L Niceri: Theorie d. Gérung, S.110. 1879. 2 Browx: Soc. 1, 172 (1886).
3 HeEnNEBERG: C. Bact. IT 4, 14, 71 (1898).

4 BUucHNER: A. 349, 140 (1906). 5 Yamapa: C. 1929 11, 2479.

¢ ErriicH: Bio. Z. 36, 477 (1911). :

7 FARNSTEINER: Z. Unt. Nahr. u. GenuBm. 15, 321 (1908).

8 Spiro: Bio. Z. 127, 299 (1923).
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wurde jedoch biologisch noch nie beobachtet, doch ist ein solcher Vorgang von
CLuTTERBUCK und RaAPER! durch Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd fest-
gestellt worden. Andererseits denkt v. EULER? z. B. beim Zerfall der Stearin-
sédure an eine y-Oxydation unter Bildung von je drei C;-Kérpern und von je 3 Mol
Brenztraubensiure, oder an einen Zerfall iiber Nonylaldehyd zu Ketobutter-
sdure usw. Neben diesen Vorstellungen, die vielfach recht unbegriindet er-
scheinen, kommt jedoch insbesondere der Vorgang der «- und §-Oxydation als
Abbauprinzip der Fettsiuren in Betracht.

1. Die B-Oxydation der Fettsiuren. Wenn wir von der Uberlegung aus-
gehen, dafl wohl auch beim Abbau der Fettsduren der Weg im Prinzip in ana-
loger Weise verlaufen wird, wie bei der Synthese derselben aus Spaltstiicken
des Zuckers, so sehen wir, dafl die sogenannte f-Oxydation der Fettsturen in
guter Ubereinstimmung hiermit steht, denn der Aufbau der Fettsiuren erfolgt
wohl, wie wir frither gesehen haben, auch aus C,-Stiicken, und an derselben
Stelle, an der diese bei der Synthese hydriert worden waren, werden sie nun
wohl wieder dehydriert. So haben wir nach allem auch bei iiberlebenden Organen
das Bild der f-Oxydation vor uns.

Bei diesem Oxydationsvorgang ist insbesondere unsicher, welches das erste
Produkt ist. Es kommt dabei entweder die f-Ketosiure oder die f-Oxysiure
oder schlieBlich eine &-f-ungesittigte Séure in Betracht. Nach Daxrin® werden
diese alle gleich leicht weiter oxydiert, z. B. durch Leber. So untersuchte SToxoE*
die Einwirkung von Pilzen, insbesondere Penizillien auf KokosnufB36l, und auch
DErx5 studierte die Oxydation von Fett durch Pilze. Beide Autoren erhielten
Methylketone verschiedener hoherer Fettsiuren, und nehmen an, dafl f-Keto-
sduren die priméren Oxydationsprodukte der Fettsiuren vorstellen. Die Oxy-
dation von Wachs durch Mikroorganismen untersuchte in neuerer Zeit Taussoxn®.
Bei Versuchen von CopPock, SUBRAMANIAM und WALKER? iiber die Einwirkung
von Aspergillus niger auf das Ca-Salz der n-Buttersdure zeigte sich, da Croton-
sédure nicht entsteht, dagegen konnte aber 5-Oxybuttersiure, Acetessigsiure und
Aceton aufgefunden werden. Der Abbau der Buttersiure verliuft demnach in
diesem Falle wohl gemd dem Schema:

COOH (COOH COOH CO,
| | |
CH, CH, CH, CH,
CH, +0 CHOH—H, .0 .0
| 1 !
H, CH,) CH, CH,

In analoger Weise wurde nach den genannten Autoren n-Valeriansdure abge-
baut, wobei f-Oxyvaleriansiure und Methyl-Athylketon erhalten wurden und
das Stadium der Ketosdure wohl gleichfalls durchlaufen wird. Es kann daher
auf folgenden Reaktionsverlauf geschlossen werden:

COOH (COOH COOH CO,
C, CH, bn,  om,
éHz +0 - ClI-IOH—H2 - (l] 0 é :0
CH, CH, cw,  om,
Cm, iy m,  om,

1 CLUTTERBUCK u. RAPER: Bioch. J. 19, 385 (1925). 2 v. EuLERr: Bio. Z. 164, 18 (1925).
3 DagIN: J. Biol. Chem. 56, 43 (1923). ¢ StoxoEk: Bioch. J. 22, 80 (1928).

5 DErx: Proc. K. Akad. Wetensch. Amsterd. 28, 96 (1925).

6 TAUSSON: Bio.Z.193,85(1928). 7 CoPPOCK, SUBRAMANIAMU. WALKER: Soc. 1928, 1422,
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Der Reaktionsverlauf ist in diesem Falle auch deshalb von Interesse, weil daraus
hervorgeht, daBl auch eine Fettsdure mit ungerader Anzahl von C-Atomen in
analoger Weise abgebaut werden kann, wie solche mit gerader Anzahl von
C-Atomen. Weiterhin wurde bei Einwirkung von Aspergillus niger auf Iso-
valeriansdure Aceton erhalten, was den folgenden Reaktionsverlauf nahelegt:

COOH COOH COOH
I
éHz CH, (l>H3
| - é —_
C-H+O - OH co
N AN N
CH, CH, CH, CH, CH, CH,

Im Gegensatz hierzu kommt nach AckrIN! die f-Oxystufe der Fettsturen
nicht als Vorstufe der Ketone in Betracht, da f-Oxybuttersidure, f-Oxycapron-
séure usw. durch Pen. glaucum nicht zu den betreffenden Ketonen abgebaut
wurden. Die Oxyfettsduren sollen erst aus den Ketonen entstehen und dann
weiter zu Kohlendioxyd und Wasser zerfallen.

Der weitere Abbauweg der - Ketosduren scheint ein zweifacher sein zu kénnen,
und zwar:

a) Entweder findet wie in den oben behandelten Fallen f-Decarboxylierung,
unter Bildung der betreffenden Methylketone statt, wie auch die in der Natur in
zahlreichen #therischen Olen vorkommenden verschiedenen Methylketone ihre
Entstehung wohl einem &hnlichen Reaktionsmechanismus verdanken mdogen.
Nach AckrLIN! werden mit Ausnahme der Buttersiure und Valeriansiure
sdmtliche untersuchten normalen Glieder der Fettsiurereihe (n-Capronsiure bis
n-Myristinsgure) durch Penicillium glaucum in die betreffenden Methylketone
iibergefithrt. Bei der quantitativen Verfolgung der Methylketonbildung fand
der erwihnte Autor, dal bei niedrigen Capronséurekonzentrationen die hochste
Ketonausbeute erzielbar ist (bis 10%); bedeutend bessere Ausbeuten wurden
bei Verwendung des Capronsiureglycerides (Tricaproins) erzielt, und zwar
35%, bei Anwendung einer 0,5proz. Glyceridlosung (pg = 7,6); in ungepuffertem
System stieg die Ausbeute bis 48%. Ferner sei in diesem Zusammenhang auch
auf die Untersuchung von STARKLE? verwiesen.

b) Andererseits kann auch Abspaltung von Essigsiureresten stattfinden, wie
wohl bei der f-Oxydation durch iiberlebende Organe, wobei es vielfach zur
Bildung von Acetessigsdure kommt; der weitere Abbau der Essigsdure iiber
Bernsteinsdure wird noch spéater ausfiihrlich zu besprechen sein. Wie ersichtlich,
ist jedenfalls auch hier die Essigsdure als vorlaufiges Endprodukt anzusehen.

2. Die «-Oxydation der Fettsiuren. Auch diese Moglichkeit des Fett-
sdureabbaus scheint vielfach realisiert zu sein. Es sei hier zunéichst nur auf
die Beleuchtung dieser Oxydationsmoglichkeit durch HARDEN und Norris3,
BroM und WariNeer?, Kavser®, Sivmon®, Simon und Pravx? AUBEL und
WurMSERS, SMULL und SuBrow?, BaAupiscH und WEL0O und insbesondere
WierAND! verwiesen. Zweifellos sehen wir den Fall der «-Oxydation beim
Abbau der Aminosduren verwirklicht, die allerdings schon durch den Besitz

1 AckuN: Bio. Z. 204, 253 (1929). 2 STARELE: Bio. Z. 151, 371 (1924).
8 HArRDEN u. Norris: Bioch. J. 9, 330 (1915).

¢ BrLum u. WARINGER: Soc. Biol. 2, 88 (1920).

5 Kavser: C.r. 176, 1662 (1923). 6 Smon: C.r. 175, 489 (1922).

7 SmmoN u. Pravx: C.r. 176, 1227 (1923). ’

8 AuBeL u. Wurmser: C.r. 197, 836 (1923).

9 SmuLL u. SuBrow: C. 1923 I 1390.

10 BaupiscHE u. WELo: J. Biol. Chem. 61, 261 (1924).

11 'WieLaND: A. 436, 253 (1924).
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der a-Aminogruppe fir den Angriff am «-C-Atom vorbereitet erscheinen. Von
eigentlichen Fettsduren scheint nach den bisherigen Befunden nur die Propion-
sdure der a-Oxydation zu unterliegen. So stellte DARIN! die Hypothese auf,
daf dieselbe im Korper zu Acrylsdure dehydriert werden konnte, die dann ent-
weder Hydracrylsdure oder Milchsdure ergeben wiirde. Dies wiirde eine Parallele
zur Bildung von Fumarsiure aus Bernsteinsidure bilden. Weiterhin weist DarIn
darauf hin, da} die Bildung von Milchséure das einzige Beispiel einer «-Oxy-
dation normaler Fettsiuren in vivo bedeuten wiirde. Versuche von RINGER?
scheinen indirekt fiir die Oxydation zu Milchsiure zu sprechen, doch meinen
Brum und WARINGER (4, S. 60), dal Brenztraubenséure das erste Produkt sei
und dafl dann durch asymmetrische Reduktion derselben 1-Milchsiure entsteht.
Siehe auch KNooP3. RAPER? meint, daB in Analogie zur Einwirkung von Wasser-
stoffsuperoxyd auf gesittigte «-Methylfettsduren auch Propionsiure am
[-C-Atom angegriffen werden wiirde, was dann schlieBlich zur Bildung von
Malonsdure Anlafl geben miifite.

Warker und Coprock?® stellten sodann fest, daB Aspergillus niger aus
Propionsaure Milchsiure und sodann Brenztraubenséure bildet, womit der Weg
der «-Oxydation beim Abbau der Propionséure experimentell bewiesen ist
und zugleich die typischen Produkte des Zuckerabbaues entstanden sind, die
bei weiterem Abbau wieder Essigsaure geben werden.

b) Der oxydative Abbau sonstiger anoxybiontischer Endprodukte.

1. Oxydation der Ameisensiure. Nach DucrLaux® wird Ameisensiure in
sehr verdinnter Losung (0,04 bis 0,07%) auch durch Hefe verbrannt, ebenso
durch Tyrothrix tenuis. ParEs und JoLLyMAN? beschreiben Oxydation von
Natriumformiat zu Kohlensiure und Wasser durch Bacterium coli comm.,
B. enteritidis Géartner, Pneumobact. Friedlander; ebenso GREY?® durch B. coli.
Franzen und GREVE® berichten iiber Verarbeitung von Ameisensiure durch
B. plymouthensis und B. kiliensis.

2. Der Abbau des Acetons scheint von besonderem Interesse zu sein, da es
vielfach nicht nur als anoxybiontisches Gérungsendprodukt auftritt, sondern,
wie wir im vorangehenden Kapitel gesehen haben, auch beim Abbau von Fett-
sdure entstehen kann. Auch bei weiteren, spiter zu besprechenden Vorgingen
wird auf seine Entstehung noch zuriickzukommen sein. Die verschiedenen
Bildungsweisen des Acetons sind auch insbesondere im Hinblick auf die Ent-
stehung der ,,Acetonkérper im Organismus von grofiter Bedeutung. Der
weitere Abbau des Acetons scheint nach allem iiber Brenztraubensgure zu fiithren.

IV. Sekundire Oxydationen beim Zuckerabbau
iiber die C;-Korper.

Im vorangehenden Abschnitt wurde gezeigt, welche Wege vom Zucker iiber
die Korper des C,-Systems zum Alkohol und weiterhin zur Essigsdure fithren.
Zugleich wurde ersichtlich gemacht, daf auch Abbauvorginge, die auf Neben-

1 Daxin: J. Biol. Chem. 6%, 341 (1926). 2 RINGER: J. Biol. Chem. 12, 611 (1912).
3 K~oor: H. 130, 338 (1923). 4 RaPER: Bioch. J. 8, 320 (1914).

5 WarLker u. Corrock: Soc. 1928, 803. ¢ Ducraux: Ann. Past. 6, 593 (1892).

7 PARES u. JoLLyMAN: Proc. 1%, 39 (1901).

8 GreY: Proc. Roy. Soc. B 8%, 597 (1914).

9 FranzeN u. GrevE: H. 67, 261; 70, 19 (1910).
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wegen verlaufen, schlieflich zumeist gleichfalls zur Essigsaure fithren. Wir
werden uns nun in diesem Abschnitt vor allem mit Vorgingen zu beschiftigen
haben, die in ihrem Chemismus durch den weiteren Abbau der Essigsiure
charakterisiert sind, wobei jedoch unter normalen Bedingungen die Essigsiure
selbst in den meisten Fallen anscheinend nur die Rolle eines sehr rasch durch-
laufenen Zwischenproduktes spielt und nicht angehduft wird; das gleiche gilt
fiir den als Vorstufe der Essigsdure aufzufassenden Alkohol.

Die Beziehung der hier zu besprechenden Vorgéinge zur Essigsiure sowie
zueinander geht aus dem folgenden Schema hervor:

Zucker

T Essigséure
3!

Bernsteinsiure Oxalséure
Fumarsiure
—( Apjfre%séure)
—Citronensiure

Demgema3 werden wir hier drei grofie Gruppen von oxydativen Gérungs-
vorgangen zu behandeln haben, namlich:

A. die Bernsteinsdure-Fumarsiduregirung,

B. die Citronensauregirung,

C. die Oxalsduregirung.

Im Anschluff an diese Vorginge wird der jeweilige Abbau der einzelnen Gér-
bzw. Oxydationsprodukte zu besprechen sein.

Es sei jedoch gleich hier darauf verwiesen, daf der Chemismus dieser Vor-
génge noch durchaus nicht véllig gekliart erscheint und daher auch das obige
Abbauschema erst den Wert einer Arbeitshypothese besitzen kann, wenn auch
bereits eine Reihe von Stiitzen fiir dieselbe vorliegen. Auflerdem muB hervor-
gehoben werden, dal die zu besprechenden Gérungsvorgénge auch nicht stets,
d. h. bei allen Organismen, auf dem gleichen Wege ablaufen miissen, sondern
da dieselben Gérungsprodukte auf verschiedenen Wegen gebildet werden
koénnen, wie noch des néheren zu besprechen sein wird.

A. Die Bernsteinsiure-Fumarsiuregiirung.

Beim unmittelbaren Abbau der Essigséure haben wir zwei Moglichkeiten zu
unterscheiden, die wir beide realisiert finden, némlich:

a) die Dehydrierung zweier Molekiile Essigsdure unter Bildung von Bern-
steinsdure, ein Weg, der bereits durch die THUNBERG-WIELANDsche Hypothese
gewiesen war, und

b) die direkte Oxydation der Essigsiure, zundchst unter Bildung von Glykol-
sdure, die weiter zu Oxalsiure oxydiert wird.

Hier werden wir uns mit dem Abbauweg a) zu beschiftigen haben, wobei
insbesondere die durch verschiedene Organismen hervorgerufene Fumarsiure-
garung sowie die vielfaltigen Beobachtungen iitber die Bildung der Bernstein-
sdure zu besprechen sein werden. Weiterhin sei gleich hier darauf hingewiesen,
dafl wahrscheinlich auch noch ein zweiter Weg der Bernsteinsaurebildung reali-
siert erscheint, ndmlich deren mehr oder weniger direkte Entstehung aus dem
Hexosemolekiil durch Spaltung desselben in C,- und C,-Ketten.
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Des weiteren wird sodann der Abbau der Bernsteinsiure und Fumarsiure
zu besprechen sein, der schliefllich wieder, wenigstens zum Teil, zu Produkten
fiihrt, denen wir bereits bei Besprechung der anoxybiontischen Zerfallsprozesse
begegnet sind, némlich insbesondere Milch- und Brenztraubenséure, bzw.
wobei wir es mit Vorgingen zu tun haben, die schlieflich wieder zur Bildung
von Essigsdure neben Kohlendioxyd fiihren.

1. Die Bildung von Bernsteinsidure und Fumarsiure bei
Géirprozessen.

a) Organismen.

Insbesondere Bernsteinsiure findet sich sehr allgemein nicht nur im tierischen
Organismus verbreitet, worauf hier nicht niher einzugehen ist, sondern wird
auch durch sehr zahlreiche Organismen, wie Hefen, Bakterien und Pilze, gebildet,
wobei jedoch dieselbe bzw. die Fumarsiure nur bei bestimmten Garungsvor-
gingen das Hauptprodukt ausmacht. Insbesondere diese Prozesse werden wir
im folgenden zu besprechen haben.

1. Als typesche Erreger der Fumarsiure-Gdrung des Zuckers haben wir allem
Anschein nach zwei Organismengruppen zu unterscheiden, namlich einerseits
Mucorarten und andererseits Aspergillaceen.

a) Unter den Mucoraceen sind es insbesondere die Rhizopusarten, die als
Erreger der Fumarsiuregiirung in Betracht kommen. Fumarsdurebildung durch
Mucor stolonifer (Rhizopus nigricans), der besonders als Erreger der Frucht-
faule bekannt ist, beobachtete bereits Emrricm!, spater beschiftigten sich
noch eine Anzahl anderer Autoren mit den Gérungsvorgéngen durch diesen
Pilz. Weiterhin ist nach EarricE und BENDER? auch Rhizopus tritici zur
Fumarsgurebildung befahigt. Nach Taxanasu1® bilden auch Rhizopus japonicus
und Rh. nodosus Fumarsiure, neben Apfelsdure, Milchsiure, Essigsiiure, Ameisen-
saure und Alkohol. WEHMER* weist darauf hin, dafl bei 20 verschiedenen Pilzen
Fumarsiure aufgefunden wurde, ohne daf man jedoch bei diesem Vorkommen
von einer Fumarsiuregirung sprechen konnte. Weiterhin sei in diesem Zu-
sammenhang erwihnt, dall nach GoupiL’ Mucor Rouxii reichlich Bernstein-
sdure zu bilden vermag, wobei Oxal- und Milchséure als Stoffwechselprodukte
vollig fehlen.

b) Von Aspergillaceen ist bisher nur von WEHMERS ein Aspergillus fumaricus,
der dem A.niger sehr #hnlich zu sein scheint, als guter Fumarsiurebildner
beschrieben worden. Der genannte Autor? wandte sich auch gegen EHRLICHS,
indem er darauf hinwies, daB aus dem Vorkommen von etwas Alkalifumarat in
alten, kompliziert zusammengesetzten Kulturfliissigkeiten noch nicht von einer
Fumarsauregirung durch Rh. nigricans gesprochen werden kénne ; nach WEHMER
haben die beiden erwihnten Pilze einen voéllig verschiedenen Chemismus, ins-
besondere auch deshalb, da Rhizopus den Zucker nur trige umzusetzen vermag.
GemalB den Feststellungen von BUTKEWITSCH und FEDOROFF? ist jedoch nicht
mehr daran zu zweifeln, dal Rhizopusarten als typische Erreger der Fumar-
sduregirung anzusprechen sind. Bei einer neuerlichen Untersuchung des gleichen
Stammes von Aspergillus fumaricus durch WEHEMERY sowie SCHREYER!! zeigte

1 EmriicH: B. 44, 3737 (1911). 2 EnrricH u. BenDER: H. 172, 317 (1927).
3 Takamasui: C. Bact. IT 74 (1928). * WrnMER: B. 51, 1663 (1918).

5 GoupiL: C.r. 153, 1172 (1911). ¢ WemMER: B. 51, 1663 (1918).

7 WEHMER: B. 52, 562 (1919). 8 ErrricE: B. 52, 63 (1919).

® BUTKEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 206, 440 (1929) usw.

10 WenMER: Bio. Z. 197, 418 (1928). 11 ScHREYER: Bio. Z. 202, 131 (1928).
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sich eine gewisse ,,Degeneration’ desselben, indem sein Séurebildungsvermogen
stark abgenommen hatte, und indem er aus Zucker nun hauptséchlich Glucon-
siure neben kleinen Mengen Citronensiure und Apfelsiure (unregelmiBig)
und nur in einem Falle auch etwas Fumarsiure bildete. Diese Anderung des
Gérvermogens des Pilzes ist in Zusammenhang mit sonstigen diesbeziiglichen
Erfahrungen wohl so zu deuten, da8 der Pilz wohl auch seinerzeit Gluconsiure
zu bilden vermochte, wie auch aus der damaligen Angabe iiber die Bildung
eines leicht loslichen Ca-Salzes, das wohl kein saures Ca-Fumarat, sondern
vielleicht eher Ca-Gluconat war, hervorgeht, und dafl wiahrend der langjdhrigen
Laboratoriumsziichtung das Vermégen zur Fumarsiurebildung verlorenging.
Auf analoge Beobachtungen bei der Citronensiuregirung wird noch zuriick-
zukommen sein. Bei weiteren Versuchen von THIES! mit dem betreffenden
Pilz konnte nur bei kontinuierlicher Sauerstoffliftung und Verwendung einer
auf Bierwiirze herangezogenen Kultur Bildung von Fumarsiure festgestellt
werden, doch tiberwog auch hierbei die Bildung von Glucon- und Citronensiure.

2. Hinsichtlich der Bildung von Bernsteinsiure im Nebenweg durch ver-
schiedene Gérungserreger liegen zahlreiche Beobachtungen vor. Es sollen hier
jedoch nur einige typische Fialle herausgegriffen werden. Zumeist handelt es
sich dabei um anoxybiontische Garungsvorginge; so erhielten KosTyTScHEW
und FrEY? bei der Hefegdrung in Gegenwart von Calciumcarbonat auch Bern-
steinsaure und Apfels‘aure, neben Essigsdure, und zwar beim schnellen Ver-
géren von Zucker mit grolen Hefemengen (auf 1200 g Rohrzucker 800 g Pref3-
hefe); die Verfasser nehmen allerdings hierbei eine proteinogene Entstehung
der beiden genannten Sauren an, und zwar Asparaginsiure und Oxyglutamin-
sdure als Muttersubstanzen.

Bei der Coligirung wurde sehr hiufig Bernsteinsiure aufgefunden. So
beobachteten GREY? sowie GRAAF und LE FEVRE* unter den Endprodukten der
Vergirung von Glycerin durch Colibakterien auch geringe Mengen Bernstein-
siure. Ebenso berichtete VIRTANENS iiber die Bildung von Bernsteinsiure bei
der Vergirung von Glucose. Nach ManNinG ¢ wird auch das Na-Salz der Hexose-
monophosphorsédure und Hexosediphosphorsdure durch B. coli ganz analog wie
Glucose vergoren, wobei auch Bernsteinsdure entsteht; bei aerober Gérfithrung
wird hierbei allerdings Kohlendioxyd als Hauptprodukt gebildet. Uber die
Bernsteinsgurebildung durch Propionsgurebakterien berichteten VIRTANEN und
KarsTrOM?. Sie kommen dabei zu dem Ergebnis, dafl die Bernsteinsdure-
bildung ein von der Propionsiduregirung vollig unabhingiger ProzeB ist.

Bei der Einwirkung verschiedener Pilze auf Kohlehydrate wurde vielfach
auch Bernsteinsdurebildung beobachtet, so von Sumixr bei der Einwirkung
des Schimmelpilzes Cytospora damnosa® auf Glucose und Pepton, ferner bei
der Verarbeitung von Glucose sowie Rohrzucker durch Aspergillus glaucus?,
wobei daneben Fumar-, Malein-, Wein-, Citronen- und Oxalsidure entstanden,
und ferner bei der Vergirung von Glucose durch Dematium pellulans®, neben
Alkohol, Acetaldehyd, Essigsdure und d, I-Milchsiure. WUNSCHENDORFF und
Kmiian'® berichteten iiber die Bildung von Bernsteinsiure neben Apfelsaure,
Milchséure, Oxal- und Citronenséure, sowie Glucuronséure bei der Einwirkung
von Ustilago vulgaris auf Kohlehydrate.

1 Tares: C. Bact. IT 82, 321 (1930). 2 Kostyrscaew u. Frey: H. 146, 276 (1926).
3 GREY: Proc. 96, 156 (1924). 4 Graar u. LE Fevee: Bio. Z. 155, 313 (1925).

5 VrraNeNn: C. 19281 215. 6 ManNNING: Bioch. J. 21, 349 (1927).

7 VIRTANEN u. KarsTROM: A. Chim. Fenn. %, 17 (1931).

8 Sumrxki: C. 1929 II 902 — Bull. Chem. Soc. Japan 4, 13 (1928).

9 Somiki: C. 1930 II 1089. 10 W{NsCHENDORFF u. Kirrian: C.r. 187, 1572 (1928).
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Auch bei Pilzen, die vornehmlich Citronen- und Oxalsiurebildner sind, findet
sich jedoch auch vielfach Bernsteinsiure. So beobachteten FArck und vAN
Beyma tHOE Kinamal, daBl ein Gemisch verschiedener Sauren, wie Bernstein-
sdure, Apfelsiure, Weinsiure neben Oxal- und Citronensiure, durch Aspergillus-
und Citromycesarten gebildet wird, wenn dieselben auf stérkehaltigen, von
Luftraumen durchsetzten, konsistenten Nahrboden zur Entwicklung gebracht
werden. Weiter gehort hierher die Beobachtung von KiNosuITAZ iiber die
Bildung von Bernsteinsiure, Apfelsiure, Weinséure neben Oxal-'und Citronen-
sdure durch Aspergillus niger bei der Darbietung von Kobalt-Ammin-Komplex-
verbindungen als Stickstoffquellen. Siehe ferner Crrzaszoz und Trukows®.

Auf die Bildung von Bernsteinsdure bei der Vergirung von Citronensiure
durch verschiedene Organismen wird spéter noch zuriickzukommen sein.

Hinsichtlich der Bernsteinsdurebildung durch Desaminierung von Asparagin-
séure, sowie durch Abbau der Glutaminséure mit Hilfe verschiedener Organismen,
wie insbesondere Hefen und Bakterien liegen zahlreiche Beobachtungen vor,
auf die hier nicht niher einzugehen ist; auf den Chemismus dieser Vorginge
wird spéter noch kurz zuriickzukommen sein.

b) Bedingungen der Fumarsiuregirung.

Uber die Fumarsiuregirung durch Asp. fumaricus liegen keine genaueren
Angaben vor, da eine von WEEMER angekiindigte ausfithrliche Mitteilung hiertiber
nicht erfolgt ist. Der genannte Autor weist in einer vorlaufigen Mitteilung (4, S. 63)
darauf hin, daf bei der Vergirung 20proz. Rohrzuckerlosungen in Gegen-
wart von CaCO; Ca-Salze von Siauren abgeschieden werden, aus denen sich eine
Ausbeute von 60—70% an freien Siuren berechnen lafit. So erhielt er z. B.
aus 100 g Rohrzucker etwa 114 g rohes Gemisch von Ca-Salzen, das neben
Ca-Fumarat noch unverindertes Calciumcarbonat sowie etwas Ca-Citrat und
wohl auch Ca-Oxalat enthielt.

Die Bedingungen fiir die Fumarsiurebildung durch Rhizopus nigricans sind
insbesondere durch die Untersuchungen von BuTkEWITSCH und FEDOROFF (9, S.63)
aufgeklart worden. Dieselben gelangten bei ihren Untersuchungen bis zu Aus-
beuten, die 30—40% des verbrauchten Zuckers ausmachten, bzw. iiber 50%,
wenn man die fiir die Mycelentwicklung und Alkoholbildung verbrauchte Zucker-
menge in Abzug bringt. Die Bedingungen der Fumarsiurebildung gehen ungefahr
aus folgender Ubersicht hervor, in der der Einfluff der einzelnen Faktoren auf
den Gérungsprozef zum Ausdruck gelangt:

1. Als Oxydationsgdirung ist der Vorgang an die Gegenwart von Sauerstoff
gebunden. Bereits WEHMER wies gelegentlich seiner Feststellungen an A. fu-
maricus darauf hin, daf die Siureabscheidung in naher Beziehung zum Stoff-
zerfall im Atmungsprozefl steht und bei Luftabschluf erlischt. Die Pilze ge-
langen an der Oberflache zur Entwicklung, daher wird ebenso wie bei anderen
Pilzgirungen Parallelitiit zwischen der GroBe der Oberfliche und der Geschwin-
digkeit der Umsetzung des Substrates bestehen.

2. Hinsichtlich der Reaktion der Kultur{liissigkeit beobachtete WEHMER (4, S.63),
dal Abstumpfung der jeweilig entstandenen Siure durch Calciumcarbonat
Bedingung fiir die weitere Sdurebildung bzw. Anhéufung groBerer Fumarsiure-
mengen ist. BUTKEWITSCH* sowie BUTKREWITSCH und FEDOROFF (9, S. 63) weisen

! FALCK u. VAN BevyMa THOE Kinema: B. 57, 915 (1924).
2 KivosarTa: C. 1927 II 1359 — Acta Phyt. 3, 21 (1927).
¢ Cmrzaszoz u. Trorow: Bio. Z. 229, 343 (1930).

* BurkEwITSCH: Bio. Z. 182, 99 (1927).

Bernhauer, Girungen. 5
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darauf hin, dal auch bei Rhizopus nigricans erhebliche Mengen von Fumar-
sdure insbesondere nur in Gegenwart von Calciumcarbonat gebildet werden;
in Abwesenheit desselben betragen die Mengen an Fumarsiure ebenso wie in
den Versuchen EnRrLICHS (1, S.63) nur etwa 5% des verbrauchten Zuckers. In
Versuchen mit CaCO, scheidet sich das Ca-Fumarat in Form von Krystall-
krusten am Boden der GefiBle ab, da seine Loslichkeit in kaltem Wasser nur
0,5% betriagt. Bei Versuchen iiber die Einwirkung fertiger Pilzdecken auf
10proz. Invertzuckerldsungen zeigte sich ebenfalls eine wesentliche Férderung
der Fumarsédurebildung in Gegenwart von CaCO,; hierbei war die angehdufte
Fumarséduremenge fast 10mal so grof als in Kulturen ohne dasselbe.

3. Die Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit ist im wesentlichen analog der
bei Pilzen iiblichen. Als C-Quelle verwendete WEEMER (4, S.63) 20proz. Rohr-
zuckerldsung und wies darauf hin, dafl Fumarsidure auch aus Glucose und Maltose
gebildet wird. Bei Verwendung von Rhizopus nigricans zur Fumarséurebildung
mufl der Rohrzucker vorher invertiert werden, da der Pilz wegen Mangel an
Invertase auf Rohrzuckerlésungen nicht oder nur schlecht zu wachsen vermag,
wie BUTKEWITSCH! zeigen konnte; so verwendeten auch BUTEREWITSCH und
FEDOROTF (9, S.63) bei ihren Untersuchungen meist 10—15proz. Invertzucker-
losungen. — Als Stickstoff-Quelle verwendeten die gleichen Autoren meist 0,2
bis 0,3% Ammonsulfat; Nitrate werden nach BuTkEwiTscH (4, S. 65) nicht ver-
wertet. Bei Untersuchung der Saurebildung durch fertige Pilzdecken wurden die-
selben unter Verwendung von 1,5% Pepton neben Zucker usw. zur Entwicklung
gebracht. — Als Ndhrsalze kamen 0,2 % Kaliumdihydrophosphat, 0,3% Natrium-
chlorid und 0,01 % Magnesiumsulfat in Anwendung. Hinsichtlich des weiteren
Verbrauches der Bernstein- und Fumarsiure 146t sich nach BUTKEWITSCH und
FrporOFF? sagen, dall dieselbe durch kriftige Pilzdecken recht betréchtlich ist,
wobei es auch zur Bildung von Ozxalsdure kommen kann.

4. Verlauf des Gérprozesses, Temperatur und Girdauer. Wie bereits erwihnt,
ist fiir einen raschen Verlauf des Garprozesses die Anwesenheit von CaCO3 von
entscheidender Bedeutung. Bei vergleichenden Versuchen iiber die Verarbeitung
10proz. Invertzuckerlosungen mit fertigen Pilzdecken fand ohne CaCO; nur
wihrend der ersten Tage Anstieg der Fumarsduremenge statt, bis zur Erreichung
eines Maximalwertes, der dann im weiteren Versuchsverlauf unveridndert blieb.
(Die gesamte Aciditit stieg kaum hoher, als 65 ccm 2/,-NaOH fiir 100 ccm
Fliissigkeit entsprach.) Auch am 23. Tag waren dabei noch bedeutende Mengen
unverdnderten Zuckers vorhanden; in Versuchen mit CaCO,; war dagegen bereits
am 11. Tag der Zucker ersch6pft. Den maximalen Wert erreichte die Ausbeute
in diesem Moment und nahm dann nur noch wenig zu, durch Verarbeitung von
Zwischenprodukten des Prozesses. Bei Versuchen, bei denen fertige Pilzdecken
verwendet und 15proz. Invertzuckerlosungen verarbeitet wurden, wihrte der
Prozel3 bis zur Erreichung der Maximalausbeute etwa 36 Tage, wobei die Fumar-
sduremenge in einzelnen Fillen bis gegen 40% des angewendeten Zuckers betrug.
(Die theoretische Ausbeute betragt gemall dem spéter zu erdrternden Chemis-
mus des Vorganges 64,5%.) Die erwéhnten Autoren lieBen die Pilze (Rh. nigri-
cans) bei 30° arbeiten. Nach WEHMER (4, S. 63) ist das Wachstumsoptimum fiir
Asp. fumaricus etwa 22°, das Maximum etwa 30°, doch findet Saurebildung
auch noch oberhalb dieser Temperatur statt.

1 BurgreEwitscH: Jb. wiss. Bot. 38, 147 (1902).
2 BurkEwITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 219, 92 (1930).
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¢) Chemismus des Prozesses.

1. Substrate der Bernsteinsiure- und Fumarsiurebildung.

a) Zuckerarten. Einen Vergleich der Eignung von Glucose und Fructose
fiihrten Burkewitsca und FEDoROFF (9, S. 63) durch, ohne dafB ein Unterschied
in den Ausbeuten erzielt werden konnte; dagegen war die Ausbeute aus Invert-
zucker etwas grofler. WEHMER (4, S. 63) vergor mittels Asp. fumaricus Rohrzucker
und erwihnt, daff auch Glucose und Maltose geeignet sind.

b) Zuckercarbonsiuren. Bei Einwirkung von Rh. nigricans auf Glucon-
siure fanden Taxkamasar und TosHINOBU! nach mehrwochiger Kultur
Fumarsidure. Ebenso erhielten Taramasar und Asar? aus Ca-Gluconat unter
Verwendung von Pepton oder Ammonsulfat als N-Quelle nach 45-—75tégiger
Kulturdauer bei 25—30° Bernsteinsdure und Fumarséiure neben Essigséure
und Ameisensidure. H. D. Kav?® fand, dafl bei der Einwirkung von B. coli comm.
sowie B.lactis aerogenes auf Gluconsdure, Glucuronsdure sowie Zuckersiure
Bernsteinsdure und Essigsdure gebildet werden, unter starkem Riickgang der
Alkoholproduktion; derselbe wurde nur noch in Spuren gebildet, wenn die
Gruppe — CHOH-CH,OH nicht vorhanden war. Die Quantitit der beiden
genannten Siuren stieg mit wachsendem Sauerstoffgehalt der dargebotenen
Verbindungen an.

¢) Sonstige Oxysiduren usw. Unter den Umwandlungsprodukten der
Citronensiure durch Einwirkung von B. suepestifer erhielten Browx, DuNcaN
und HENRY* auch Bernsteinséure neben Essigsdure und CO,. Nach den gleichen
Autoren werden durch denselben Organismus auch Fumar- und Maleinséure,
wohl durch Reduktion in Bernsteinsiure, verwandelt. Ebenso erhielt TERADAS
durch Einwirkung von Luftbakterien auf Ammoniumecitrat vornehmlich Bern-
steinséure, neben Aconitsdure und Essigsdure. TAramAsHI und Asa1b stellten
fest, dafl Rhizopusarten auch aus Weinsdure Fumarsiure und Alkohol zu
bilden vermogen.

d) Fettsiiuren. SteNT, SuBRAMANIAM und WALKER? fanden, daB bei der
Einwirkung von Asp. niger auf das Ca-Salz der #-Butfersiure kleine Mengen
Bernsteinséure entstehen, wobei der Vorgang der ist, daf} entweder das y-C-Atom
zur Carboxylgruppe oxydiert wird, oder daf nach f-Oxydation zunidchst Spal-
tung unter Bildung von Essigsidure stattfindet, die dann zu Bernsteinsdure
dehydriert wird, oder dafB zunichst Aceton entsteht, das einem weiteren Abbau
zu Essigséure unterliegt, die dann in Bernsteinsiure iibergeht. KUHENAU® erhielt
bei der Einwirkung von Leberfermenten auf f-OxybutfersGure Bernsteinsiure,
Fumarsiure und Apfelsiure, neben Acetessigsiure, Acetaldehyd, Brenztrauben-
sdure, 1,3-Butylenglykol und Spuren Essigsiure.

¢) Aus Essigsdure erhielten zuerst TAxamasar und Asar® Bernsteinsiure,
indem sie Rhizopusarten auf essigsaure Salze einwirken lieBen. In gréBerem
Ausmalle konnte diese Reaktion von BuTkewiTscH und FEDOROFF® mittels
Rh. nigricans verwirklicht werden; neben Bernsteinsiure wurde dabei auch
Fumarsidure gebildet. Hierauf wird noch eingehender zuriickzukommen sein.

1 Taganasar u. TosaiNOBU: Ron. Ber. ges. Phys. 1927, 334.

2 TARAHASHI u. Asar: C. 1927 II, 583 — Proc. Imp. Ak. Tokyo 3, 86 (1927).

8 Kay, H. D.: Bioch. J. 20, 321 (1926) — C. 1926 II, 241.

* BrowN, DuncaN u. HeNrY: J. of Hyg. 23, 1 (1924) — C. 1925 X, 241.

5 Terapa: C. 19271, 1845. 6 TaRAHASHI u. Asar: J. Agr. Ch. Soc. Jap. 2, Nr 5.

7 STENT, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1929, 1987. ‘
8 KtuNAU: Bio. Z. 200, 29 (1928).

9 TARKAHASHI u. Asar: Proc. Imp. Ak. Tok. 3, 86 (1927) — Bull. Agr. Jap. 1928, 113.
10 BuTKEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 20%, 302 (1929).
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f) Alkohole. BurkEwITscH und FEDOROFF (10,8S.67) erhielten bei Einwirkung fer-
tiger Pilzdecken von Mucor stolonifer auf Glycerin in Gegenwart von CaCO, relativ
bedeutende Mengen von Fumarsiure, EArLICH (1, S.63) ohne CaCO; nur Spuren
derselben. Auch bei der Coligdrung entsteht nach pE Graa¥ und Lt FEVRE
(4, S. 64) Bernsteinséure, wobei die Autoren hervorheben, daB Glycerinsiure
hierzu nicht geeignet ist. Bildung von Bernsteinsiure und Fumarsiure aus
Athylalkohol wurde von Burkewrtsca und FEDOROFF! nachgewiesen, was noch
eingehender zu besprechen sein wird.

g) Aminosiduren. Die Bildung von Bernsteinsidure aus Aminoséuren wurde
bereits von EHRLICH festgestellt. Die Bildung von Apfelsdure bei der alkoho-
lischen Gérung suchte Dakix? auf Oxyglutaminséure zuriickzufithren. Nach
Cook und WorLr3 sind verschiedene streng aerobe, streng anaerobe sowie fakul-
tativ anaerobe Bakterien imstande, in ruhendem Zustande bei 37° (pg = 7.4)
anaerob Asparaginsiure zu Bernsteinsiure zu desaminieren. Bei fakultativen
‘Anaerobiern stellt sich, ebenso wie bei B. coli, ein reversibles Gleichgewicht
Asparaginsdure = Fumarsiure + Ammoniak ein, nicht bei strengen Anaero-
biern. Wir werden hier im allgemeinen folgende Vorgénge . vor uns haben:

COOH COOH COOH COOH COOH CO,
C:H-NH2 (['EH - C:H2 C:H-NH2 C::O (IJOOH
CH, > CH * . CH, CH, > CH, > CH,
doom Goom boom (‘1H2 clH2 ClH2
([300H C!JOOH éOOH

Asparaginsiure Glutaminsédure

COOH COOH Co,

C|H-NH2 &0 COOH

(|3H~OH — C|H~OH — ({lH-OH

(|3H2 (lng (lng

CI}OOH C1}00H éOOH

Oxyglutaminsédure

2. Neben- und Zwischenprodukte.

Die Mucoraceen, von denen einzelne Vertreter typische Fumarsiduregérer vor-
stellen, sind bekanntlich Organismen, die in nicht unbetrichtlichem Umfange
alkoholische Gérung hervorzurufen vermégen. So wurde auch nicht nur Alkohol
selbst, sondern auch andere Produkte der alkoholischen Zuckerspaltung bei der
Fumarsiuregirung durch die genannten Organismen aufgefunden. BREFELD*
beobachtete bereits, daBl Mucor stolonifer Alkohol zu bilden vermag; in seinen
Versuchen erreichte der Gehalt desselben in der Kulturflissigkeit etwa 1,3%.
Nach BurkewitscH und Fepororr! finden sich in den Kulturen desselben
Pilzes auf Zucker stets neben einem Gemisch von Fumar- und Bernsteinséure
auch erhebliche Mengen Athylalkohol, dessen Konzentration in der Kultur-
fliissigkeit unter aeroben Bedingungen 2% erreichen kann (etwa 25% des ver-
brauchten Zuckers), unter anaeroben Bedingungen iiber 3,5%. Weiterhin ist
derselbe Pilz nach den genannten Autoren auch zur Bildung von Oxalsiure

1 BurkewitscH u. FEDOROFF: Bio. Z. 219, 103 (1930).
2 DakiN: J. Biol. Chem. 61, 139 (1924).

3 Cook u. WorLr: Bioch. J. 22, 474 — C. 1928 I, 1579.
4 BreFELD: Landw. Jb. 5, 281 (1876).
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befahigt, die wobl durch weiteren Abbau der Fumarsdure entsteht. Nach
Enrric (1, 8. 63) sowie TakauasHI, SAKAGUCHI und Asar! kann in den
Zuckerkulturen von Rhizopusarten fast stets, wenn auch meist nur in geringen
Mengen, Essigsiure nachgewiesen werden. Nach BurkewirscH und FEDOROFF2
soll die Essigsdure hierbei auf dem Wege der Oxydation des Alkohols, sowie
vielleicht auch teilweise durch Dismutation des Acetaldehyds entstehen.

Uber Glycerinbildung durch Mucor circinelloides berichtete Gayon3; er erhielt
2,07% Glycerin und 0,929, Bernsteinsdure in bezug auf vergorenen Zucker.
Bei Mucor racemosus konnte Frrz* auch Bildung von Acetaldehyd neben Brenz.-
traubensidure nachweisen, und EmMERLING® fand bei demselben Pilz neben
Bernsteinsdure gleichfalls Glycerin. Weiterhin stellte ErRLICHS fest, daB
Rhizopusarten neben Fumar- und Bernsteinsaure auch I- Apfelsiure und d-Milch-
sdure zu bilden vermdgen.

Andererseits haben Rhizopusarten auch die Féahigkeit, Glucose unter Bildung
von (Huconsdure direkt zu oxydieren, wie TaxamasaI und TosHINOBU? sowie
TaxaHASHI und Asazr (9, S.67) feststellen konnten.

Bei der Coligdrung findet sich Bernsteinséure selbst nur als Nebenprodukd,
so dall hier nicht eingehender hierauf eingegangen zu werden braucht. Der
sonstige Verlauf dieser Gérungsform wurde bereits frither behandelt.

3. Hypothesen der Bernsteinsiure- und Fumarsiurebildung aus Zucker.

Im wesentlichen haben wir es hier mit zwei Vorstellungen zu tun, und zwar
wird bei der einen die Bernsteinsdure und Fumarsiure aus dem Zuckerzerfall
in Cy-Ketten hergeleitet, bei der zweiten aus dem Zerfall des Zuckermolekiils
in Cp- und C,-Ketten.

a) Zuckerzerfall in C,-Ketten. Der Chemismus der Bernsteinsdure- und
Fumarsidurebildung wurde bisher vornehmlich bei Rhizopusarten untersucht.
Da, diese Pilze, wie die sonstigen Mucoraceen Alkoholbildner sind, war es zunédchst
naheliegend anzunehmen, dafl auch jene Vorgénge, die zur Bildung der Bernstein-
sdure und Fumarsdure fithren, mit denen bei der alkoholischen Gérung verkniipft
seien und daB im Prinzip zundchst analoge Abbauwege durchlaufen werden,
wie bei der alkoholischen Gérung selbst, und dal sodann die Bildung der ge-
nannten Sduren einsetzt, wie unten noch ndher zu besprechen sein wird.
Durch die erwahnten Untersuchungen von BurkEwITscHE und FEDOROFF wurde
auch tatsdchlich gezeigt, dal Rh. nigricans Bernsteinsdure und Fumarsiure
aus Alkohol, wohl iiber Essigsdure, zu bilden vermag, doch blieb gerade die
eventuelle Rolle der sonst im Mittelpunkt des Zuckerzerfalls stehenden Brenz-
traubenséure hierbei ungeklirt. Und so bleibt auch die Frage, auf welchem Wege
der Alkohol bei diesem Gérungsvorgang entsteht, noch offen.

1. Die Frage nach der Umwandlung der Brenztraubensiure im Zusammen-
hang mit der Fumarssurebildung wurde von grofer Wichtigkeit, als in Ver-
suchen GOTTSCHALKs® ein bestimmter Stamm von Rhizopus nigricans aus brenz-
traubensaurem Calcium als einziger C- Quelle Fumarséure in betrichtlicher Menge
(32% d,Th.) zu bilden vermochte; daneben wurde die Bildung von Essigsdure
und geringer Mengen Milchsdure wahrscheinlich gemacht. Der genannte Autor
nimmt dabei an, dafll Essigsiure als Zwischenglied fungiert und Ausgangs-

1 TARAHASHI, SAKAGUCHI u. AsAr: Bull. Agr. Chem. Soc. Jap. 2, Nr 5 (1925).

2 BUTKEWITSCE u. FEDOROFF: BiosZ. 219, 117 (1930).

8 Gayon: Mem. Soc. Sc. de Bordeaux (2) 2, 249 (1878). 4 Frrz: B. 9, 1352 (1876).
5 EMMERLING: B. 30, 454 (1897). ¢ EHRLICH: B. 52, 63 (1919).

? TaxaHASHI u. TosHINOBU: Ron. Ber. Phys. 1927, 331.

8 GorrscHALK: H. 152, 136 (1926).
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punkt der C-Kettenverkniipfung ist, wobei zuniichst Bernsteinsdure gebildet
werden soll, die durch Dehydrierung in Fumarsiure iibergeht. ERrLICH und
BeNDER! gelang es jedoch nicht, Rhizopus nigricans auf Néhrlésungen, die
brenztraubensaures Calcium enthielten, zur Entwicklung zu bringen, und auch
ein Pilzmycel, das auf Fructose gewachsen und an Brenztraubensidure gewShnt
war, vermochte dieselbe nicht umzusetzen. GoTTSCHALK 2 verwies sodann darauf,
daf das negative Ergebnis der genannten Autoren auf den von denselben ver-
wendeten Pilzstamm zuriickzufiihren ist, da es zweifellos verschiedene, morpho-
logisch nicht unterscheidbare Rassen des Pilzes gibt, die sich jedoch in biologi-
scher und biochemischer Hinsicht unterscheiden kénnen. Auch mit einem
zweiten Stamm von Rh. nigricans konnte der Autor Wachstum auf Brenz-
traubenséure-Mineralsalzlosung erzielen. EmrLICE und BENDER® machten nun
demgegeniiber den Einwand, dall der sowohl von ihnen als auch von Gorr-
scHALK verwendete Pilzstamm identisch ist, und dafl daher die Divergenz in
den Versuchen dadurch nicht erkliart werden konne. GorrscrALK? fand sodann,
in Ubereinstimmung mit ErRLIcE und BENDER, bei neuerlichen Versuchen mit
einer frischen Reinkultur des Pilzes seine fritheren Ergebnisse nicht bestétigt
und weist darauf hin, daf dieses verdnderte chemische Verhalten des Pilzes
vielleicht auf eine Degeneration desselben zuriickzufiihren sei. Der von BUTKE-
wITSCH und FEDOROFF® untersuchte, recht gut Fumarsdure bildende Rh. nigri-
cans-Stamm entwickelte sich unter den von GorTscHALK eingehaltenen Ver-
suchsbedingungen auf Losungen von Ca-Pyruvinat (1—10%) iiberhaupt nicht,
sofort aber nach Zusatz von Invertzucker. Bei geniigend langer Kultur auf
Brenztraubenséure-Zucker-Gemischen in Gegenwart von (CaCO, lief sich zwar
keine Brenztraubensiure mehr nachweisen, ihre Umwandlung diirfte aber nach
den genannten Autoren ohne Mitwirkung des Pilzes durch die Gegenwart des
CaCO, allein erfolgt sein. Ebensowenig wurde Brenztraubenséure durch fertige
Pilzdecken in Fumarsiure umgewandelt.

"Sodann konnten TOENISSEN und BRINKEMANN® zeigen, dafl Brenztrauben-
sdure im durchstréomten Sdugetiermuskel (Kaninchen) bei Einhaltung bestimmter
Versuchsbedingungen, und zwar insbesondere bei beschrinkter Sauerstoff-
zufuhr, regelméfig in Bernsteinsdure und Ameisenséure iibergefiihrt werden
kann, nicht dagegen Essigsdure und Acetaldehyd. Die Autoren halten einen
Beweis fiir die Decarboxylierung der Brenztraubensidure durch tierisches Gewebe
nicht fiir erbracht und halten es fiir wahrscheinlich, dafl 2 Mol Brenztrauben-
sdure zundchst unter Dehydrierung zu «,«’-Diketoadipinsiure kondensiert
werden, die dann durch hydrolytischen Zerfall Bernsteinsdure und Ameisen-
sdure ergeben kénnte, also gemil den Formeln:

COOH (?OOH H H .COOH
|
éllo (|]0 + OH COOH
|
CH, CH, CH,
— H, > | - |
m T "
(610) Co L (l)H COOH
éOOH (EOOH H H.CO0OH

! EmruicE u. BeEnDER: H. 170, 118 (1927).

2 GorTscHALK: H. 192, 314 (1927).

3 EurricH u. BENDER: H. 192, 317 (1927).

4 GorrscHALk: H. 182, 311 (1929).

5 BUTKEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 206, 450 (1929).
¢ TorNiSSEN u. Brinkmanw: H. 187, 137 (1930).
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Auf einen zweiten Weg zur Bildung von «,a’-Diketoadipinsdure haben
WALKER, SUBRAMANIAM und CHALLENGER! hingewiesen, némlich auf deren
Bildung aus Zuckersdure durch Wasserabspaltung zum Enol: COOH-C(OH)
:CH-CH:C(OH)COOH, das in die Ketosdure iibergehen kann.

2. Die Bernsteinsiurebildung aus Essigsiure. Wéahrend demnach die Frage,
ob Brenztraubensdure ein Zwischenprodukt bei der Bildung der Bernstein-
siure und Fumarsiure bildet, noch offen bleibt, ist es zunidchst TARAHASHT
und Asar? gelungen, aus Ca-Acetat durch Einwirkung von Rhizopusarten bei
25—30° innerhalb 60 Tagen Bernsteinsiure zu erhalten, und sodann konnten
BurkewiTscH und FEDOROFF (10, S. 67) einwandfrei zeigen, dafl Essigsiure durch
Rh. nigricans in Gegenwart von CaCO, ohne weiteres in Bernsteinsidure und
Fumarséiure tibergefithrt werden kann. So erhielten die genannten Autoren
aus essigsaurem Ca in Gegenwart von CaCO, nach 7 Tagen bei 30° (bei Ver-
wendung fertiger Pilzdecken) ein Gemisch von Bernsteinsiure und Fumar-
sdure, das gegen 18% der verbrauchten Essigsdure betrug, und in weiteren
Versuchen fast 30% in 24 Tagen. Bei gleichzeitiger Darbietung von Invertzucker
wurde die Essigsdure weitaus rascher verbraucht, wéhrend der Zuckerverbrauch
verzogert war, und weiterhin wurde dabei iiberwiegend Fumarsiure gebildet,
und zwar wie in Zuckerkulturen selbst, etwa im Verhéltnis 9:1 oder 8:2. In
Versuchen mit Essigsdure allein iiberwog dagegen die Bernsteinséure, und zwar
im umgekehrten Verhéltnis, also etwa 1:9 oder 2:8. Weiterhin fanden die
genannten Autoren3, dafl auch Mucor mucedo Essigséure in Bernsteinséure mit
8proz. Ausbeute umzuwandeln vermag, wihrend Aspergillus niger diese Fahig-
keit nur in sehr geringem Ausmafle zu besitzen scheint, wogegen die Oxalsdure-
bildung sehr im Vordergrund stand; es scheint in gewissem Sinne bei den ver-
schiedenen Pilzen jeweils die Befahigung zur Oxalsdurebildung umgekehrt pro-
portional der Bernsteinsdurebildung bzw. -anhidufung zu sein.

Weiterhin fanden BurtkeEwirscH und FEDOROFF, dafl in Zuckerkulturen von
Rh. nigricans auch nach Verbrauch desselben ein weiterer Anstieg der Fumar-
sduremenge stattfindet, und andererseits bildet der Pilz stets auch Alkohol.
Bei der Einwirkung fertiger Pilzdecken auf verdiinnten Alkohol (etwa 2%)
konnten die genannten Autoren auch tatsichlich etwa 10% an Fumar- und
Bernsteinsidure, berechnet auf verbrauchten Alkohol, erhalten, und zwar bestand
das Gemisch der Siuren aus 70—75% Fumarsiure und 25—30% Bernstein-
sdure; daneben wurden auch betridchtliche Mengen Oxalséure gebildet.

Die erwihnten Autoren sehen in ihren Versuchen eine Bestidtigung der
THUNBERG-WIELANDschen* Theorie iiber die Dehydrierung der Essigsiure unter
Bildung von Bernsteinsiure. Auch beim Ubergang von Zucker in Fumar- und
Bernsteinsdure soll die Essigsdure das Zwischenglied bilden, doch ist die Frage
nach dem Weg, auf dem die Essigsdure bzw. der Alkohol entstehen sollen, noch
nicht endgiiltig zu beantworten, da die Moglichkeit, daBl Brenztraubensiure
das Intermedidrprodukt vorstellt, nicht geniigend gestiitzt werden konnte.

3. Die Umwandlung der Bernsteinsiure in Fumarsiure wird spiter noch
eingehend zu besprechen sein, da diese Reaktion iiber den Rahmen der Fumar-
sduregdrung hinaus grofe Bedeutung besitzt; hier sei nur darauf hingewiesen,
daBl nach BurkewiTscE und FEDOROFFS bei Einwirkung von Rh. nigricans
auf Bernsteinsdure selbst keine Fumarsiure gebildet wird; dagegen wurde in

! WALKER, SUBRAMANIAM u. CHALLENGER: Soc. 192%, 3047.

2 TARAHASHI u. Asa1: Bull. Agr. 3, 1 (1927); 4, 34, 65 (1928) — Proc. Imp. Ak. Tok. 3,
86 (1927). 8 BuTkEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 219, 97 (1930).

* TRUNBERG u. WIELAND: Skand. Arch. Phys. 40, 1 (1920) — Erg. d. Phys. 20, 477 (1922).

5 BuTkEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 207, 303 (1929); 219, 93 (1930).
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gleichzeitiger Gegenwart von Zucker eine fast 4mal so groie Menge an Fumar-
siure angehéuft als auf Zucker allein. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung
mit den Vorgéingen bei der Einwirkung des Pilzes auf Ca-Acetat allein sowie
auf dasselbe in Gegenwart von Zucker.

Zusammenfassend 146t sich daher sagen, dafl die Anschauung iiber die Bern-
steinsdure- und Fumarsiurebildung beim Zuckerzerfall in C,-Ketten gewisser-
mafen im Anschluf an die alkoholische Gérung gut gestiitzt erscheint; wir
gelangen so nach BurkEwITSCH und FEDOROFF zu folgender Bildungsgleichung
der Fumarséure:

CH1,06 + 3 0, = C,H,0,+ 2CO, 4+ 4 H,0.
Geméll dieser Gleichung betrigt die theoretische Ausbeute an Fumarsiure
64,5%. Die von den genannten Autoren erhaltenen Héchstzahlen von etwa
40% des verbrauchten Zuckers entsprechen demgeméafl iiber 60% d.Th. Die
obige Gleichung lafit sich etwa zu folgendem Abbauschema auflésen:

2C0,
CeH 1,06 —
2CH,0H 4 20, COOH COOH COOH
| l {
H, - CH;+0 (?H2 + 0 CH
-+ 1
(2H,0) —» CH, — CH
|
(lJOOH COOH
+ +
(H:0) (H,0)

Die obengenannten Autoren weisen darauf hin, dafl auch bei der Hefegrung
die Bernsteinsaurebildung wenigstens zum Teil auf analogen Vorgéngen beruhen
kann, also nicht allein auf der Desaminierung von Asparagin sowie Abbau
von (lutaminséure.

b) Zuckerzerfall in C,- und C,-Ketten. Es wurden, wie schon erwihnt,
auch Vorstellungen entwickelt, bei denen die Bernstein- und Fumarsiure durch
direkte Spaltung des Zuckers entstehen soll, und nicht erst durch synthetische
Prozesse. So weisen REISTRICK und CLARK! darauf hin, daf die Bildung von
Fumarsidure ebenso wie die von Citronensiure durch intermedifire Bildung
von Oxalessigsdure gedeutet werden konnte, wobei aus dem Zuckermolekiil
zundchst 1,3-Diketoadipinsiure entstehen soll. Es ist jedoch dabei der fir die
Umwandlung von Oxalessigséure in Fumarsdure notwendige Reduktionsvor-
gang recht unwahrscheinlich. Weiterhin gelangte VIRTANEN? zur Anschauung,
daB die Bernsteinsiure bei der Vergidrung von Glucose mittels B. coli durch
direkte Spaltung des Hexosemolekiils in C,- und C,-Verbindungen zustande
komme, und weist darauf hin, daf} die Glucose wohl von Anfang an in zwei ver-
schiedenen Richtungen gespalten werde, von denen die eine zu Milchséure, die
andere zu Bernsteinsdure und Acetaldehyd fiihrt, also geméafl der Gleichung:

CeH,,0¢ = C,H,0, + C,H,0 + H,0.

Weiterhin fanden VIRTANEN und KARSTROM (7, S. 64) bei der eingehenderen
Untersuchung der Bernsteinsdurebildung durch Propionsidurebakterien, daf die
aus Glucose unter anaeroben Bedingungen gebildete CO,Menge zur Essigsiure
stets im molaren Verhaltnis 1:1 stand, wobei trotzdem 10—15% vom Zucker
an Bernsteinsidure entstanden waren. Sie schlieen daraus, daf3 die Bernstein-
sdure nicht durch Dehydrierung und Kondensation von Essigsiure gebildet
sein kann, da sonst mehr Kohlendioxyd entstanden sein miiite. Ferner stellten

1 Rerstrick u. Crark: C. 1920 I, 686. 2 VirTaNEN: C. 1928 I, 215.
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sie fest, daf} bei der Vergdrung von Milchsdure nur CO,, Propionséure und Essig-
sdure entstanden, nicht dagegen Bernsteinséure; weiterhin fanden sie, dall bei
der Verwendung von Trockenbakterien die eigentliche Propionsduregédrung auf
der Stufe der Hexosemonophosphorsiure stehenbleibt und nur Bernstein-
sdurebildung, aber ohne jegliche CO,-Entwicklung stattfindet. Schlieflich ist
auch noch der Befund von grofler Wichtigkeit, dafl die Bakterien weder
aus Glucose noch aus Brenztraubensiure Ameisenséure erzeugten, wodurch die
erwahnten Autoren zum Schlufl gelangten, dafl die Bernsteinséure durch Spal-
tung des Hexosemolekiils in C,- und C,-Ketten entstanden sein miisse.

Anhang. Wieweit die bei Rh. nigricans gleichfalls beobachtete Gluconséure
als Zwischenprodukt bei der Fumarsiuregirung in Betracht kommt, bleibt
noch unentschieden; auch scheint das Auftreten derselben nicht regelmifig
zu sein. Bei ihrer Umwandlung in Bernsteinsdure und Fumarsiure wurden
daneben auch Essigsdure und Ameisenséure erhalten (2, S. 67). Die Bildung der
Essigsdure scheint dafiir zu sprechen, daf} hierbei auch zunichst ein Zerfall in
C;-Ketten stattfindet, und daB dann der weitere Abbau der Essigsdure, wie
oben beschrieben, einsetzt.

2. Die Umwandlungen der Bernsteinsdure und Fumarsiure.

a) Der Abbau der Bernsteinséure.

Nach StENT, SUBRAMANIAM und WALKER! scheint die Bernsteinsiure in
zweierlei Art abgebaut werden zu konnen, und zwar entweder durch Dehydrie-
rung zu Fumarsiure oder durch direkte Oxydation zu Apfelsiure, gemil dem
folgenden Schema:

(EOOH (|300H (EOOH
CHOH 0 + CH, CH

| « | — H, — |

CH, CH, CH

| l |
COOH COOH COOH

Die genannten Autoren erhielten némlich bei der Einwirkung von Aspergillus
niger auf Ca-Succinat ein Gemisch von d,l-Apfelsiure und 1-Apfelsiure, wobei
die erste ihre Entstehung einer direkten Oxydation verdanken soll, die letztere
dem Dehydrierungsvorgang unter Bildung von Fumarsidure und asymmetrische
Wasseranlagerung an die Doppelbindung. Da der untersuchte Pilz 1-Apfelsiure
rascher verbrauchte bzw. umwandelte als die d-Form, so kann das erwéahnte
Auftreten der 1-Modifikation nicht auf den Verbrauch der anderen Komponente
zurlickgefiihrt werden. Nach Mc KENziE und HARDEN? zerstérte allerdings
ein anderer Asp. niger-Stamm wieder die d-Form schneller.

Aufler diesem Fall, der eine direkte Oxydation der Bernsteinsdure mdglich
erscheinen 14f3t, liegen jedoch vornehmlich Beobachtungen iiber den Abbau
der Bernsteinsiure durch Dehydrierung zu Fumarsiure vor. Die Verwirklichung
dieser Reaktion bei der Fumarséuregérung selbst wurde bereits oben besprochen.
An diesem Vorgang ist ein Ferment, die Succinodekydrase, beteiligt, mit deren
Vorkommen in Bakterien sich insbesondere QUASTEL und WHETHAM? beschéftigt
haben. In hoberen Pflanzen findet sich das Ferment bekanntlich auch recht
allgemein verbreitet, wie insbesondere von THUNBERG und seinen Schiilern
festgestellt wurde. Uber das Vorkommen und die Wirkung der Succinodehydrase

1 STENT, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1929, 1987.

2 McKexzie u. HarDpEN: Soc. 83, 424 (1903).
3 QUASTEL u. WHETHAM: Bioch. J. 18, 519 (1924).
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in tierischem Gewebe sind wir jedoch weitaus besser informiert. Zuerst wurde
diese Reaktion von THUNBERG! im Sauerstoffversuch aufgefunden, und
BareLLI und STERN? konnten sodann zeigen, daB es sich dabei um einen fermen-
tativen Vorgang handelt. Im Anschlufl daran hat sich dann insbesondere THUN-
BERG mit der eingehenderen Untersuchung dieses Fermentes beschéftigt, wobei
insbesondere die Methylenblaumethode von groBer Bedeutung wurde. Hierauf
kann hier natiirlich nicht ndher eingegangen werden, es sei nur noch auf die
neueren diesbeziiglichen Arbeiten verwiesen. So konnte F. G. FiscHER? bei Ein-
wirkung von phosphatgepufferter Muskulatur auf Na-Succinat unter O-Abschluf
in Gegenwart der &quivalenten Menge Methylenblau Fumarsiure und Apfel-
séure isolieren; die erstere machte dabei 30% der zugesetzten Bernsteinsiure
aus. Bei Dehydrierung der Bernsteinséure in Gegenwart von Sauerstoff wurden
25% Fumarsiure und 75% Apfelsiure festgestellt; die letztere wird durch
fermentative Wasseranlagerung aus der Fumarsiure gebildet. Die Fumar-
sdurebildung sowohl in Gegenwart von Sauerstoff als auch von Methylenblau
soll im Gegensatz zu BacH und MicHLIN? durch das gleiche Ferment erfolgen.
Ebenso konnten HAEN und HAARMANN® nach Einwirkung von gut ausge-
waschener Pferdemuskulatur auf Bernsteinsiure unter O-Ausschluf in Gegen-
wart von Methylenblau Fumarséure isolieren,

b) Fumarsiure 2> Apfelsiure.

Die weitere Umwandlung der Fumarséure besteht zunédchst in einer Wasser-
anlagerung an die Doppelbindung. Dieser Vorgang ist jedoch reversibel, und so
sehen wir vielfach auch die umgekehrte Reaktion, ndmlich die Abspaltung von
Wasser aus Apfelsiure unter Bildung von Fumarsiure realisiert. Beide Reak-
tionen werden durch die Fumarase katalysiert.

1. Fumarsiure — I- Apfelsiure. DARIN® fand, daB Fumarsiure in Gegenwart
von Muskelbrei in 1-Apfelsdure iibergeht (ebenso CLuTTERBUCK?). Weiterhin
stellten TARAHASHI und SARAGUSHI® fest, dafi durch Rhizopusarten die gleiche
Reaktion ausgelost wird, CHALLENGER und KLEIN® beobachteten sodann, daB
auch Pilze, die nicht oder nur in geringem AusmaBe Fumarsiure zu bilden
bzw. anzuhdufen vermdgen, wie Aspergillus niger, aus Fumarséure 1-Apfelsdure
bilden. Die Bildung der I-Form ist dabei an eine asymmetrische Addition von
Wasser an die Doppelbindung zuriickzufiihren und nicht auf den Verbrauch
der d-Modifikation, da der verwendete Pilz bei Einwirkung auf d,l-Apfelsiure
die 1-Form besser auszuniitzen vermochte.

Wieweit bei diesem Hydratisierungsvorgang ein spezifisches Ferment, die
Fumarase, beteiligt ist, 148t sich noch nicht endgiiltig entscheiden, doch sprechen
manche Befunde hierfiir. Von sonstigen analogen Hydratisierungen ist z. B. die
Umwandlung von Crotonsgure in 1-f-Oxybuttersaure bekannt (FRIEDMANN und
Maase®). Auf die Moglichkeit des Abbaues der Buttersiure durch Dehydrie-
rung zu Crotonsiure (analog der Umwandlung von Bernsteinsiure in Fumar-
siure) wurde bereits frither hingewiesen. Nach AHLGREEN! wird auch Acryl-
sdure von ungewaschener Muskulatur zunéchst zu Milchsaure hydratisiert,
wobei das Agens von der Fumarase verschieden ist.

! THUNBERG: Skand. Arch. Phys. 22, 430 (1909).

2 BATELLI u. STERN: Bio. Z. 30, 172 (1910).

3 FIscHER, F. G.: B. 60, 2257 (1927). 4 Bace u. Micruin: C. 1927 I, 2556.

5 HaeN u. HaarMaNN: Z. Biol. 86, 523 (1927); 87, 107 (1928).

6 DaxIN: J. Biol. Chem. 52, 183 (1923). 7 CLUTTERBUCK: Bioch. J. 21, 512 (1927).

8 TARAHASHI u. SAKAGUSHI: Bull. Agr. Ch. Soc. Jap. 3, 59 (1927).

9 CHALLENGER u. KLEIN: Soc. 1929,1644.  !° FRiEDMANNu. MaASE: Bio. Z. 55, 450(1913)..
U AnrereEN: Skand. Arch. Phys. 1925, Suppl.-Bd.
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2. Die Riickverwandlung der Apfelsiure in Fumarsiure bzw. das Gleich-
gewicht zwischen den beiden Substanzen wurde unter verschiedenen biolo-
gischen Bedingungen durch eine Reihe von Autoren untersucht, so durch
Daxkin?, QuasTeL und Mitarbeiter?, CLUTTERBUCK 3, ALwaLL%, Sodann konnten
STENT, SUBRAMANIAM und WALKER (1, S.73) zeigen, dall auch Aspergillus niger
d,1-Apfelsdure in Fumarsiure iiberzufiihren vermag. Dabei wird die 1-Form
zunéchst verbraucht, was wohl mit ihrer leichteren Umwandlung in Fumarsiure
zusammenhéangt.

Weiterhin wurde auch ein Gleichgewichtszustand zwischen Fumarsiure4 Am-
moniak 2> 1-Asparaginsdure von QUASTEL und WoOLF> bei B.coli unter an-
aeroben Bedingungen aufgefunden. Es konnte dabei Bildung von 1-Asparagin-
sdure aus Fumarsiure festgestellt werden, und andererseits auch umgekehrt
der Abbau der Asparaginsidure zu Fumarsidure. Dabei fand in Gegenwart wachs-
tumshindernder Stoffe, wie Toluol usw., auch Reduktion bis zu Bernsteinsidure
statt. Weiterhin untersuchten die Autoren auch den EinfluBl verschiedener
anderer Substanzen auf den Gleichgewichtszustand. Bei anderen Aminosiduren
konnte die analoge Reaktion nicht verwirklicht werden. Nach allem scheint
in dem erwdhnten Falle eine gewisse Parallelitat mit den Gleichgewichtsverhilt-
nissen zwischen Fumarsiure und 1-Apfelsiure vorhanden zu sein.

Weiterhin fand Woorré, dafl die Umwandlung von Fumarsiure in Bern-
steinsdure, Maleinsdure sowie Asparaginsiure durch bestimmte Enzyme kataly-
siert wird. VIRTANEN und TARNANEN? isolierten sodann aus B.liquefaciens ein
Ferment, das die Reaktion im System:

Fumarsdure 4+ NH; > I-Asparaginsiure

katalysiert, und VIRTANENS fand diesen Enzym auch in hoheren Pflanzen auf.
Ihm zufolge kénnte die Bildung von Asparaginsiure sowie Glutaminséure aus
Zucker iiber Bernsteinsiure verlaufen, der somit eine zentrale Stellung als Abbau-
produkt des Zuckers und Baustoff der Aminosiuren zukommen soll:

Bernsteinsdure — Fumarsiure
[

v v
+NH, + H,0
v .
Asparaginsiure Apfelsidure
Oxalessigsidure

(+ Acetaldehyd oder Essigsaure)

Citronensiure
—H,0
v
Aconitsiaure
+NH;, —CO,

Glutaminsiure

Andere Aminosiuren, wie Glykokoll oder Alanin, sollen sodann auch aus Aspara-
ginsiure oder Glutaminsiure entstehen.

1 Daxin: J. Biol. Chem. 52, 183 (1922); 59, 11 (1924).

% QuASTEL u. Mitarbeiter: Bioch. J. 18, 365, 519 (1925); 19, 304 (1925).
3 CLUTTERBUCK: Bioch. J. 21, 512 (1927); 22, 1193 (1928).

¢ Arwarr: Skand. Arch. Phys. 54, 11 (1928).

5 QuasTEL u. WooLr: Bioch. J. 20, 545 (1926).

8 WooLr: Bioch. J. 23, 472 (1929) — C. 1930 I, 538.

? VIRTANEN u. TARNANEN: Naturw. 19, 397 (1931).

8 VirTANEN: A. Chem. Fenn. 6 13 (1931) — C. 1931 II, 588.
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¢) Der Abbau der Apfelsiure.

Es scheinen hier zwei Wege realisiert zu sein, ndmlich einerseits die direkte
Decarboxylierung zu Milchsdure und andererseits die weitere Oxydation zu
Oxalessigsdure:

(13001{ (]JOQH COOH
CHOH CHOH .0
| «~ ] -
CH, CH, CH,
1
€O, doon COOH

1. Milchsiure. Nach BruGscH und HorsTERs! wird durch Muskelbrei Bern-
steinstiure iiber Fumarsiure in Apfelsiure umgewandelt, die unter CO,-Abspal-
tung Milchsédure ergibt, welche sodann weiter dehydriert werden kann. — Die
auf diese Weise gebildete Milchsgure kann aber auch noch anderen Umwand-
Iungen unterliegen. So fanden AUBEL? sowie QUASTEL3, dall Ammonium-Succinat
durch B. pyocyaneus unter Bildung von Propionséure, Essigsiure und Ameisen-
sdure abgebaut wird, was wohl zunéchst die Dehydrierung der Bernsteinséure
zu Fumarsiure, deren Umwandlung in Apfelsiure und den Abbau dieser zu
Milchsdure zur Voraussetzung hat, worauf dann wohl analoge Prozesse statt-
finden wie bei der Propionsduregérung.

2. Die Bildung von Owalessigsdure aus Apfelsaure wurde durch HauN und
HAARMANN® bewiesen, indem sie zeigen konnten, daB Apfelsdure durch ge-
waschenen Muskel in Gegenwart von Methylenblau unter Bildung von Oxal-
essigsiure dehydriert wird, die sie auch isolieren konnten. Demgem&B ist daher
das Unvermégen der Apfelsiure, als Wasserstoffacceptor zu fungieren, nicht
allgemein, denn in Versuchen von QUASTEL und WHETHAM (3, S.73) erwies sich
dieselbe in Gegenwart von Methylenblau und B.coli nicht als Wasserstoff-
acceptor, wohl dagegen Fumarsiure, so daBl die genannten Autoren eine direkte
Oxydation der Fumarsidure annahmen, also ohne Hydratisierung derselben zu
Apfelsiure. Ebenso suchten RErsTrick und CLARCK® diesen Vorgang bei Asper-
gillus niger wahrscheinlich zu machen. Hinsichtlich der Oxydation von Fumar-
saure und Apfelsiure durch tierisches Gewebe s. auch BaTELL und STERNS.
Die Dehydrierung der Apfelsiure zu Oxalessigsiure findet sich anscheinend
vielfach bei Mikroorganismen verwirklicht, doch kann das intermediire Auf-
treten derselben meist nur aus der Bildung ihrer Zersetzungsprodukte erschlossen
werden, so daf} auf diese Vorginge noch zuriickzukommen sein wird.

Auch im System Apfelsaure > Oxalessigsiure scheint ein Gleichgewichts-
zustand zu bestehen, und zwar in tierischem Gewebe nach DARIN (1, S.75), BATELLI
und STERN (2, S.74) sowie AHLGREEN 7 und weiterhin nach QUASTEL und WHETHAM
(3, S.73) auch bei rubhenden Bakterien.

d) Der Abbau der Oxalessigsiure.

Es scheinen hier alle drei Moglichkeiten des Abbaues realisiert zu sein, nim-
lich die g-Decarboxylierung unter Bildung von Brenztraubensiure, sodann die
a-Decarboxylierung unter Bildung von Malonaldehydsiure und weiter Malon-
sdure und schlieBlich die Spaltung unter Bildung von Oxalsdure und Essig-

1 BruascH u. HorstErs: Bio. Z. 164, 271 (1925).

2 AuseL: C.r. 193, 179 (1921). 3 QuasteL: Bioch. J. 18, 365 (1924).
4 HapN u. Haarmann: Z. Biol. 88, 587 (1929).

5 RersTrICK u. CLARCK: Bioch. J. 13, 329 (1919).

8 BATELLI u. STERN: Bio. Z. 31, 478 (1911).

7 ABLGREEN: Acta Med. Sland. 57, 508 (1923).
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siure. Weiterhin diirfte auch noch Reversibilitit der Reaktion Apfelsaure 2> Oxal-
essigsiure bestehen, wie bereits erwihnt wurde. Wir haben demgemaf folgende
Vorgénge zu unterscheiden:

COOH COOH
| [
CHOH Co

1 1
CH, CH
N (IJOOH P
COOH ™ 0‘0 SO0,
o, yd CllH-z \\ CrOOH
CcooH ¥  COOH COOH
1

CH, CH,

| {
COOH COOH

1. Bildung von Brenziraubensdure. NEUBERG und Karczac! konnten schon
feststellen, dal Oxalessigsdure durch Carboxylase unter Bildung von Acetaldehyd
und CO, gespalten wird, wobei die wohl intermediar auftretende Brenztrauben-
séure sofort weiter decarboxyliert wird. Dagegen scheint bei Aspergillus niger die
Wirkung der f-Carboxylase stirker zu sein als die der «-Carboxylase, und so
kommt es dabei zur Bildung von Brenztraubenséure. Denn im Falle der Beobach-
tung von SuBraAMANIAM, STENT und WALKER? iiber die Bildung von Brenz-
traubensiiure neben Apfelsiure bei der Einwirkung von Aspergillus niger auf
Bernsteinsdure wird man wohl die Oxalessigsaure als Vorstufe der Brenz-
traubenséure anzusehen haben; WALKER und Coppock?® konnten zeigen, dafl
A. niger Carboxylase produziert. Weiterhin zeigte QUAsTEL?, dall durch B. pyo-
cyaneus auch Fumarsiure zu Brenztraubensiure abgebaut wird, ein Vorgang,
der woh! in analoger Weise zu deuten ist. SUBRAMANIAM, STENT und WALKER
(1, S.73) weisen auch darauf hin, dall zwischen dem Abbau der Fettsduren im
Tierkorper und durch Pilze nahe Parallelen bestehen, und dafl beim weiteren Ab-
bau der Bernsteinséure in beiden Fallen die gleichen Enzyme: Succinodehydrase,
Fumarase und f(-Carboxylase wirksam sind.

2. Fiir die Bildung von Malonsgure aus Apfelsiure deuten SUBRAMANIAM,
STENT und WALKER (1, S. 73) zwei Moglichkeiten an, und zwar entweder durch
direkten Zerfall der Apfelsaure oder durch Zerfall der primir entstehenden
Oxalessigsdure, also gemall dem Schema:

COOH o, H . COOH
l
Co CHO COOH
| — | oder |
COOH P ?Hz (I3H2 (llH
(!JHOH e COOH COOH COCH
(;JHz \ H . COOH v
COOH  *  CHO COOH
| - |
CH, CH,

[ | -
COOH COOH
1 NEUBERG u. Karczac: Bio. Z. 36, 68 (1911).
2 SUBRAMANIAM, STENT u. WALKER: Soc. 1929, 2485.
3 WaLkER u. Coprock: Soc. 1928, 805.
4 QuastEL: Bioch. J. 18, 365 (1924); 23, 472 (1929).
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Doch ist eine direkte Bildung von Malonsiure aus Bernsteinsiure oder einem
ihrer Abbauprodukte noch nicht verwirklicht worden. Nur der Befund von
AvusBEL! iiber den Abbau von Asparagin zu Malonséure und Ameisensédure durch
B. pyocyaneus kann in der erwihnten Weise gedeutet werden, da hierbei der
Weg wohl iiber Oxalessigsidure fithrt. Auf die Bildung von Malonsiure aus
Citronensidure wird spater noch einzugehen sein.

3. Hinsichtlich des Abbaus von Oxalessigsdure zu Owxal- und Essigsiure
liegen gleichfalls noch keine direkten Untersuchungen vor, doch kann dieser
Vorgang aus verschiedenen Befunden erschlossen werden. Hierauf ist jedoch
erst spater gelegentlich der Besprechung der Oxalsiuregirung naher einzugehen.

B. Die Citronensiiuregirung.

Der hier zu besprechende Garungsvorgang stellt sowohl hinsichtlich der
Bedingungen als auch hinsichtlich seines Chemismus einen der schwierigsten
Géarungsprozesse vor; jedem Eingeweihten ist wohl bekannt, mit welchen Schwie-
rigkeiten man bei der Durchfithrung der Citronensduregérung zu kampfen hat
und wie schwer es vielfach gelingt, zu ganz klaren, stets wieder realisierbaren
Ergebnissen zu gelangen, was nicht zum geringsten auch mit der grofen Varia-
bilitat der betreffenden Gérungserreger sowie mit dem Einflufl noch unbekannter
Stimulatoren zusammenhéngt, und andererseits werden die Schwierigkeiten, die
sich der Erklarung des Chemismus des Prozesses entgegenstellen, bereits aus dem
Vergleich der verzweigten C-Kette der Citronenséure mit der geraden C-Kette
der Hexosen ersichtlich.

Im folgenden soll versucht werden, ein moglichst klares Bild der statt-
findenden Vorginge zu entwerfen, soweit dies die bisher vorliegenden experi-
mentellen Befunde iiberhaupt gestatten, und zugleich soll auch der Darlegung
der Bedeutung der einzelnen fiir die Citronensidurebildung maBgebenden Fak-
toren ein breiterer Raum eingerdumt werden. Wir werden hierbei sowohl innere
als auBlere Faktoren zu unterscheiden haben; zu den ersteren soll die Art der
betreffenden Organismen gezdhlt werden, unter den letzteren werden wir jene
Bedingungen zu verstehen haben, die gut séurebildenden Pilzen erst die Er-
zielung von Hochstausbeuten ermdglichen. In einem 3. Kap. soll dann auf
das Wesen und den Chemismus des Saurebildungsprozesses naher eingegangen
werden, und schlieflich in einem 4. Kap. auf deren Abbau.

1. Die Citronensduregirungserreger.
a) Die geeigneten Pilzarten.

Die Citronensiuregirung durch Pilze wurde zundchst besonders durch
WenMER? studiert. Er stellte fest3, dafi Citromyces Pfefferianus und C. glaber
diese Umsetzung vollziehen, sodann berichtete er iiber zwei weitere citronen-
siurebildende Pilze, und zwar Penicillium luteum (von verschimmelten Eicheln),
das nur geringes Séurebildungsvermogen besafl, und Mucor piriformis, dessen
Saurebildungsvermogen gréfer, aber auch noch nicht bedeutend war®. Der
Verfasser war der Meinung5, dafi die Bildung von Citronenséure in mehr als
Spuren charakteristisch fir die Gruppe Citromyces ist, dagegen die Oxal-

1 AuseLr: C.r. 193, 179 (1921).

2 WEHMER: Beitr. z. Kenntn. einh. Pilze. Nr 1. Hannover 1893.

3 WerMER: B. 27, R. 448; C. 1893 II, 457.

¢ WeaMER: Chem. Ztg 21, 381, 1022 (1897); C. 1897 II, 160; 1898 I, 269.
5 WeaMER: Lafars Handb. techn. Myk. 4, 242 (Jena 1905/07).
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sdurebildung eigentiimlich fir Aspergillus niger!. Ebenso arbeiteten Mazf und
PErRIER? bei ihren Untersuchungen mit vier verschiedenen Citromycesvarie-
titen, die sie von Saurelosungen isoliert hatten. BucENER und WUSTENFELD®
fanden bei ihrer Arbeit iiber Citronenséuregarung den Citromyces citricus von
Mazf und PERRIER besonders wirksam; ferner verwendeten sie auch einen
weiteren Citromyces, den sie von einer verschimmelten Apfelsine isolierten.

Nach WEHMER? treten siurebildende Pilze mit Vorliebe auf Substraten auf,
die bereits freie Sauren enthalten (,,sdurelicbende Pilze*); neben einigen Peni-
cillium-Arten gehoren hierher besonders die Citromyces-Arten, Asp. niger u. a.
Der Verfasser untersuchte eine ganze Anzahl von Pilzen verschiedener Her-
kunft vergleichend kulturell und mikroskopisch. Dies fiihrte zu dem Ergebnis,
daB offenbar in der Pilzgattung Citromyces eine Gruppe von Formen vorliegt,
bei deren Unterscheidung mikroskopische Merkmale fast ganz versagen und
daher die kulturelle Untersuchung erforderlich ist. Von den 5—6 verschiedenen
Arten, die der Verfasser als verschiedene Spezies ansieht, waren einige auBer
durch die Citronensaurebildung auch noch durch andere Eigenschaften charak-
terisiert, so z. B. der Citromyces Tollensianus durch seine duflere pigmentlose
Beschaffenheit; eine andere Art erwies sich als sehr widerstandsfahig gegen starke
Saurelosungen, z. B. gegeniiber einer gesattigten (10proz.) Oxalsiurelésung.
Citromyces Pfefferianus erwies sich noch nach 15jahriger Aufbewahrung als
lebensfahig. Zwei weitere Citromycesarten isolierte sodann WEHMER® aus einer
Oxalsdureldsung sowie aus einer Fliissigkeit, die 0,59, freie Schwefelsdure ent-
hielt und zur Hydrolyse von Baumwolle gedient hatte.

Die Anschauung, dafl die Citronensiuregirung insbesondere fiir die Citro-
mycesarten charakteristisch ist, wurde langere Zeit beibehalten, bis 1913
Zan0RsK1® Citronensiurebildung durch Sterigmatocystis nigra nachweisen konnte;
er arbeitete dabei mit einigen sehr ungewohnlichen Kulturen von Aspergillus
niger, und THOM und CURRIE? konnten Citronenséurebildung bei vielen Kul-
turen von Aspergillus niger feststellen. CURRIE® beschiaftigte sich sodann
eingehend mit der Citronensdurebildung durch Aspergillus niger und fand,
dall gut ausgewihlte Aspergillus niger-Kulturen jeder bis dahin beschriebenen
Citromyceskultur iiberlegen sind. Dieser Autor fand auch, daB keine der unter-
suchten Kulturen unter allen Bedingungen nur Citronensiure oder nur Oxal-
siure bilden wiirde.

In Versuchen BurkEwITscHs® bildeten verschiedene Citromycesstimme und
zwei Penicilliumarten Citronensiaure, nach einer spiteren Mitteilung® auch
Penicillium glaucum bei relativem N-Mangel in Gegenwart von CaCO;, jedoch
weniger als Aspergillus niger, was mit der starkeren Fahigkeit des ersteren die
gebildete Saure zu CO, zu verbrennen, im Einklang steht. Die Einteilung der
Pilze in zwei physiologische Gruppen, nédmlich Citronensiure- und Oxalsiure-
girer muf3 daher auch nach diesem Autor aufgegeben werden. Nach BuTkE-
witscH® bildet Aspergillus niger Citronensiure auch schneller und reichlicher
als Citromyces glaber unter gleichen Bedingungen. FALCK und vax Brymall

 Spater gab derselbe eine neue Charakterisierung [siehe B. 5%, 1659 (1924)].

> Mazk u. PERrrIER: C.r1. 139, 311 (1904) — Ann. Past. 18, 553 (1904).

3 BUCHNER u. WUSTENFELD: Bio. Z. 17, 395 (1909).

¢ WeamER: Ch. Z. 33, 1281 (1909); C. 1910 I, 372.

5 Wenamer: Ch. Z. 37, 37 (1913); C. 1913 I, 829.

¢ Zamorski: U.S.P. 1, 066, 358, Juli 1913.

? Trom u. CURrIE: J. Agric. Res. %, 1 (1916).

8 CurriE: J. Biol. Ch. 31, 15 (1917). ® BurkEwiTscH: Bio. Z. 131, 327 (1922).
10 BuTkKEWITSCH: Bio. Z. 136, 224 (1923).

11 FALCK u. VAN BmyMa: B. 57, 915 (1924).
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konnten Citronensiure bei fast allen als Siurebildner {iberhaupt in Betracht
kommenden Arten von Aspergillus, Citromyces und Penicillium nachweisen.
In neuerer Zeit berichteten ScEAPOSCHNIKOW und MaNTEUFEL! iiber Citronen-
séurebildung durch eine thermophile Art von Pen. arenarium nov. spez., dessen
Optimum bei 40° liegt. Tamrva und Hipa? stellten Citronensiurebildung bei
vielen Aspergillusarten fest, besonders deutliche bei A.aureus Awamori und
niger. Uber Bildung von Citronensiure neben Bernstein-, Fumar-, Malein-, Wein-
und Oxalséure usw. mittels A. glaucus berichtet Sumiki3,

bj Bedeutung der Art und Vorgeschichte der Pilzstimme.
(Charakterisierung der Pilzstimme.)

1. Die Auswahl gértiichtiger Pilzstimme.

Nach Taom und CURRIE (7, S.79) ist bei Aspergillus niger die Intensitét der
Saurebildung sehr verschieden, und zwar fiir die einzelnen Stimme oder Varie-
taten charakteristisch. Die morphologische Untersuchung zeigte, dafl eine Reihe
von sehr nahe verwandten Stimmen besteht, mit Unterschieden in den GroBen-
verhiltnissen einzelner Teile und in der Farbungsintensitit der Sporen und
Mycelien, ohne dafl eine bestimmte Beziehung morphologischer Eigenschaften
mit der Sdurebildung ersichtlich erscheint. Die Bezeichnung Aspergillus niger
behielten die Autoren fiir die ganze Gruppe bei, ohne jedoch auf die Farbung
ausschlaggebenden Wert zu legen.

CURrRIE (8,8.79) sucht insbesondere auf Grund der Saureresistenz eine Aus-
wahl gut Citronensiure bildender Pilzstimme durchzufithren. Er stellte fest,
dafl Aspergillus niger-Stdmme, die morphologisch nicht unterschieden werden
konnen, unter gleichen Bedingungen ganz verschiedene Resultate hinsichtlich
der Saurebildung ergeben. Weiterhin zeigte er, daf Pilzstdémme, die sich als
sehr siureresistent erwiesen, also beim pgz-Wert 1,4 (erzeugt durch 0,168%
Salzsdure, 0,75% Oxalsdure oder 20% Citronensdure) noch zu keimen und zu
wachsen vermochten, sich auch als die besten Citronensiurebildner erwiesen.

Im Gegensatz zu dieser Methode zur Auswahl geeigneter Pilzstdmme werden
dieselben nach Farck und vax Beyma (11, 8.79) in prinzipiell ganz anderer Art
charakterisiert. Diese Autoren verstehen unter Kapazitit der Siurebildung die
gesamte Sduremenge, die von einem Pilz aus bestimmtem Substrat unter kon-
stanten Bedingungen iiberhaupt gebildet wird, angegeben in Prozenten der
theoretisch moglichen. Unter Infensitit der Saurebildung wird deren Bildungs-
geschwindigkeit verstanden, ausgedriickt durch den Quotienten aus der Kapazitat
und der Anzahl der Tage. Da die betreffenden Werte in Gegenwart von Calcium-
carbonat ermittelt werden, und zwar in jenem Zeitpunkt, bei dem kein CaCO,
mehr aufgelost wird, ergibt sich daraus nur das gesamte Saurebildungsvermogen
eines Pilzes, und nicht dessen* Citronensidurebildungsvermégen allein. Diese
Methode ist demnach wohl geeignet, zunéchst gute Saurebildner im allgemeinen
ausfindig zu machen; zur engeren Auswahl von Citronenséurebildnern mufl
jedoch die von CurriE angewandte Methode herangezogen werden. Farck
und BEymA bezeichnen als gute Siurebildner solche mit einer Kapazitit von
mehr als 25%, als méBige mit einer von 10—20% und als schlechte solche mit
weniger als 10%. Von Aspergillusarten gehoren die schwarz, braun oder hell-
braun gefirbten zu den guten, die meisten gelben oder hellgriinen zu den mitt-
leren, die schwachgefirbten oder weiflen zu den schlechten Saurebildnern. Die

! ScrAPOSCENIROW u. MANTEUFEL: C. 1927 I, 1712 — Trans. scient. chem. pharm. Inst.
Moskau 1923, Nr 5, 3, 28, 57.
2 Tamrya u. Hipa: C. 1930 I, 2263. 3 Sumixi: C. 1930 II, 1089.
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Intensitit der Siurebildung nimmt nach den Autoren bei langerer Kultivie-
rung auf kalkhaltigen Néhrboden zu.

Nach BERNHAUER, DUDA und SIEBENAUGER! geht man zwecks Auswahl
gut Citronensiure bildender Pilzstimme am besten in der Weise vor, dal man
zunichst durch Feststellung der Pilzentwicklung in einer normalen, aber etwa
1/0—"/ss Salzsdure enthaltenden Nahrlésung vom pg 1,6 bis 1,7 eine allge-
meine Auswahl der besten Citronensiurebildner trifft, die man nun speziell
hinsichtlich ihres Citronenséurebildungsvermdgens durch Entwicklung auf einer
15proz., die erforderlichen Nahrsalze enthaltenden Zuckerlosung priift. Es
konnten auf diese Weise Pilzstimme aufgefunden werden, die 70—80% an
Citronensiure aus Zucker zu bilden vermochten.

2. Die Variabilitit des Girvermogens und die ,,Degeneration der Pilze.

Nachdem bereits WEHMER? auf die starke Variabilitdt des Gérvermogens
hingewiesen hatte, wurde sodann vielfach iiber die Bildung von Mutanten
wihrend der weiteren Kultivierung berichtet, die sich morphologisch oder
physiologisch von der Ausgangsform vielfach sehr stark unterschieden. So
berichtet ScHIEMANN3 iiber die Entstehung von Aspergillus niger - Mutanten
durch Kultivierung in Gegenwart verschiedener chemischer Substanzen oder
bei hoher Temperatur (40—45°); dieselben wurden jedoch hinsichtlich der
Ssurebildung nicht niher untersucht. Weiterhin geht aus der Untersuchung
von BRENNER?! hervor, daf die Temperatur, bei der die Pilze geziichtet und
davernd aufbewahrt werden, einen wesentlichen Einflul auf die Ausbildung
neuer Rassen ausiibt. Sodann erhielt ScHraMM® bei fortgesetztem Weiter-
ziichten eines normalen Aspergillus niger auf Agar-Agar einen degenerierten
Pilz, der nur ein sporenloses, graues Mycel bildete, wobei die submersen Teile
Sprofizellen enthielten. Bei der stoffwechselphysiologischen Untersuchung dieses
Pilzes durch WEHMER® zeigte sich, daB derselbe das Vermdgen zur Bildung
von Citronen- oder Oxalsdure aus Zucker verloren hatte und nur in geringer
Menge eine nicht identifizierte Siaure mit leicht 16slichem Kalksalz (wohl Glucon-
sdure) bildete.

Abgesehen von diesen Degenerationserscheinungen, die zumeist auf gewalt-
same duBlere MaBnahme zuriickzufiihren sind und mit einer morphologischen
Degeneration Hand in Hand gehen, wurden ,,Degenerationen‘ der Pilze bekannt,
bei denen eine morphologische Verédnderung nicht oder nur in sehr geringem
AusmalBe stattfindet, wogegen die physiologischen Veranderungen sehr stark
ausgepragt sein konnen. So berichtete z. B. WEHMER? iiber die Degeneration
des von ihm aufgefundenen und untersuchten Aspergillus fumaricus, der
urspriinglich zu reichlicher Fumarsiurebildung aus Zucker befahigt war und
nach der Laboratoriumsfortziichtung wéhrend einiger Jahre nur Gluconséure und
Oxalsgure, aber keine Fumarséure mehr bildete. Weiterhin erwies sich ein relativ
guter Citronensaurebildner bei Untersuchungen BERNHAUERs® nach fortgesetzter
Laboratoriumsziichtung als physiologisch stark veréindert, indem derselbe sein
Vermogen zur Citronensdurebildung fast génzlich eingebiiit hatte. Das gleiche
war der Fall bei einem von BurkEwITSCH verwendeten sehr kraftigen Citronen-
saurebildner, der Citronensiure bis zu einer Ausbeute von fast 85% zu bilden

1 BERNHAUER, DUDA u. SIEBENAUGER: Bio. Z. 230, 475 (1931).

2 WenMER: Lafars Handb. d. Mykol. 4, 248 (1906).

8 ScHIEMANN: Z. f. indukt. Abst. u. Vererbungslehre 8, 1 (1912).

¢ BrENNER: C. Bact. IT 40, 575 (1914). 5 ScrraMM: Mykol. Zbl. 5, 20 (1915).
¢ WenMER: C. Bact. IT 49, 145 (1919). ? WEBMER: Bio. Z. 19%, 418 (1928).
8 BERNHAUER: Bio. Z. 197, 306 (1928).

Bernhauer, Gérungen. 6
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vermochte und der sein Vermogen zur Citronensiurebildung gleichfalls fast
vollig eingebiiBt hattel. Ahnlich verhielt es sich mit einem von CHALLENGER
untersuchten Aspergillus niger-Stamm, der sein Vermégen zur Bildung von
Zuckersaure aus Glucose oder Gluconsdure, oder zur Umwandlung von Zucker-
sdure in Citronensaure gleichfalls bei der Kultivierung im Laboratorium ein-
biiBte!. Die einzelnen Faktoren fiir derartige ,,Degenerationen® von Pilzen in
ihren physiologischen Eigenschaften sind noch durchaus nicht klar.

3. Aufziichtung von Pilzen und Konstanterhaltung des Girvermogens.

BuceNER und WUSTENFELD (3, S.79) gelang es, eine alte Kultur von Citro-
myces Pfefferianus bereits durch einmaliges Umziichten auf stickstoffarmer
und zuckerfreier Néhrlosung aus griinen Bohnen, der bis zu 20% Citronenséure
zugesetzt worden war, zu stérkerer Citronenséurebildung anzuregen. Dagegen
blieb eine wiederholte Umziichtung auf einer mit wenig freier Citronenssure
versetzten stickstoffarmen N&hrlosung aus griinen Bohnen und 10% Zucker
ohne Erfolg. Ebenso setzte mehrmaliges Kultivieren in stark citronensiure-
haltiger Bierwiirze nur die Wachstumsfiahigkeit der Organismen auf neutralen
Losungen sehr herunter. Nach ProvEDI? verlieren Citromycesarten (unter der
Spezies Pen. Pfefferianum vereinigt) auf glucosehaltigem Nahrboden das Ver-
mégen zur Citronensiuregirung, gewinnen es aber wieder nach Uberimpfung
auf Citronensdure oder Citronenbéden.

Trom und CURRIE (7, 8.79) stellten bei Aspergillus niger-Arten fest, dal die
Ziichtung auf verschiedenen Nahrboden die Intensitdt der Siurebildung nicht
wesentlich verdndert, sondern daBl diese charakteristisch ist fiir die einzelnen
Stamme oder Varietdten. Auch nach eigenen Erfahrungen scheint bei Aspergillus
niger eine Umzlichtung auf séurehaltigen Substraten keinen Effekt auf das Ci-
tronensdurebildungsvermégen der Pilze zu haben. Das Problem ist hierbei viel-
mehr die Konstanterhaltung des Saurebildungsvermdgens der Pilzstdmme, sobald
man erst durch systematische Auswahl zu geeigneten Pilzen gelangt ist. Dies-
beziiglich sind aus der Literatur keine systematisch durchgefithrten Beobach-
tungen ersichtlich. Im allgemeinen wird gemif den sonstigen mykologischen
Erfahrungen empfohlen, die Pilze, insbesondere nach dem Beginn der Sporen-
bildung, bei tiefen Temperaturen aufzubewahren. Weiterhin ist fiir die Konstant-
erhaltung von Wichtigkeit, die reifen Sporen nicht lange mit den Mycelien in Zu-
sammenhang zu lassen, sondern dieselben in abgeerntetem Zustand aufzu-
bewahren®. Allgemein anwendbare Vorschriften fiir die Konstanterhaltung des
Géarvermogens lassen sich jedoch bisher noch nicht geben. Von Wichtigkeit ist
jedenfalls, die Fortimpfung der Stammkulturen erst nach gréBeren Zeitabstanden
(etwa 1/, Jahr) durchzufiihren, wie es ja auch bei der Erhaltung bakteriologi-
scher oder mykologischer Sammlungen tblich ist.

4. Beziehungen zwischen Sdurebildung und Sporifikation.

a) Allgemeine GesetzmiBigkeiten iiber die Sporenbildung lassen sich noch
nicht entwickeln; jedenfalls ist dieselbe abhingig vom Ernéhrungszustand,
indem Sporenbildung vielfach insbesondere unter relativ schlechten Erndhrungs-
bedingungen zu beobachten ist, doch verhalten sich hierbei auch verschiedene
Pilzstémme recht verschieden, wie auch die Intensitét der Sporenbildung inner-
halb einer Pilzgruppe bei verschiedenen Stammen derselben sehr stark variieren

1 Nach Privatmittéi\lung sowie eigenen Feststellungen an dem iibermittelten Pilz.
2 Provep1: C. 19271, 2086.
3 Nach Privatmitteilung von FALCE sowie nach eigenen Erfahrungen.
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kann. Von spezifischen Einfliissen auf die Sporifikation lassen sich 2 unter-
scheiden, und zwar:

«) Metalle. Nach Moriscu® sollte die Gegenwart von Eisen fiir die Sporen-
bildung erforderlich sein, nach BENEKE? findet in manchen Fillen bei Abwesen-
heit von Eisen keine Sporenbildung statt, in anderen Fallen dagegen wieder sehr
reichliche Sporifikation. In Gegenwart von Zink findet bekanntlich keine oder
nur sehr geringe Sporenbildung statt. (Siehe auch CURRIE, 8, 8.79.) Dies zeigt
sich auch deutlich bei Verwendung der zinkhaltigen Jenenser Glasgefifle, indem
in diesen meist sporenlose Pilzdecken (Aspergillus niger) zur Entwicklung
gelangen. Ferner gewinnt man vielfach den Eindruck, daB in alten, oft ver-
wendeten GlasgefdBen geringere oder langsamere Sporenbildung stattfindet als
in neuen Geféflen; bei Zusatz von walirigen Extrakten aus Glaspulver wird die
Sporenbildung angeregt (Beobachtungen bei Rhizopus nigricans). Nach WoLFF
und EMERIE® braucht A. niger sowohl fiir das Wachstum wie fiir die Sporen-
bildung Kupfer, und zwar fiir das Wachstum wenigstens 0,2 y, fiir die Sporen-
bildung wenigstens 0,3 y pro 250 ccm Nahrlosung. Fiir die Bildung schwarzer
Sporen sollen 25y pro 250 ccm Néhrldsung notig sein.

B) Die Reaktion der Kulturfliissigkeit ist zweifellos von groBem Einfluf} auf
die Sporenbildung, indem auf stark sauren Substraten die Sporenbildung zumeist
sehr stark verzogert und vielfach sogar véllig gehemmt ist. Wird die Siure
abgestumpft, so findet alsbald Sporifikation statt. Diesen Einflufi hat sowohl
von vornherein zugesetzte Séure, als auch von den Pilzen selbst erzeugte Séure;
daher findet man, dafl gerade gute Séurebildner in den Anfangsstadien ihrer
Entwicklung vielfach sporenfrei bleiben (falls nicht stimulierende Einfliisse vor-
handen sind) und erst bei langerer Kulturdauer allméhliche Sporenbildung ein-
setzt. Dieses Merkmal kann auch bei der Auswahl guter Sdurebildner von
Wert sein.

b) Farbe der Sporen in Beziehung zum Gérvermogen der Pilze. Nach
Farck und vax Beyma (11, 8. 79) gehéren unter den Aspergillus niger-Arten die
schwarz, braun und hellbraun gefirbten zu den guten, die meisten gelben oder
hellgriinen zu den mittleren und die schwach gefarbten oder weiflen zu den
schlechten Saurebildnern; dies bezieht sich allerdings nur auf die Gesamtsaure-
bildung. Hinsichtlich der Citronensdurebildung selbst liegen keine eingehenderen
Beobachtungen vor. In einer Patentbeschreibung von FerNBacH, YUILL und
der RowNTREE & Co.? findet sich die Angabe, daBl Pilze mit braunen, braun-
schwarzen, purpurschwarzen und tiefschwarzen Sporen die besten Citronen-
sdurebildner vorstellen. Nach eigenen Erfahrungen scheinen wohl die dunklen
Aspergillus niger-Stdmme die besten Citronensiurebildner zu sein, doch finden
sich unter ihnen auch Pilze, denen das Vermogen zur Citronenséurebildung
fast ganz abgehen kann und bei denen dann zumeist die Gluconsiurebildung
starker ausgepragt ist.

¢) Art und Intensitiit der Sporenbildung. Nach eigenen Beobachtungen
findet bei starken Citronensédurebildnern Sporenentwicklung erst relativ spét
statt (meist erst nach 8—10 Tagen, bei Verwendung von Glasgefifien), da die-
selbe, wie bereits erwéhnt, durch die groflen gebildeten Siuremengen gehemmt
ist. Dies gilt natiirlich nur dann, wenn sonstige Einfliisse, welche die Sporen-
bildung begiinstigen, nicht vorhanden sind. — Weiterhin gewinnt man viel-
fach den Eindruck, als ob die guten Citronensdurebildner meist hochgestielte

1 Mowisch: Sitzber. Ak. Wiss. Wien 103, 554 (1894).

2 BENEKE: Jb. wiss. Bot. 28, 487 (1895).

8 ‘WoLFF u. EMERIE: Bio. Z. 228, 443 (1930).

4 FERNBACH, YUILL u. ROWNTREE & Co.: E.P. 266415, 1925; s. auch F.P. 23248/519815.
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Sporentriger besifien, wogegen die niedrig anliegenden Sporenkopfchen fiir
Gluconséurebildner charakteristisch zu sein scheinen. Wieweit diesen Beobach-
tungen jedoch allgemeine Giiltigkeit zukommen mag und wieweit die Sporen-
bildung selbst in morphologischer Hinsicht konstant erscheint, ist fraglich.

2. AuBere Faktoren der Citronensiurebildung.

a) Bedéufung der prinzipiellen Art der Pilzentwicklung.

Die Citronenséurebildung geht als echte Oxydationsgdrung nur in Gegen-
wart reichlicher Sauerstoffmengen vor sich. WEHMER! stellte bereits fest, da
die Citromyceten ein hervorragendes Sauerstoffbediirfnis besitzen. Versuche
mit Mucor piriformis zeigten, daf} sich derselbe in Wasserstoffatmosphére nicht
entwickelt®. Evakuiert man nach BucHNER und WUSTENFELD (3, S.79) die Kultur-
gefille, nachdem Wachstum und Citronenséurebildung bereits kréiftig eingesetzt
haben, so wird weiter etwas Citronensdure und auch etwas Alkohol und CO,
gebildet; dabei verschwindet ein betrichtlicher Teil des Pilzmycels. Es kommt
demnach nur zu einer Selbstverzehrung des Pilzes, ohne Verarbeitung des AuBen-
mediums. '

Auch aus sonstigen Untersuchungen geht hervor, daB die Citronenséure-
bildung an die Gegenwart von Sauerstoff gebunden ist. In Zusammenhang mit
der physiologischen Wirkung der Schimmelpilze findet deren natiirliche Ent-
wicklung bekanntlich auch nur auf der Oberfliche statt. Auflerdem gelingt
es auch, wie noch zu beschreiben sein wird, unter Anwendung von Luftzufuhr
die Pilze auch im Inneren von Fliissigkeiten zur Entwicklung zu bringen.

1. Oberflichengirung auf fliissigem Nihrboden. Bei dieser Form der
Sauregérung gelangen die Pilzdecken auf ruhigen Fliissigkeitsoberflichen zur
Entwicklung. Um eine stets gleichméflige und rasche Entwicklung zu erzielen,
muB fiir eine reichliche Impfung mit Pilzsporen gesorgt werden, wie auch von
einer Anzahl von Autoren hervorgehoben wird. Zumeist wird hierbei mit stets
gleichen Mengen Sporenemulsion geimpft und fiir eine gleichmafige Verteilung
der Sporen an der Oberfliche Sorge getragen. Nur eine rasche kréftige Pilz-
entwicklung gewéahrleistet ein sofortiges intensives Einsetzen der Citronenséiure-
bildung. Auch sehr gute Citronenséurebildner erreichen unter Aufleracht-
lassung dieser MaBregel verhaltnisméBig keine besonders hohen Citronensauce-
ausbeuten. Im allgemeinen haben wir bei der Oberflichengérung auf fliissigen
Néahrboden zwei Moglichkeiten zu unterscheiden, némlich einerseits die Ver-
girung der ersten Kulturfliissigkeit, auf der die Pilzdecke zur Entwicklung
gelangte, und andererseits die Verwendung fertiger Pilzdecken, wobei die erste
Nihrlosung abgegossen und durch eine zweite Kulturfliissigkeit von bestimmter
Zusammensetzung ersetzt wird. Diese zweite Moglichkeit hat insbesondere
methodischen Wert bei der Untersuchung des Sédurebildungsprozesses und der
dabei mafBgebenden Faktoren. Auf die genauere Methodik und anschliefende
Fragen wird im methodischen Teil noch eingehender zuriickzukommen sein.

Von sehr wesentlicher Bedeutung fiir den Gérverlauf ist auch ein richtiges
Verhiltnis zwischen Oberflichenausdehnung und Volumen, also die Schicht-
héhe der Losung. Auch hierauf wird spéter noch des ndheren zuriickzukommen
sein. Hinsichtlich des Tiefenwachstums der Pilze, also des Eindringens ins
Substrat, teilt CUrrit (8, S.79) mit, daB die Pilzdecken auf grofen Flichen
infolge ihrer wulstigen Struktur vielfach 5—6 cm tief in das Substrat ein-
dringen und auf diese Weise dasselbe besser umzusetzen imstande sind, als

1 WenmEer: C. 1893 II, 457. 2 WenMER: C. 1898 I, 269.
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dies durch Diffusion allein moglich wére. In Kleinversuchen verwendete der
gleiche Autor 50 ccm Fliissigkeit in 200 ccm-Erlenmeyerkolben. Nach eigenen
Erfahrungen bewéahrt sich auch gut ein Volumen von 100 ccm in 300 ccm-Erlen-
meyerkolben.

2. Oberflichengiirung auf festem Nihrboden. Farck und vaN BEymaA THOE
Kivema (11, S. 79) meinen, daB die Anwendung der fliissigen Nahrbéden vorzugs-
weise den Methoden entnommen sind, die fiir die Kultur der Hefen ausgebildet
wurden, und sind der Ansicht, dafl dagegen die Fadenpilze als ausgesprochene
Oberflichenbewohner zu ihrer natiirlichen Entwicklung unbewegte Stiitz-
punkte und eine moglichst grofe Oberfliche im Verhaltnis zur Masse des Nahr-
bodens brauchen. Die Autoren verwenden daher bei ihren Versuchen feste
Agar-Néhrbdden, in die die Pilze nur etwa 1 cm tief eindringen. Die Autoren
weisen auch darauf hin, daBl in Substraten, die mit Hohlrdumen hinreichend
durchsetzt sind, Citronensdure in keinem erheblichen Ausmale angereichert
wird, da die Oxydation anscheinend schneller und vollstdndiger weiterschreitet.
Weiterhin wurde festgestellt, dal die Sdurebildung bei Anwendung gleicher
Substrate, sowie der Verbrauch an Glucose und das Erntegewicht etwa pro-
portional der OberflichenvergréBerung ansteigen. Die Saurebildung ist dem-
nach innerhalb gewisser Grenzen proportional dem Oberflichenfaktor (Ver-
héltnis von Oberfliche zum Substratvolumen). Bei technischen Versuchen
verwendete FALOK! feste Ndhrboden, wie Mehl oder sonstige stédrkehaltigen
Stoffe; praktische Bedeutung scheint dies jedoch nicht zu besitzen. Bei der
Entwicklung von Pilzen auf festen Néhrboden, z. B. bei der Herstellung von
Takadiastase wird die Impfung durch Einblasen der Sporen vorgenommen, da
sonst eine gleichméfige Verteilung derselben schwer moglich ist.

3. Submerse Giirung unter Luftzufuhr. Nach einem Patent von BLEYER?
wird die Citronenséuregérung durch ein Mycel durchgefiihrt, das im Inneren
hoher Flissigkeitsschichten (in Bottichen) zur Entwicklung gelangt, allem
Anschein nach dadurch, dafl bestindig Luft durchgeleitet und weiterhin dauernd
oder zeitweise gerithrt wird, so daB es zu keiner Oberflichenentwicklung kommen
kann. Dieses Verfahren soll insbesondere fiir die Durchfiihrung der Gérung
in Gegenwart von Calciumcarbonat Bedeutung haben. — Nach einer Patent-
anmeldung der KoroLYT A.-G.3 soll die Vergdrung von Sulfitablaugen in dhn-
licher Weise durchgefiihrt werden, indem die Pilze mittels Durchleitung von
Luft oder Sauerstoff durch die Gérgefifle unterhalb der Fliissigkeitsoberflache
zur Entwicklung gelangen. Gelegentlich der Besprechung der technischen Ver-
fahren der Citronensduregérung wird hierauf eingehender zuriickzukommen
sein. AMELUNG* berichtete dariiber, dafl die Ausbeuten an Citronensdure beil
Durchleitung eines Luftstromes, also bei Entwicklung der Pilze im Inneren der
Fliissigkeit wesentlich schlechter sind als bei Anwendung von Pilzdecken, die
an der Oberfliche zur Entwicklung kamen. — Wir selbst haben uns schon lingst
davon tiberzeugt, dal die submerse Pilzentwicklung, wie sie durch die Luftdurch-
leitung zustande kommt, fiir die Durchfiithrung der Citronenséuregirung keiner-
lei Vorteile bietet; jedoch erscheint dabei vom morphologischen Standpunkte
aus die Art der Pilzentwicklung sehr interessant.

b) Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit.
1. Kohlenstoffquelle. Auf die Eignung der verschiedenen C-Quellen fiir die
Citronenséurebildung wird erst gelegentlich der Besprechung des Chemismus

1 FaLck: DRP. 426926, Mirz 1926. 2 BLEYER: DRP. 434729, Okt. 1926.
3 KonorLyT A.-G.: Ausgelegt Januar 1927; versagt. ¢ AMeELUNG: Ch. Ztg 54, 118 (1930).
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der . Citronensduregérung eingehender zuriickzukommen sein. Jedenfalls geht
aus fast allen bisherigen Untersuchungen hervor, daB Rohrzucker als die
geeignetste C-Quelle anzusehen ist und daher die héchsten Ausbeuten an
Citronenséure liefert. Hinsichtlich der optimalen Konzentration liegen wider-
sprechende Befunde vor. Nach BucHNER und WUSTENFELD (3, S. 79) ist die Saure-
bildung durch Citromyces am intensivsten, wenn man 10—15% Glucose in einem
Absud von weilen Bohnen verwendet. Nach Farck und vaxy Beyma (11, S.79)
ist die optimale Konzentration bei verschiedenen Pilzarten sehr verschieden
und kann selbst fiir die gleichen Arten verschiedene Grenzwerte annehmen.
Hzrzoc und Pororzky! erhielten mittels Citromyces bei Anwendung von
5—10% Glucose die hochsten Citronensdureausbeuten. Nach eigenen Erfah-
rungen kommt es zweifellos auf die Versuchsbedingungen an, vergéirt man aber
mit einem guten Citronensdurebildner erste Kulturfliissigkeiten, so kann das Er-
gebnis von CURRIE (8, S.79) durchaus bestitigt werden, daB Zuckerkonzentra-
tionen von etwa 15% als optimal anzusehen sind. Nach KosTyTscHEW und
TscHESNOKOV?2 erwies sich eine 20proz. Zuckerlosung als weitaus giinstiger als
niedrigere Konzentrationen. In 2,5- und 1proz. Zuckerlésungen trat iiberhaupt
keine Citronensdurebildung mehr ein. Korowsgi® fand, daB eine Abhingigkeit
der Geschwindigkeit der Citronensdurebildung von der Zuckerkonzentration
besteht, wobei sich gleichfalls 20% am giinstigsten erwiesen und die Citronen-
saureausbeute nach 2 Tagen 65% des Zuckers erreichte bzw. vermutlich 90%
am 10. Tag ().

2. Bedeutung der Stlckstoifquelle In qualitativer H mswht scheint die N-Quelle
von grofler Bedeutung zu sein. Nach BucENER und WUOSTENFELD (3, S.79)
ist bei Citromyces der von Mazf empfohlene Absud aus weiflen Bohnen am
geeignetsten (N-Gehalt 0,02%), wihrend Bierwiirze sowie kiinstlich bereitete
anorganische Néhrlosungen wenig giinstig sind; bei den letzteren soll die durch
Verbrauch des N-haltigen Anteils freiwerdende Mineralsdure die Siurebildung
durch den Pilz hemmen, worauf auch andere Autoren hingewiesen haben. Nach
Farcx und Beyma (11, S. 79) sind fiir die Pilzernahrung selbst die hochmolekularen
Eiweillstoffe, besonders  die Peptone, am geeignetsten, doch vermogen Asper-
gillus, Citromyces und Penicillium auch an organische Stickstoffquellen auszu-
niitzen, die fiir das Studium der Sdurebildung besonders. geeignet sind. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen Ammonsalzen und Nitraten ist nach den
Genannten nicht vorhanden; sie verwendeten in der Regel Ammoniumnitrat.
Ebenso wird Ammonnitrat von CURRIE (8, S.79) und einer groflen Anzahl
anderer Autoren bevorzugt. Dagegen halten KostyrscEEW und TscHESNOKOV?
Ammontartrat fiir die giinstigste Stickstoffquelle fiir die Citronensdurebildung;
nach eigenen Feststellungen liegt jedoch zweifellos keine Uberlegenheit gegen-
iiber dem Ammonnitrat vor.

In quantitativer Hinsicht sei zundchst auf die bereits von den ersten Ent-
deckern gemachte Beobachtung hingewiesen, daf} die Pilze bei sehr iippigem
Wachstum, also guter Erndhrung mit Stickstoff keine oder nur sehr wenig
Citronensédure zu bilden bzw. anzuhdufen vermogen. So weisen auch HErzog
und Pororzry! auf die Abhéngigkeit der Sidurebildung vom N-Gehalt
hin. Nach BurkewitscE* findet Citronensdurebildung ebenfalls vornehmlich
bei relativem N-Mangel statt (0,1% :Ammonsulfat oder Bohnenabsud nach
Maz#), doch konnte der gleiche Autor® feststellen, dafl A. niger auch bei

1 HEerzoG u. Pororzry: H. 59, 125 (1909).

2 KostyrscHEW u. TscuEsNorov: Planta 4, 181 (1927).

3 Korowskr: C. 1930 H, 2000. 4 BuTkrEwITscH: Bio. Z. 131, 327 (1922).
5 Mazk: Bio. Z. 136, 224 (1923).
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N-UberschuB Citronenséiure bildet, allerdings in geringerem AusmaBe. Nach
Farcx und Beyma (11, S.79) ist es fiir die Sdurebildung wesentlich, den Stickstoff
nicht in der fir das Wachstum optimalen Konzentration anzuwenden; am
geeignetsten erwies sich 0,16 bis 0,32% Ammoniumnitrat entsprechend einer
Stickstoffgabe von 0,056 bis 0,112%. CUrrIE (8, S.79) empfiehlt als optimal eine
Néhrlosung, die 12,5 bis 15% Rohrzucker und 0,2 bis 0,25% Ammonnitrat ent-
halt. KoTowskI (3, S. 86) erhielt die besten Resultate bei Erhthung des Ammon-
nitratgehaltes des CurRIEschen Néhrbodens auf 0,5% und Zusatz kleiner Mengen
Zinkchlorid. Nach BrrNHAUER! ist die N-Quelle in quantitativer Hinsicht
insofern von EinfluB, als in Gegenwart von Calciumcarbonat ein Zusatz von
Ammonnitrat die Bildung von Citronenséure begiinstigt, da die Gluconsiure-
bildung bzw. -anhdufung dadurch stark gehemmt oder ganz verhindert wird.
Die Beobachtung, daBl sehr iippig entwickelte Pilze besonders in Abwesenheit
von CaCO, sehr wenig Siure bilden, konnte bestéitigt werden. BERNHAUER
schlofl aus den oben mitgeteilten sowie noch anderen Befunden, daf3 die Citronen-
sdurebildung in irgendeinem Zusammenhang mit dem Stickstoff-Stoffwechsel
des Pilzes stehen miisse. KosTyTscaEw und TscHESNOKOV (2, S.86) suchten so-
dann den Zusammenhang der Citronensaurebildung mit der Stickstoffassimilation
eingehender zu charakterisieren, worauf gelegentlich der Besprechung der Vor-
stellungen iiber das Wesen der Citronensidurebildung niher einzugehen sein wird.
Sodann erhob ScHOBER? den wichtigen Befund, daf} Citronenséurebildung erst
durch Mycelien erfolgt, deren N-Gehalt iiber 2,5% betrégt.

3. Sonstige Nihrsalze und Stimulatoren. Als sonstige Nihrsalze zur Pilz-
entwicklung ‘kommen vor allem Kaliumphosphat und Magnesiumsulfat in
Betracht, die alle erforderlichen Elemente enthalten. Eine Gabe von 0,1%
KH,PO, und 0,02 bis 0,06% MgSO, ist jedenfalls ausreichend und wird
auch zumeist angewendet. Nach Feststellungen von BERNHAUER!, AMELUNG®
sowie KosTyTscHEW und TscHESNOKOV (2, S. 86) haben die Mineralsalze selbst
keinen merklichen Einflufl auf den Sdurebildungsprozel, wie durch die Unter-
suchung der Einwirkung fertiger Pilzdecken auf reine Zuckerlgsungen fest-
gestellt wurde.

HEerzoe und Pororzry (1, S.86) weisen darauf hin, daB mitunter eine Be-
ziehung zwischen der Siurebildung und der Konzentration an Phosphorsiure
vorzuliegen scheint. Ebenso wird in manchen Patentschriften auf die Bedeutung
reichlicher Phosphatmengen hingewiesen. Hinsichtlich dieses Einflusses s. auch
BERNHAUER und WoLr4

Uber den EinfluB von Wachstumsstimulatoren 148t sich sagen, daB die
Gegenwart derselben in der Regel fiir die Sdurebildung ungiinstig ist, da durch’
dieselben zuviel Zucker fiir den Wachstumsprozefl verbraucht wird.und so fiir
die Sdurebildung verlorengeht. WasSILJEW® untersuchte den Einfluf von
Zinksulfat auf die Saurebildung in Aspergillus niger-Kulturen auf Zucker und
stellte bei einigen A. niger-Arten in Gegenwart von Zinksulfat geringere Aus-
beuten an Glucon- und Citronensiaure fest, nur in einem Falle Zunahme der
Citronenséuremenge. :

BorTELS® wies bereits darauf hin, daf} geringe Mengen mineralischer Bestand-
teile die Entwicklung einer Pilzkultur stark beeinflussen kénnen. Nach Wisx-
MANN? ist die Beschaffenheit des Glases der Kulturgefille von wesentlichem

1 BERNHAUER: Bio. Z. 172, 324 (1926).

2 ScHOBER: Jb. f. wiss. Bot. %2, 1 (1930). 8 AmeLune: H. 166, 161 (1927).
¢ BERNHAUER u. Worr: H. 177, 271 (1928). 5 Wassimgew: C. 19311, 2631.
6 BortELS: Z. Biol. Chem. 49, 183 (1921) — Bio. Z. 182, 301 (1927).

" WrMANN: H. 132, 104 (1924) — A. 485, 62 (1931).
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EinfluB auf die Entwicklung der Pilze, indem in Gefaflen, die monatelang zu
Pilzkulturen verwendet worden waren, vielfach das Wachstum auf bestimmten
Néhrlosungen nur sehr schwach ist. Nach eigenen Erfahrungen erhilt man
sowohl sehr verschiedenes Wachstum als auch sehr starke Schwankungen in
den Citronenséureausbeuten, je nachdem, ob man frische Glaskolben verwendet,
oder solche, die bereits lange in Gebrauch gewesen waren.

¢) Reaktion der Kulturfliissigkeit.

Allgemeine Bedeutung. Zur Abbindung der gebildeten Sdure wurde vielfach
Calciumcarbonat verwendet, wodurch es zum Auskrystallisieren des relativ schwer
l6slichen Ca-Citrates kommt. Nach Farck und vax Bryma (11, S.79) laBit sich
statt Calciumcarbonat auch Barium- oder Strontiumcarbonat gut verwenden,
ebenso nach anderen Autoren. Wahrend nun BucENER und WUSTENFELD (3, S. 79)
einen Zusatz von Calciumcarbonat zur Anh&ufung groflerer Citronensiure-
mengen bei Citromyeces fiir unbedingt erforderlich halten, hauft sich nach BUTKE-
wITsCH! auch in Abwesenheit von CaCO, Citronenséure in freiem Zustande reich-
lich an, ohne daf sich Oxalsdure nachweisen liel. Ferner erhielt CURRIE (8, S.79)
in ersten Kulturfliissigkeiten ohne Zusatz von CaCO,, also in saurer Losung,
sehr hohe Ausbeuten an Citronenséure. Er suchte zu zeigen, da die Neutrali-
sierung viele Schwierigkeiten beinhaltet und vollig tiberfliissig ist, und daf sogar
der ProzeB rascher in einem sauren Medium verlduft als in Gegenwart von
Calciumcarbonat. Nach AMELUNG (3, S.87) hat der Zusatz von Calciumecarbonat
keinen EinfluBl auf die Citronensdureausbeute, solange noch Zucker vorhanden
ist, also stets neue Siure gebildet werden kann, da die Citronensdure schwer
angegriffen wird, solange bessere Nahrstoffe zugegen sind. Nach Verbrauch des
Zuckers findet Zerstérung der angesammelten Sdure statt, daher ist dann in
diesem Falle bei Anwesenheit von CaCO; mehr Citronensdure vorhanden. Nach
dem genannten Autor besteht der Unterschied gegeniiber den Erfahrungen bei
der Oxal- und Milchsduregérung, deren Ausbeute bekanntlich durch Zusatz von
CaCO; vervielfacht wird (WEEMER?), darin, dal} diese Sduren bereits in relativ
geringen Konzentrationen (1% ) den Fortgang des Gérprozesses hindern, wihrend
Citronenséure bis weit iiber 6% angesammelt werden kann. Nach eigenen
Erfahrungen vermogen gute Citronensdurebildner in Abwesenheit von CaCO,
Hochstausbeuten an Citronenséure zu liefern, wogegen relativ schlechte Citronen-
sdurebildner in Abwesenheit von CaCO,; wesentlich schlechtere Ausbeuten an
Citronenséure geben, als in Gegenwart desselben. Auch bereits in einer friiheren
Arbeit BERNHAUERs® erwies sich die Citronenséurebildung in saurer Fliissig-
keit als abhéngig von der Sdureempfindlichkeit des jeweils verwendeten Pilz-
stammes; das pg-Maximum des Pilzes wirkt dabei auf die S&urebildung limi-
tierend. Nur bei Verwendung sehr kriftiger Citronensiurebildner wird daher
kein Unterschied zwischen Versuchen mit und ohne CaCOj zu beobachten sein.
Es kann daher auch der Fall vorkommen, daB ein sehr sdureempfindlicher Pilz
in Gegenwart von CaCO; eine sehr intensive Citronensiurebildung zeigt, wie
z. B. bei BuceNER und WUSTENFELD (3, S.79).

Spezielle Bedeutung des py. Nach BuTkEwITscr? ist fiir den Grad der An-
hdufung von Citronenséure in den Pilzkulturen auf Zucker bis zu einem gewissen
Grade die Aciditidt maBgebend; bei niedriger iiberwiegt die Gluconsdurebildung,
bei hoher die Citronensdurebildung. Die letztere findet daher stets erst spéter

1 BurkEwItscH: Bio. Z. 136, 224 (1923).
2 WEHMER: Bot. Ztg. 1891, 15. 3 BERNHAUER: Bio. Z. 197, 305 (1928).
4 BurreEwITsCcH: Bio. Z. 154, 177 (1924).
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statt, nach der Vorsduerung des Substrates. Weiterhin steht hiermit in Zu-
sammenhang die relativ starke Anhdufung von Gluconsdure in Gegenwart von
CaCO,. DaB in diesem Falle trotzdem auch Citronenséure in reichlichen Mengen
entsteht, erkldrt sich durch Anhaufung der freien Siure in der oberen Schicht
der Kulturfliissigkeit. Nach BERNHAUER! gelten diese GesetzméBigkeiten nur
in beschrinktem Umfange, und zwar findet auch in Gegenwart von CaCO,
auch sofortige Citronensdurebildung statt, wenn entsprechende Stickstoff-
mengen anwesend sind, da dadurch die Gluconsdurebildung gehemmt wird. In
sauren Kulturflissigkeiten, also bei Abwesenheit von Neutralisationsmitteln,
ist in Gegenwart von Stickstoff die Citronensdurebildung recht gering, es iiber-
wiegt dabei die vollstindige Verbrennung des Zuckers. Wie aus den Unter-
suchungen BERNHAUERs weiterhin hervorgeht, findet bei alkalischer Reaktion
fast nur Glucon- und besonders Oxalséurebildung statt, wéhrend Citronenséure
nur in sehr geringfiigigen Mengen auftritt. KostyrsceEw und TscHESNOKOV
bestdtigen, dall bei saurer Reaktion vorwiegend Citronenséure, bei alkalischer
dagegen vorwiegend Oxalsdure gebildet wird; bei neutraler beide Sauren.

In jiingster Zeit widmete FrREY? der Aufklirung der Beziehung zwischen
der Wasserstoffionenkonzentration und der Citronensdurebildung eine ein-
gehende Untersuchung. Er fand, dall bei Citromyces glaber der Zusatz von
Calciumecarbonat zur Loésung giinstig auf die Citronenséureanhdufung wirkt
(pu = 3—4), wihrend ein py-Gebiet von 2, hervorgerufen durch Mineralsdure,
die S#urebildung véllig unterdriickt. Auch bei Anséuerung des Substrates
durch Citronensdure (in Abwesenheit von Ca-Citrat) findet jedoch geringere
Séurebildung statt. Bei A. niger erwies sich das py-Gebiet 2,0 am giinstigsten
fir die Citronenséurebildung; dabei war es gleichgiiltig, ob diese (H') durch
freiwerdende Mineralséure, zugesetzte Mineralsdure oder Citronensdure hervor-
gerufen wurde. Dies steht auch in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
BerNHAUER und WoLF (4, S.87) sowie FErRNBAcH®. Nach Frry? soll bei Ver-
suchen, die den Zweck haben, eine moglichst hohe Ausbeute an Citronensdure
zu erhalten, so vorgegangen werden, dall die Abscheidung der Citronensédure
durch Calciumcarbonat nur teilweise vorgenommen wird, um den pgz-Wert
nicht unter 3,0 sinken zu lassen. Nach eigenen Erfahrungen gelten diese Be-
funde jedoch auch nicht bei allen A. niger-Stdmmen, sondern nur bei relativ
guten Citronenséurebildnern. Andere verhalten sich #hnlich den Citromyces-
arten. Ferner stellte FREY fest, dall der Abfall des py-Wertes von etwa 5
auf 2, verbunden mit einer hohen relativen Ausbeute, innerhalb der ersten
3 Tage erfolgt. Innerhalb der ersten 12—24 Stunden findet eine Minderung der
Wasserstoffionenkonzentration statt, und zwar teilweise in Zusammenhang mit

der Umwandlung des anorganischen Phosphates in organisches (Zucker-
phosphorylierung).

d) Verlauf des Giirprozesses (Temperatur und Girdauer).

WEHMER? beobachtete bereits, dafl die Sauremenge in den Pilzkulturen
dauernd ansteigt auf etwa 4% und dariiber, ohne dafl der Fortschritt der Pilz-
entwicklung merklich - beeintriachtigt wird. Sodann wverschwindet die Saure
wieder relativ langsam, wobei die Temperatur wesentlichen Einflufl ausiibt,
und zwar ist bei niedriger Temperatur die Saurebildung recht langsam, wihrend
bei 15—20° eine wesentliche Beschleunigung stattfindet. Licht und Licht-

1 BERNHAUER: Bio. Z. 192, 324 (1926).
2 FrEY: Arch. f. Mikrobiol. 2, 272 (1931).
3 FernBacH: F.P. 266414 u. 266415. ¢ WenmEer: C. 1893 I, 457.
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abschluB haben nach dem Autor keinen Einflul auf die Sdurebildung. BucaNER
und WUSTENFELD (3, 8.79) empfehlen bei Citromyces etwa 20°; die Sdurebildung
verlduft nach ihnen am intensivsten zwischen dem 10. und 14.Tag, und das
Maximum der CO,-Entwicklung fallt zwischen 7. und 11. Tag.

Nach TroM und CURRrIE (7, S.79) findet sich in jungen Kulturen bei Asp. niger
mehr freie Citronensdure als Oxalséure; in alten findet Ausgleich statt und sogar
Uberwiegen des Gehaltes an Oxalséure. Nach BERNHAUER (1, S.89) wird bei tiefer
Temperatur stets relativ mehr Glucon- und weniger Citronenséure gebildet;
das Optimum der Citronensdurebildung lag zwischen 30° und 35°. In Ver-
suchen AMELUNGS erfolgte die schnellste Saurebildung bei 34—36°, also beim
Wachstumsoptimum des Pilzes. Unter 5° und iiber 50° erfolgte weder Pilz-
wachstum noch Séuerung. Bei niedrigeren Temperaturen (20°) findet bessere
Anhéufung von Citronensédure statt, da sie hierbei langsamer verbraucht wird.
In Versuchen von ProvEDI' erschien bei Verwendung von Citromycesarten
Citronenséure erst nach 14 Tagen, bei Alkalisierung des Milieus mit */;, Natron-
lauge nach 10 Tagen; die verwendeten Séurebildner waren allem Anschein nach
sehr schlecht. Bei Anwendung guter Citronensdurebildner geht der Prozef}
nach eigenen Erfahrungen am besten bei 33—34° vor sich und ist nach etwa 10 bis
14 Tagen beendet, d. h. hat seinen Héhepunkt erreicht; natiirlicherweise kommt
es dabei sehr auf die Schichthéhe an, bei ganz geringen Schichthéhen kann der
Prozef} auch nach wenigen Tagen bereits beendet sein. Nach Korovsky (3, S. 86)
gelingt es, durch Ziichtung der Pilze bei relativ niedriger Temperatur (25°),
Pilzkulturen zu gewinnen, die bei dieser Temperatur am besten arbeiten, was
technisch von Bedeutung erscheint.

e) Bedeutung der Mycelentwicklung fiir die Sdurebildung.

Die Bedeutung dieses Faktors 146t sich insbesondere durch die Einwirkung
fertiger Pilzdecken auf reine Zuckerlosungen klarstellen. Mit fertigen Pilz-
decken arbeiteten in systematischer Weise vornehmlich BERNHAUER, AMELUNG
sowie KosTyTscHEW und TSCHESNOKOV, nachdem KosTyTscHEW? bereits friiher,
insbesondere bei Untersuchung deés Stickstoff-Stoffwechsels der Pilze auf die
prinzipielle methodische Bedeutung dieses Umstandes hingewiesen hatte. Mit
der Feststellung des Einflusses der Art der Mycelentwicklung auf die Siure-
bildung in ,zweiter Kulturfliissigkeit* hat sich insbesondere BERNHAUER be-
schéftigt. Es erwiesen sich hierbei insbesondere zwei Faktoren von Bedeutung,
némlich einerseits die Qualitdt und Quantitdt der Stickstoffquelle, die zur Ent-
wicklung der Pilzdecken verwendet wird, und andererseits die Aciditdt der zur
Entwicklung verwendeten Néhrlosung, Im allgemeinen 148t sich sagen, daf} die
Citronenséurebildung bis zu einem gewissen Grad durch kréaftige Pilzdecken
intensiver ist als durch schwach entwickelte.

1. Beziiglich der Stickstoffquelle zeigte sich zunichst in quantitativer Hin-
sicht, daBl Citronenséurebildung in Gegenwart von CaCO, erst bei Pilzdecken,
die mit mehr als 0,02% Stickstoff zur Entwicklung gelangt waren, einsetzt und
in Abhéngigkeit von der zur Entwicklung verwendeten Stickstoffmenge weiter-
hin ansteigt. In qualitativer Hinsicht erwiesen sich insbesondere Nitrate fiir die Aus-
bildung von Pilzdecken mit starkem Vermdgen zur Citronensaurebildung giinstig.

Bei- weiteren Versuchen erwies sich insbesondere Pepton als sehr schlecht
geeignet. ' In sauren. Kulturfliissigkeiten, also ohne Verwendung von CaCO,,

1 Provepi: C. 1927 1, 2086.
2 KosTYTSCHEW: B. bot. Ges. 20, 327 (1902) — Jb. wiss. Bot. 60, 628 (1921) — H. 111,

171 (1920).
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kamen die Unterschiede in der Wirkung der einzelnen Stickstoffquellen nicht
zur Geltung wegen der limitierenden Wirkung der py bei Verwendung eines
relativ schlechten Citronensdurebildners.

Beim Vergleich verschiedener Stickstoffquellen in spiteren Versuchen! er-
wiesen sich insbesondere Ammonnitrat und Harnstoffnitrat stark wirksam, etwas
schwicher Kaliumnitrat, wihrend die mittels Ammonsulfat, Ammonchlorid,
Ammonphosphat, Harnstoff, Asparagin, Glykokoll und Pepton zur Entwicklung
gebrachten Pilzdecken nur sehr geringe Citronensidurebildung zeigten. Weiter-
hin erwies sich anscheinend auch fiir die Entwicklung gut citronenséurebildender
Pilzdecken Rohrzucker als weitaus wirksamer als andere C-Quellen.

Bei sehr guten Citronensiurebildnern scheint kein so deutlicher Effekt hin-
sichtlich der Qualitit der Stickstoffquelle fiir die Entwicklung gut citronen-
sdurebildender Mycelien vorzuliegen, wie auch aus den Versuchen AMELUNGS
ersichtlich ist, der mittels Ammonsulfat als Stickstoffquelle zur Entwicklung
der Pilzdecken sehr reichliche Citronensédurebildung erzielen konnte.

2. Die Entwicklung der Pilzdecken auf sdurehaltigem Substrat hat nach
BERNHAUER und WoLF (4, S. 87) einen sehr wesentlichen Einfluf} auf das Citronen-
saurebildungsvermogen derselben. So wurde durch:die Entwicklung des Pilz-
mycels auf saurem Substrat vom py-Wert 2,8 bis 3,0 (%/,5 bis /5, Phosphorséure,
/o Salzsdure) dessen Citronensaurebildungsvermégen (in Gegenwart von CaCOj)
bei einzelnen Pilzstammen in auffallendem MaBe gesteigert. Zur Erklirung
dieses Ergebnisses reicht die durch die Gegenwart der Phosphorsiure bedingte
starkere Mycelentwicklung nicht aus, da Salzsidure einen &hnlichen Effekt hin-
sichtlich der Saurebildung, nicht aber im Hinblick auf die Mycelentwicklung
hervorrief. Bei einem Pilz, der an und fiir sich gut Oxalsdure bildete, wurde
ein analoger Effekt hinsichtlich der Oxalsiurebildung erzielt.

3. Chemismus der Citronensiuregirung.
a) Zum Wesen des Vorganges.

Mazf und PERRIER? glauben aus ihren Versuchen schliefflen zu konnen, dafl
die bei der Citronensaurebildung stattfindende ,,Atmungsverbrennung die
lebende Substanz selbst erfaBt, daB es sich hierbei also um eine indirekte Oxy-
dation handelt. C und H sollen sich in diesem Falle ausnahmsweise auch in
Form von Citronensédure und Oxalsdure von der lebenden Substanz abspalten,
wihrend sonst in der Regel als CO, und H,0. Dazu ist nicht nur die Gegenwart
von Sauerstoff und oxydierbarer Korper erforderlich, sondern auch eine Organi-
sation in der lebenden Substanz. Der Vorgang soll hierbei der sein, daf der
Zucker durch die Pilze unter dem EinfluB einer Zymase zu Alkohol und CO,
gespalten und dafl der Alkohol dem Plasma einverleibt wird; nach Erschépfung
des Stickstoffgehaltes findet ein proteolytischer Prozel} statt, unter Zerfall der
alten Zellen und Abgabe von Stickstoff an die jungen Hyphen, wobei Bildung
von Citronensdure stattfinden soll. Dieselbe soll daher als Produkt eines auto-
lytischen Verdauungsvorganges, einer Dissimilation erscheinen. Versuche von
BucaNer und WUSTENFELD (3, S. 79), diese Vorstellung experimentell zu stiitzen,
hatten keinen Erfolg. Weiterhin konnte der Befund von Mazf und PERRIER,
daB Citromyces aus Alkohol Citronenséure zu bilden vermag, von HErRzoG und
Pororzry (1, S.86) nicht bestatigt werden. Sodann zeigte BuTkEwITSCH3, da

1 BerNHAUER: H. 177, 104 (1928).
2 Mazt u. PERRIER: C.r. 139, 311 (1903) — C. 1904 HI, 717.
3 BurkewITscH: Bio. Z. 142, 195 (1923) — Jb. wiss. Bot. 64, 637 (1925).
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fir die Citronensdurebildung die verwendete C-Quelle von entscheidender Be-
deutung ist; die Citronenséure ist nach demselben als Umwandlungsprodukt
des Zuckers oder zuckerihnlicher Stoffe aufzufassen, und die Annahme der
proteolytischen Herkunft derselben ist unberechtigt. Auch BUCHNER und
WUsTENFELD gelangten zur Vorstellung, daB die Citronensiure von einem
synthetisch aus Zucker entstehenden Produkt abstammen miisse.

Alle bisherigen Versuche, die Citronenséurebildung aus Zucker enzymatisch
zu verwirklichen, verliefen stets negativ. So gelang es BUCHNER und WUSTEN-
FELD nicht, gérwirksame PrefBsifte oder Acetondauerpriparate aus den Pilzen
herzustellen. Nach AMELUNG ist die Siurebildung vorlaufig als Funktion der
lebenden Zelle aufzufassen, also an den Lebensvorgang gebunden und erlischt
mit ihm. Versuche, die Citronenséuregirung auf zellfreiem Wege oder mittels
Dauerpriparaten durchzufithren, verliefen erfolglos. Der Autor weist auch
darauf hin, daf bei der Kompliziertheit des Vorganges wohl nicht mit einem
einzelnen Enzym, sondern mit einem Komplex von Enzymen zu rechnen ist.

Nach ButkewirscH soll die Citronensiure ein intermedidres Produkt der
Zuckerveratmung sein. Der Autor steht auf dem Standpunkt, dall zwei physio-
logische Pflanzengruppen existieren; die eine Gruppe soll eine ausgesprochene
Neigung zur alkoholischen Gérung besitzen und eine geringe Fiahigkeit zur
Saurebildung, die Vertreter der anderen Gruppe sollen schwache Gérungs-
erreger, aber starke Sdurebildner sein. Bei diesen Organismen soll die Zucker-
veratmung nicht iiber die intermedidren Produkte der alkoholischen Gérung,
sondern durch eine direkte Oxydation iiber die Zwischenstufe der Carbonséuren
verlaufen. Dagegen vertritt KostyrsceEEw! die Ansicht, daf die wichtigsten
Pflanzensduren entweder Abbauprodukte der Aminoséuren oder (was meisten-
teils der Fall sein soll) Zwischen- bzw. Nebenprodukte bei der Synthese von
EiweiBbausteinen aus Zucker darstellen, und also im EiweiBstoffwechsel ent-
stehen. Citronensiure diirfte nicht ein Zwischen-, sondern ein Nebenprodukt bes
der Synthese von Eiweifibausteinen sein, das im Eiweilstoffwechsel keine weitere
Verarbeitung erfihrt und als ,,miflungener Baustein der EiweiBstoffe auf
oxydativem Weg zerstért wird. Obwohl also die Citronensdure zweifellos aus
Zucker hervorgeht, beweist nach KostyrscuEw und Tscuesnoxov diese Tat-
sache allein nicht die Anteilnahme der Saure am Atmungsvorgang, da die Zucker-
verarbeitung sowohl im respiratorischen Stoffwechsel als auch beim Vorgang
der Eiweilsynthese stattfinden kann. Die genannten Autoren suchen ihre
Ansicht durch eine Anzahl von Griinden zu stiitzen. So weisen sie darauf hin,
daB in jungen, intensiv wachsenden Kulturen von A.niger weder Bildung
noch Verbrauch von Citronensiure stattfindet, was nach ihrer Ansicht dagegen
spricht, daBl die Citronenséure ein intermediires Produkt der normalen Sauer-
stoffatmung darstellt, da Atmung stets vor sich geht und daher sonst Citronen-
sdure auf allen Entwicklungsstufen siamtlicher, auf Zucker gezogener Kulturen
erzeugt werden miifte. Da Citronensiureverbrauch in Gegenwart einer aus-
reichenden Zuckermenge iiberhaupt nicht stattfindet, spricht dies nach An-
sicht der Autoren gegen die Anteilnahme der genannten Siure am Vorgang
der normalen Zuckerveratmung. Die Versuche, aus denen die SchluBfolgerungen
gezogen werden, sind jedoch vielfach durchaus nicht iiberzeugend. Daf Citronen-
séure nicht sofort auftritt, kann darin seinen Grund haben, daB zunichst Glucon-
sdure gebildet wird, und erst spéter (bei entsprechendem py) auch Citronen-
siure; dieser Punkt bildet also durchaus keine Stiitze fiir die Ansicht der
Autoren.

1 KosryrscHEW: Pflanzenatm. 1924, 135 — Pflanzenphys. 1,409 (1926). — K0oSTYTSCHEW
u. TscHESNOKOV: 2, S. 86.
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Auf eine Beziehung der Citronensidurebildung zum Stickstoff-Stoffwechsel
hatte schon BERNHAUER (1, S.87) hingewiesen bzw. auf einen innigen Zusammen-
hang mit dem allgemeinen Stoffwechsel des Pilzes. KostyrscaEw und TscHES-
NOKOV (2, S.86) suchen den Zusammenhang der Citronensdurebildung mit der
N-Assimilation in folgender Weise zu charakterisieren: Wahrend der Stickstoff-
assimilation findet keine Citronensdurebildung statt. In alten Kulturen wird
nach Abschlul der Eiweillsynthese und der Zellvermehrung auch die Citronen-
sdurebildung eingestellt. Wenn nun bei jungen Kulturen die Néhrlosung in der
Periode intensiver Stickstoffassimilation durch N-freie 10—20proz. Zuckerlosung
ersetzt wird, findet reichliche Citronensaurebildung statt. Ist jedoch der Pilz
durch Anwendung abnorm hoher N-Gaben mit Stickstoff gesattigt, und zwar
vor der Einstellung des Wachstums, so findet Citronensiurebildung auch in
Gegenwart erheblicher Stickstoffmengen statt. Wird in alten Kulturen durch
Zusatz geringer Mengen eines Stickstoffsalzes die Eiweillsynthese wieder in
Gang gebracht, so wird auch alsbald nach Erschopfung des Stickstoffs Citronen-
sdurebildung eingeleitet. Alle Beobachtungen, aus denen diese Schlufifolge-
rungen gemacht wurden, beziehen sich auf Versuche in Abwesenheit von Neutrali-
sationsmitten und lassen auch andere Deutungsmdéglichkeiten offen. So ist es
doch durchaus nicht verwunderlich, daB Citronenséurebildung nur bei groBem
Zuckeriiberschull in erheblichen Mengen gebildet wird, da ja nach ErFrroxT!
auch Hefe keinen Alkohol bildet, wenn man ihr die Nahrung nur je nach Bedarf
zufiihrt; dabei bildet sie nur CO, unter betréchtlicher Vermehrung. Weiterhin
sei auf die Einwinde SCHOBERs? gegeniiber der Vorstellung KoSTYTSCHEWS ver-
wiesen. SCHOBER gelangte wiederum zur Ansicht, daf die Bildung der Citronen-
sédure auf einen Desaminierungsprozel zuriickzufiihren ist, ohne jedoch geniigend
iiberzeugende Griinde hierfiir angeben zu konnen. Jedenfalls erscheint es schwer
verstindlich, daf die vielfach sehr groflen Citronensiuremengen, wie sie durch
geeignete Pilze tatséchlich gebildet werden, den Weg iiber Eiweill bzw. iiber die
Desaminierung von Spaltprodukten desselben nehmen sollen. Ebenso gelangte
Benr3?, der sich mit den autolytischen Prozessen bei A. niger eingehend be-
schaftigte, zur Auffassung, dall die Schlufifolgerung ScHOBERs iiber die Her-
leitung der Sauren aus einem Desaminierungsprozell unberechtigt erscheint.

Hinsichtlich der Bedeutung der Bildung von Citronensédure usw. in héheren
Pflanzen gelangte VIRTANEN (8, S.75) zur Anschauung, dal} die Fumarsiure wie
die Citronensiure Baustoffe von Aminoséuren vorstellen; wenn bei spateren
Entwicklungsstadien der Pflanzen die Eiweilsynthese geschwicht ist, soll es
zur Anhdufung von Bernsteinsdure, Fumarséure, Apfelsaure und Citronen-
sdure kommen.

Curzaszez und Tiokow? schliefen, daB die Citronensdureanhiufung in
keinem Zusammenhang mit der Eiweillbildung stehen kénne, da Erhohung der
Konzentration an gebotenen Aminosubstanzen giinstig auf die Citronenséiure-
anhéufung wirkt. In einer neueren Mitteilung® stellen die genannten Autoren
zwar fest, dal auch aus Pepton Citronensiure gebildet werden kann, doch laBt
sich dieser Vorgang mit einem primiren Abbau des Peptons in Essigsdure wohl
zur Gentige erkliren.

b) Substrate der Citronensduregirung.

Schon BurkEwIirscu® hatte darauf hingewiesen, daf die Citronensiure-
bildung insbesondere an Zucker oder zuckerdhnliche Stoffe gekniipft ist. Mit

1 ErrroNtT: C. Bact. IT 43, 117 (1928). 2 ScuoBER: Jb. f. wiss. Bot. %2, 1 (1930).
8 BenRr: Arch. f. Mikrobiol. 1,418 (1930).  * Curzaszcz u. Tturow: Bio. Z. 218, 73(1930).
5 Privatmitteilung. 8 BUTKEWITSCH: Bio. Z. 142, 195 (1923).
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der Feststellung der Eignung verschiedener C-Quellen haben sich sodann eine
Anzahl von Autoren beschéftigt. Neben den dlteren Feststellungen von HErzoc
und Pororzky (1, S.86) ergibt sich insbesondere aus den Untersuchungen von
AMELUNG (3, S.87) sowie BERNHAUER! ein quantitativer Vergleich der Eignung
der verschiedenen C-Quellen fiir die Citronensédurebildung. Die betreffenden Er-
gebnisse sind in der nachfolgenden Tab. 7 zusammengestellt:

Tabelle 7.
HERZOG und AMELUNG (bei 34—36°) ‘BERNH.AUER
C-Quelle POSI;?I’l;ZrKY sauer ‘ mit CaCO, 11(13;% 62(5300)3
Citromyces A.n IV A.n. II A.n. IV A.n. II Asp. niger
Glucose . . . . . . . 23,6 (6 W.) 36,3 — 37,1 22,3 24,6
Fructose . . . . . . . 13,2(6 ,, ) 16,3 — 17,12 3,82 36,9
Mannose . . . . . . . 16 (6 ,, ) 19,0 — 7,5 3,4 5,6
Galaktose . . . . . . 81(6 ,, ) 4,2 — 3,8 0 1,8
Manpnit . . . . . . . 3,2(6 ,, ) 12,2 — 11,12 4,12 4,1
Rohrzucker . . . . . 30,4(5 ,, ) 41,4 32,6 45,5 30,9 37,2
Maltose . . . . . . . 50,5(5 ,, ) 37,6 - 41,0 23,9 13,2
Arabinose . . . . . . 58(6 ,, ) 12,0 — 532 2,72 5,4
Xylose. . . . . . .. 11,4(6 ,, ) 20,5 — 11,6 2 5,42 12
Glycerose . . . . . . — 26,4 — 15,0 8.4 23,9
Glycerin . . . . . . . 26,8(9 ,, ) 23,0 — 25,6 2 10,6 2 20,3
Inulin. . . . . . .. ? — — — — 35,1

Bei den angefiithrten Versuchen AmELUNGs sind jeweils Hochstausbeuten
beriicksichtigt, bei Versuchen BERNHAUERs die Ausbeuten nach je 8 Tagen in
zweiter Kulturflissigkeit, die betreffenden Versuche geben also einen Vergleich
der Intensitit der Sdurebildung nach gleichen Zeiten aus verschiedenenSubstanzen.

Im AnschluBl an diese Gesamtiibersicht der geeigneten C-Quellen soll auf die
einzelnen Substanzen niher eingegangen und zugleich ihre eventuelle Bedeutung
fir die Klarung des Chemismus der Citronenséurebildung besprochen werden.

1. Hexosen. Die Eignung der Qlucose zur Citronenséurebildung ist schon
lange bekannt, es eriibrigt sich, die einzelnen Autoren, die Citronensidurebildung
aus Glucose beobachteten, anzufithren. Jene Vorstellungen iiber den Chemis-
mus der Citronensduregirung, bei denen Gluconsiure als Zwischenprodukt
angenommen wird, beriicksichtigen nur Glucose als Ausgangsmaterial der
Citronenséurebildung, da Gluconsiurebildung nur aus Glucose oder glucose-
haltigen Stoffen beobachtet werden konnte.

Auch aus Fructose wurde Citronensiure bereits vielfach erhalten. Wie aus
der obigen Tabelle hervorgeht sowie nach Feststellungen von BERNHAUER und
Worr (4, S.87) ist die Citronenséurebildung aus Fructose sehr von dem jeweils
verwendeten Pilzstamm abhéngig. Bei der Untersuchung von 9 verschiedenen
‘Aspergillus niger-Staimmen vermochte nur ein einziger relativ grofle Mengen
von Citronensaure aus Fructose zu bilden, und zwar nach spéateren Feststellungen
auch nur in Gegenwart von CaCO,, wihrend ohne dasselbe die Saurebildung
nur sehr geringfigig war.

Manmose erwies sich, wie aus der Ubersicht hervorgeht, als relativ gut geeignet;
Galaktose wurde recht allgemein als wenig geeignet zur Citronenséurebildung
befunden, was mit deren schweren Angreifbarkeit bei der Hefegarung in Uber-
einstimmung steht.

2. Disaccharide. Rohrzucker erwies sich in den Versuchen von HErzo und
Pororzry (1,8.86) als nicht so gut geeignet wie Maltose; im allgemeinen wurden

1 BERNHAUER: Bio. Z. 197, 309 (1928). 2 Bei 20—23°.
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jedoch aus Rohrzucker die hochsten Ausbeuten an Citronensdure erhalten. Nach
FrErNBACH! werden die besten Ausbeuten dann erhalten, wenn die Inversion
allméhlich unter dem enzymatischen Einflufl vor sich geht und nicht durch
Saurehydrolyse. Wahrend MoLLIARD?, der gleichfalls die Beobachtung machte,
daBl aus Rohrzucker am meisten Saure gebildet wird, dies auf beigemengte
Verunreinigungen zuriickfithrt, nehmen ScEHMIDT?® sowie BERNHAUER* an, daBl
die im Rohrzuckermolekiil vorhandene und bei Inversion primér entstehende
labile p-Form der Fructose mit unbestindigem Sauerstoffring fiir die bevor-
zugte Uberfilhrung des Rohrzuckers in Citronensiure ausschlaggebend sei.
Korowskr (3, S. 86) fand gleichfalls héhere Citronenséureausbeuten bei Ver-
wendung von Rohrzucker als mit Glucose oder Fructose, wobei er darauf hin-
wies, dafl jedoch jeweils mindestens 40% der gebildeten Citronensiure aus
Invertzucker und nicht aus Rohrzucker entstehen.

Maltose gab nach Hrrzog und Pororzxy (1, S.86) relativ sehr hohe Aus-
beuten an Citronensiure; nach anderen Autoren weniger. Nach ihrer Spaltung
wird sie wohl in gleicher Weise wie Glucose verarbeitet.

Milchzucker wird nach HErzoe und Pororzry in geringem Ausmafle in
Citronenséure verwandelt, in AMELUNGs Versuchen gaben mit Milchzucker ange-
setzte Kulturen schwache Reaktion auf Citronensdure. Der Autor nimmt dabei
an, daf} der Milchzucker nicht hydrolysiert, sondern langsam direkt angegriffen
wird. WEHMER® erhielt mit Citromyces aus Milchzucker keine Citronenséaure,
ebensowenig BERNHAUER mit einem Asp. niger; die eventuelle Bildung anderer
Sduren blieb dabei noch fraglich, gewisse Mengen CaO in den Kulturflissigkeiten
schienen aber auf solche hinzudeuten.

Raffinose gibt nach AMELUNG® geringe Mengen Citronenséure, wobei nur
der Fructoseanteil verwertet wird und Melibiose zuriickbleibt.

3. Pentosen. AuBler den in Tabelle 7 genannten Autoren stellte auch BUTKE-
wirscH? Citronensiurebildung aus Arabinose fest, erhielt aber bei Verwendung
eines A. niger nur Spuren derselben. Auffallend ist, wie aus den Werten in
obiger Tabelle hervorgeht, dall Xylose weitaus geeigneter erscheint als Arabinose.
Hinsichtlich des chemischen Vorganges bei der Umwandlung von Pentosen in
Citronensdure wird man sich vorstellen miissen, dafl zunichst ein Zerfall unter
Bildung von C,-Ketten stattfindet, die sodann eventuell unter Bildung von
C¢-Ketten wieder zusammentreten, worauf erst der eigentliche Vorgang der
Citronensdurebildung einsetzen wiirde.

Anhangsweise soll hier auch die Verarbeitung der Zuckeralkohole besprochen
werden. Mannit wurde in AMELUNGs Versuchen durch A. niger jap. relativ gut auf
Citronensiure verarbeitet, durch andere Pilze schlecht. Auch BUTKEWITSCH erhielt
durch einen A. niger nur Spuren von Citronenséure aus Mannit. Dulcit wurde von
Hrrzoe und Pororzky untersucht, anscheinend mit negativem Ergebnis.

Nach ScHREYER® wurde durch einen Asp. fumaricus aus Arabit keine
Citronensdure gebildet.

4. Cy-Verbindungen. Aus Glycerose (das verwendete Priparat von
ScHUCHARDT enthilt neben unveridndertem Glycerin hauptsichlich Dioxyaceton)
wurde Citronensiure von AMELUNG sowie BERNHAUER in anndhernd gleichen
Mengen wie aus Glycerin erhalten.

Qlycerin. Auller von den in obiger Tabelle genannten Autoren wurde Citronen-
sdurebildung aus Glycerin durch Citromycesarten von Maz& und PERRIER (2, S.91)

1 FErNBAcH: E.P. 266415, 1925. 2 Morriarp: C.r. 178, 161 (1924).
3 ScEMIDT: Bio. Z. 158, 223 (1925). 4 BERNHAUER: Bio. Z. 197, 324 (1928).
5 WenmEeRr: Ch. Z. 3%, 37 (1913). ¢ Amerune: H. 187, 171 (1930).

? BuTkEwITsCH: Bio. Z. 142, 195 (1923). 8 ScHREYER: Bio. Z. 202, 131 (1928).
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beobachtet, ferner von WEHMER (5, S. 95), nach diesem fand der ProzeB nur in
Gegenwart von CaCOj, statt, wie auch bei der Einwirkung der beiden untersuchten
Pilze auf andere C-Quellen. Bei der Verarbeitung von Glycerin beobachtete
der genannte Autor die Bildung von Frrringsche Losung reduzierenden Stoffen.
Nach BurkewrrscH (7, S. 95) wird aus Glycerin sowohl durch A. niger wie durch
Citromyces glaber Citronensiure gebildet, und zwar nicht nur in Gegenwart
von CaCO;, sondern auch ohne dasselbe. Dabei war die Anhiufung durch
A niger bedeutend geringer als aus Zucker, dagegen bildete C. glaber aus Glycerin
mehr Citronenséure. Bei den Versuchen mit CaCO,; fanden sich auch noch
gewisse Mengen Calcium in den Kulturflissigkeiten gelost, in Versuchen BERN-
HAUERs (1, S. 94) vielfach sogar recht erhebliche Mengen. In BUTREWITSCHS
Versuchen trat in den Kulturflissigkeiten auch deutliche Reduktion von
FeruiNGscher Losung ein, was vielleicht mit der Bildung von Hexosen zu-
sammenhingen mag. Uber Bildung von Citronensiure aus Glycerin berichtete
auch SCHREYER (8, S.95).

5. Polysaccharide. Aus Stirke wurde in den Versuchen BERNHAUERSs
Citronensdure durch A. niger in nicht sehr erheblichen Mengen gebildet. Nach
spater gewonnenen Erfahrungen hingt die Intensitét der Citronenséurebildung
aus Starke sehr von dem Spaltungsvermdgen des jeweils verwendeten Pilz-
stammes ab. Das Stirkeverzuckerungsvermégen von Aspergillus niger scheint
im allgemeinen nicht sehr grofl zu sein.

Inulin wurde einmal von HErRzoG und Porotzry untersucht, ohne Angabe
des Ergebnisses; nach BERNHAUER ist dasselbe eine recht gute C-Quelle fiir die
Citronensiurebildung, was allerdings nur bei einem einzigen Pilzstamm fest-
gestellt wurde.

6. Gluconsidure. Nach Farck und KaPUR (2, S. 15) tritt in den Pilzkulturen
auf Glucose zunichst stets Gluconsiure auf, erst spater unter Riickgang der-
selben auch Citronensiure. BUTKEWITSCH! erhielt bei Einwirkung von Asper-
gillus niger auf Gluconséure keine Citronenssure, und schlof daraus, daf dieselbe
bei der Citronenssurebildung aus Zucker kein Zwischenprodukt zu sein scheint.
WeHMER? konnte sodann mittels verschiedener Pilze Bildung von Citronenséure
aus Ca-Gluconat nachweisen; bei Verwendung eines ausgesprochenen Citronen-
siurebildners wurde nur eine kleine Menge Ca-Oxalat erhalten, bei Verwendung
eines guten Oxalsiurebildners lieB sich meist nur Oxalat nachweisen. Dem
genannten Autor erscheint es wahrscheinlicher, dafi die Gluconsiure kein
Zwischenprodukt bei der Bildung von Citronensiure (sowie Fumarséure) vor-
stellt3. MorLiarD% erhielt in Kulturen mit Ca-Gluconat keine Citronensiure,
wohl aber Oxalsiure, und folgert daraus, daf Citronensédure direkt aus Rohr-
zucker gebildet werden miisse. SCHREYERS berichtete iiber die Bildung von
Citronensdure aus 15proz. (?) Ca-Gluconatlésung mittels eines hellfarbigen
Asp. fumaricus. AMELUNG (3, S.87) weist darauf hin, dafl intermediér auftretende
Gluconsiure unter Bildung von Citronen- und Oxalsdure wieder verbraucht
wird. Bei der direkten Verarbeitung von Ca-Gluconat selbst erhielt er bis zu
13,2% an Citronensiure aus der verbrauchten Gluconséure, ohne dafi Oxal-
séure gebildet wurde. Ein anderer Pilz bildete nur ganz wenig Ca-Citrat, dagegen
erhebliche Mengen Ca-Oxalat. BERNHAUER erhielt urspriinglich® durch einen
bestimmten A. niger-Stamm aus Ca-Gluconat keine Citronensiure, berichtete
spater (1, S.87) iiber positive diesbeziigliche Ergebnisse und widmete dann der

1 BuTgrewITSCH: Bio. Z. 154, 177 (1924). 2 WeHMER: B. 58, 2161 (1925).
* WEHMER: B. 62, 2672 (1929) — Bio. Z. 19%, 427 (1928).

4 Morriarp: C.r. 192, 313 (1931). 5 SCcHREYER: B. 58, 2647 (1925).

¢ BeErNHAUER: Bio. Z. 153, 517 (1924).
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Frage nach der Bildung von Citronensaure aus Gluconséure eine eingehendere
Arbeit!. Bei der Untersuchung zur Entscheidung der Frage, warum aus Glucose
mehr Citronensédure gebildet wird als aus Ca-Gluconat selbst, zeigte sich, daf3
fertige Pilzdecken zwar in zweiter Kulturflissigkeit aus Glucose weit mehr
Citronensiure bildeten als aus Gluconsidure, daBl dagegen in dritter Kultur-
flissigkeit, und zwar nach dem Arbeiten der Pilzdecken auf Glucosel6sung,
aus Ca-Gluconat analoge Mengen Ca-Citrat gebildet wurden, als aus Glucose
selbst. Auf Grund dieser Ergebnisse stand an und fir sich der Anschauung,
daf3 Gluconsaure Zwischenprodukt bei der Umwandlung von Glucose in Citronen-
siure ist, nichts mehr im Wege.

In diesem Zusammenhange sei auch darauf hingewiesen, da SCHREYER (5, S.96)
nicht nur aus Gluconsdure, sondern auch aus Glycerinsiure Citronensiure
erhielt, nicht dagegen aus Milchsdure oder Brenztraubensiure. Von sonstigen
Carbonsiuren erwiesen sich nach dem gleichen Autor Bernsteinsiure, Apfel-
saure, Weinsdure und Malonsdure als ungeeignet.

7. Dicarbonsiuren mit 6 C-Atomen. CHALLENGER, SUBRAMANIAM und
WaLkER? konnten bei der Einwirkung eines bestimmten A. niger-Stammes auf
zuckersaures Kali nach 5 Wochen etwas Citronensaure auffinden. Das gleiche
Ergebnis erhielten sie in spéteren Versuchen?® besonders bei Verwendung des
sauren Salzes und Anwendung der sehr verdiinnten Néhrsalzlosung von MOLLIARD.
Aus 80 g saurem zuckersaurem Kali konnten sie nach 14 Tagen bei 31° 3,6 g
Citronensdure in Substanz isolieren. Von BERNHAUER, SIEBENAUGER und
TscHINKEL* durchgefiihrte Versuche mit 27 verschiedenen A. niger-Stimmen
unter den von den genannten Autoren eingehaltenen Versuchsbedingungen
sowie unter Variation derselben fiihrten stets zu einem negativen Resultat;
es wurde nur in einer Anzahl von Fillen Bildung von Oxalsdure festgestellt
(aufgefunden mittels DEN1GEis Reagens in der Kalte).

Der von den obengenannten Autoren verwendete Pilzstamm hatte auch das
Vermogen, aus Glucose, sowie aus Ca-Gluconat Zuckersdure zu bilden. In
Glucosekulturen wurden, als Citronensiure und Oxalsiure noch abwesend
waren, kleine Mengen Zuckersaure nachgewiesen; die Autoren gelangen zum
SchluB, daf die Umwandlung von Zuckersdure in Citronensiure mit groBer
Geschwindigkeit verlauft, sobald eine bestimmte Entwicklungsphase des Pilzes
erreicht ist, so dafl daher nur recht geringe Mengen zur Anhdufung gelangen
und isoliert werden konnen. Bei weiteren Versuchen wurden aus 20 g Ca-
Gluconat 3,7 g zuckersaures Calcium erhalten, also eine immerhin recht be-
triachtliche Menge.

Gemil einer Privatmitteilung von CHALLENGER hatte der verwendete Pilz-
stamm bei spiteren Versuchen sein Vermégen zur Bildung von Citronensiure
aus zuckersaurem Kali sowie zur Anhdufung von Zuckersdure selbst eingebiifit,
so daf} die mit Hilfe dieses bestimmten Pilzstammes gemachten Befunde iiber die
Citronenséurebildung aus Zuckerséure noch keine ausreichende Grundlage dafiir
bilden, daf} dieselbe tatséichlich als Zwischenprodukt bei der Bildung von Citronen-
sdure aus Glucose oder Gluconsiure angesehen werden kann.

Weiterhin fanden CHALLENGER, SUBRAMANIAM, KLEIN und WALKERS, daB
derselbe Aspergillus niger-Stamm auch aus den K-Salzen der Muconsdure sowie
Adipinsdure Citronenséure zu bilden vermochte, die in beiden Fillen in Form

1 BErRNHAUER: Bio. Z. 19%, 327 (1928).

2 CHALLENGER, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1927, 200.

3 CHALLENGER, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1927, 3044.

¢ BERNHAUER, SIEBENAUGER u. TSCHINKEL: Bio. Z. 230, 466 (1931).

5 CHALLENGER, SUBRAMANIAM, KLEIN u. WALKER: Nature 121, 244 (1928).

Bernhauer, Gérungen. 7
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des K-Citrates isoliert und als Tri-p-Nitrobenzylester identifiziert werden konnte.
Dabei soll die Adipinsdure zunéchst zu g-Dioxy- und dann zu S-Diketoadipin-
sdure oxydiert, Muconsdure zundchst durch Wasseranlagerung in p-Dioxy-
adipinsdure und diese weiter gleichfalls in Ketipinsiure verwandelt werden,
worauf sodann Umlagerung in Citronensiure stattfinden soll. Auf diese Vor-
stellung wird noch des nédheren zuriickzukommen sein.

8. Essigsiiure und Alkohol. In jiingster Zeit konnten CHRZASZCZ und T1UROW!
zeigen, daB ein Penicillium X imstande ist, aus Na- sowie K-Acetat neben
Bernstein-, Fumar-, Apfel- und Oxalsiure auch Citronensiure zu bilden. So-
dann stellten BERNHAUER und SIEBENAUGER? fest, daBl das Vermégen zur
Citronensdurebildung aus essigsauren Salzen den Aspergillus niger-Stdmmen
recht allgemein zukommt. Aus Ca-Acetat wurde von 7 Pilzstimmen Citronen-
sdure gebildet; aus K-Acetat bildeten 11 von 17 untersuchten Pilzen Citronen-
sdure, jedoch auch nur in geringen Mengen. Dagegen entstanden aus Na-Acetat
in einigen Fillen recht erhebliche Mengen an Citronensdure; wéhrend hierbei
10 Pilze iiberhaupt keine Citronensiure erzeugten und 9 Stimme nur Spuren
oder geringe Mengen bildeten, war die Ausbeute bei 9 anderen Stimmen viel-
fach recht erheblich und betrug etwa 4—14%, bezogen auf angewendete bzw.
gegen 16%, bezogen auf umgewandelte Essigséure.

Uber die Citronensaurebildung aus Alkohol durch Mycelpilze berichteten
zunichst Mazf und PERrRIER3, doch konnte dieser Befund von spéteren For-
schern niemals bestitigt werden. BERNHAUER und SIEBENAUGER? konnten
nun vorldutig bei zwei Aspergillus niger-Stdmmen deren Befahigung zur Um-
wandlung von Alkohol in Citronenséure nachweisen; die Mengen der gebildeten
Citronensdure waren allerdings noch recht gering. Weiterhin fanden auch
Curzaszez und Tivrow?, dal Penicillium X zur Durchfiihrung dieser Reaktion

befahigt ist.
¢) Hypothesen iiber den Mechanismus der Citronensiurebildung.

Wir haben es hier vornehmlich mit zwei prinzipiell verschiedenen Gruppen
von Vorstellungen zu tun (s. BERNHAUER und ScHON®), und zwar einerseits
mit solchen, bei denen die durch die Pilze vielfach zugleich gebildete Glucon-
saure als Zwischenprodukt angenommen wird, und andererseits mit solchen, bei
denen zunichst eine analoge Zuckerspaltung vorausgesetzt wird, wie beim
Haupttypus des Zuckerzerfalls, wobei also zundchst der Weg iiber die C,-Stufe
sowie weiter iiber Alkohol und Essigsdure fithrt, ahnlich wie bei der Fumar-
siuregirung. Wahrend die erste Gruppe von Hypothesen nur der Umwandlung
von Glucose in Citronenséure gerecht wird, und schon aus diesem Grunde wenig
Wahrscheinlichkeit fiir sich hat, beriicksichtigt die zweite Vorstellung die
Citronensdurebildung aus allen in Betracht kommenden C-Quellen.

1. Vorstellungen iiber die Rolle der Gluconsiure als Zwischenprodukt. Die
Umwandlung von Gluconsiure in Citronensédure wurde bereits erdrtert. Es
wurde nun eine Reihe von Hypothesen dariiber entwickelt, auf welchem Wege
diese Umwandlung vor sich gehen mag. Charakteristisch fiir diese Vorstellungen
ist, dal dabei prinzipiell eine Spaltung einer Cg-Kette in eine C,- und C,-Kette
und Neuverkniipfung dieser beiden stattfinden soll. Es kommen dabei vor-
nehmlich folgende zwei Vorstellungen in Betracht:

1 Curzaszcz u. Trurow: Bio. Z. 229, 343 (1930).

2 BERNHAUER u. SIEBENAUGER: Bio. Z. 240, 232 (1931).
3 Mazf u. Perrier: C.r. 139, 311 (1904).

¢ CHrzAszoz u. Trvrow: Privatmitteilung.

5 BERNHAUER u. ScHON: Bio. Z. 202, 164 (1928).
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a) Glucuronsdurehypothese. BUTKEWITSCH (1, S. 96) entwickelte die Vor-
stellung, dall aus Gluconsdure zunichst Glucuronsiure entstehen kénnte, die
sich nach intramolekularer Kondensation und Aufspaltung in Citronensdure um-
wandeln wiirde. Ein ganz analoger Reaktionsverlauf koénnte von der 2-Keto-
gluconsdure aus stattfinden:

CHOH—CHOH
HOOC - CHOH \
“ CHOH .CHOH CH,-COOH
CHO— CHOH /
oder HOOC.C.0H - HO0O0C.C.0H
CHOH—CHOH N .
A CHOH . CHOH CH,-COOH
HOOC . CO /
CH,0H-CHOH

Wie ersichtlich, ist auch hier ein Zerfall in C,- und C,-Ketten angedeutet, wobei
allerdings die Kniipfung der neuen C-Bindung vorangehen wiirde. Diese Vor-
stellung ist experimentell in keiner Weise gestiitzt.

b) Citronensédurebildung tiber Zuckersdure. Hier werden wir im
wesentlichen 2 prinzipielle Fille zu unterscheiden haben, je nachdem an welchen
C-Atomen man sich den weiteren Abbau der Zuckersaure durch Wasserabspaltung
vorstellen will.

&) &, y-Diketoadipinsdure. RAISTRICK und CLARK! entwarfen ein Schema
fir den Abbau von Zucker zu Oxalsiure, wobei sie als intermediéires Produkt
o, y-Diketoadipinsdure annahmen, und wiesen darauf hin, da die Bildung von
Citronensédure aus Zucker durch intermedidre Bildung von Oxalessigsiure
gedeutet werden konnte. Auch VIRTANEN scheint die Citronensiurebildung aus
Oxalessigsdure und Acetaldehyd oder Essigsdure recht gut moglich, worauf
noch zuriickzukommen sein wird.

COOH COOH

éHz C|H2

bo.coon (li-(OH)-COOH
" on, ('3}12

boon doon

Hierher gehért auch die von BUCHNER und WUSTENFELD (3, S. 79) iber-
priifte Moglichkeit der Citronensiurebildung aus 2 Mol Essigsiure und 1 Mol
Oxalsaure, dhnlich der Synthese von Aconitsiure aus Oxalessigsiure durch Ein-
wirkung von K-Acetat nach CLAISSEN und Hori2 Es miifite demnach folgender
Reaktionsverlauf stattfinden:

COOH COOH COOH CIJOOH
| ! I
CH, CH, —» H,0 + CH, CH,
I
C.0H ¢.oH
1 !
COOH COOH

Die experimentelle Priifung dieser Vorstellung ergab jedoch keine Citronensiure.

1 Rarstrick u. Crark: C. 1920 I, 686.
2 CrarsseN u. Horr: B. 24, 120 (1891).

T*
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Ahnlich diesen Vorstellungen ist die Annahme von BaUR! iiber die Konden-
sationsmoglichkeit von Apfelsiure und Glycolsiaure zu Citronenséure.

Es ware jedoch auch eine mehr oder weniger direkte Bildung von Citronen-
sdure bei der Spaltung von «, y-Diketoadipinséure denkbar, wobei insbesondere
der entstanden gedachte Essigsiureanteil fiir eine sofortige Kondensation
reaktionsfahiger sein kénnte, entsprechend folgenden Formelbildern:

(IBOOH COOH COOH

| |
-C:0 HO-C\. HO.C.CH,.- COOH
: l
: éHQ ’ CH, CH,
b0 T | o ~ doom
.___(le2 H'C ........... H e

|
COOH COOH

Wie ersichtlich, koénnte der Vorgang auch als Herausspringen der Gruppe
—CH,-COOH aus der C-Kette unter Bildung einer neuen C-Bindung aufgefafit
werden. :

B) B, y-Diketoadipinsiure (Ketipinsgure). FrRANZEN und SCHMITTZ? wiesen
darauf hin, daB Citronensidure in der Weise entstehen konnte, daB die Glucose
zuerst auf die Stufe der Zuckersiure oxydiert und diese zu Ketipinsiure dis-
proportioniert wird, die sich dann analog der Benzilsdureumlagerung in Citronen-
siure umformen konnte. Auf rein chemischem Wege, und zwar durch Ein-
wirkung von Alkali auf Ketipinsidureester, ist es den genannten Autoren auch
tatsachlich gelungen, zu Citronensiure zu gelangen. Der Vorgang ist hierbei
folgender:

COOH  COOH COOH COOH

i | z
H-C-0H C-H &Hz CH,

[ I S, |
HO.C-H C.OH i Co- C(OH) - COOH

| - ] > i -
H.C-0H C.-0H .00 CH,

w [
H.C.O0H C.H éHz boon

|
COOH GooH COOH

Zugleich ist ersichtlich, daf hierbei eine weitgehende Analogie zu den unter )
besprochenen Vorgangen vorliegt, indem es sich auch hier in gewissem Sinne
um eine Kondensation von Oxalessigsdure mit Essigsdure handeln wiirde.
Wie bereits oben erwihnt, ist es auch CHALLENGER, SUBRAMANIAM und
WALKER gelungen, die Bildung von Zuckersiure aus Glucose oder Ca-Gluconat
durch einen bestimmten A.niger-Stamm zu erweisen, sowie die Zuckersiure
selbst mit Hilfe des gleichen Stammes in Citronensgure tberzufithren. Auch
auf die Umwandlung von Muconsiure sowie Adipinsiure in Citronenséure durch
denselben Pilz wurde bereits hingewiesen. Durch diese Befunde erschien die in
Frage stehende Hypothese zweifellos gestiitzt, doch da diese Umwandlungen nur
mit einem einzigen Pilzstamm gelungen waren (4, S. 97) und auflerdem in keinem
sehr erheblichen Ausmaf, erscheint auch fiir diese Hypothese der Citronen-
sdurebildung der Beweis nicht fiir erbracht. Weiterhin konnte WALKER (gemial
einer Privatmitteilung) auch niemals aus ketipinsaurem Natrium Citronenséure
erhalten und auch niemals einen Anhaltspunkt fiir die Bildung von Ketipin-

1 Baur: Nat. I, 474 (1913) — B. 46, 852 (1913):
2 FraNzZEN u. ScamiTT: B. 58, 222 (1925).
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séure in den Pilzkulturen auffinden. Ferner wiesen BERNHAUER, SIEBENAUGER
und TSCHINKEL (4, S. 97) darauf hin, dafl beim Abbau der Zuckersiure Spaltstiicke
entstehen konnten, die zur Citronensdurebildung geeignet sein kénnen, ohne
daBl der weitere Weg tiber die Ketipinsdure verlaufen miiite. Insbesondere auf
Grund der oben erwiahnten Befunde iiber die Umwandlung von Essigséure in
Citronensiure erhilt diese Anschauung eine Stiitze. Ebenso kann es sich bei
der Bildung von Zuckersdure um einen von der Citronensiurebildung selbst
unabhingigen ProzeB handeln, wie ja auch bei der Gluconsiurebildung selbst.

Anhang. Wie einleitungsweise erwihnt wurde, sind die besprochenen Vor-
stellungen iiber die Rolle der Gluconsdure als Zwischenprodukt der Citronen-
saurebildung in gewissem Sinne durch die Annahme einer Spaltung einer C¢-Kette
in eine Cyp- und C,-Kette charakterisiert. Es erscheint nun auch vorstellbar,
dal eine derartige Spaltung auch vor der primaren Oxydation stattfinden
konnte, dhnlich der Anschauung von VIRTANEN iiber die Vorgénge bei der Bern-
steinsdurebildung durch Coli- und Propionséurebakterien. Die auf diese Weise
entstandene Bernsteinsdure konnte dann weiter oxydiert und sodann in Form
von Oxalessigsdure mit Acetaldehyd bzw. Essigsdure kondensiert werden (siehe
VIRTANEN! sowie VIRTANEN und Purkki?). Experimentelle Stiitzen fiir diese
Art der Citronensédurebildung konnten jedoch bisher noch nicht beigebracht
werden.

2. Ableitung der Citronensiurebildung aus dem Zuckerzerfall iiber die C,-Kor-
per. Durch Versuche von AMELUNG (3, S. 87) sowie von BERNHAUER (I, S. 94)
konnte gezeigt werden, daf der Prozef der Citronensaurebildung leichter verstind-
lich erscheint, wenn derselbe auf die priméare Bildung von C,-Ketten zuriickgefithrt
wird, da die Citronensidure, wie bereits gezeigt wurde, aus recht verschiedenen
C-Verbindungen, und zwar auch aus solchen mit 3 und 5 C-Atomen entsteht.
Es wire daher denkbar, dall auch die weiteren Reaktionsfolgen, die zur Bildung
des Citronensiuremolekiils fithren, von dem fiir den Haupttypus des Zucker-
abbaues charakteristischen C,-System, also Methylglyoxal oder Brenztrauben-
sdure oder deren Spaltprodukt Acetaldehyd, ausgehen konnte. So entwickelte
auch EuLER? die Vorstellung, dafi 1 Mol Citronenséure aus 3 Mol Acetaldehyd
hervorgehen konnte:

CH, - CHO CH, - COOH
\

CHO.CH, - C(OH).COOH
|

CH, - CHO CH, - COOH

BeERNHAUER und SCHON? gaben sodann ein Schema, demzufolge die Citronen-
sdurebildung auf die Kondensation von 3 Mol Brenztraubensiure oder Methyl-
glyoxal zuriickgefithrt werden kénnte. NEUBERG und CoHEN® hatten auch
festgestellt, daf} in Gegenwart von Natriumsulfit als Abfangmittel durch Faden-
pilze geringe Mengen von Acetaldehyd abgefangen werden kénnen, und NAga-
JAMAS® konnte zeigen, dal A. niger und andere Pilze auch in geringem AusmalBe
Brenztraubensidure zu Acetaldehyd zu decarboxylieren vermégen. BERNHAUER
und ScHON? suchten durch quantitative Feststellung der durch A. niger in Ab-
fangversuchen gebildeten Acetaldehydmenge die obenerwihnten Hypothesen
experimentell zu iiberpriifen, es gelang jedoch auch bei weitgehender Variation

! VIRTANEN: Acta Chem. Fenn. 1928, 101 — C. 1929 II, 2689.

2 VIRTANEN u. PULKRI: Ann. Akad. Sc. Fenn. 23, Serie A (1930) — C. 1930 II, 2275.
3 Burer: Grundl. u. Erg. d. Pfl. Chem., 3. T., S. 182. 1909.

4 BERNHAUER u. ScHON: Bio. Z. 202, 164 (1928).

5 NEUBERG u. CoHEN: Bio. Z. 122, 204 (1921).

¢ Nacasama: Bio. Z. 116, 303 (1921).
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der Versuchsbedingungen nicht, gréBere Aldehydmengen zu erhalten; die Hochst-
ausbeute konnte nicht iiber 0,6% des verbrauchten Zuckers hinaus gesteigert
werden. Auflerdem wurde in solchen Versuchen trotzdem Citronensiure ge-
bildet, wenn auch wegen der Alkalitit der Kulturfliissigkeiten nur in geringem
AusmalBle, so dal daraus geschlossen wurde, dal zwischen dem Auftreten von
Acetaldehyd und den Umwandlungsprozessen, die zur Citronensiurebildung
fihren, keinerlei Beziehung vorhanden ist.

VIrTANEN (1, 2, S.101) berichtete gleichfalls iiber die Festlegung und den
Nachweis von Acetaldehyd, und zwar in Versuchen mit Ca-Sulfit; die erhaltenen
Mengen waren anscheinend jedoch gleichfalls sehr gering.

Weiterhin wies Burkewirscu! darauf hin, dal alle typischen Citronenséure-
bildner meist nur eine sehr schwach ausgepriagte Neigung zur alkoholischen
Gérung besitzen, und dafl umgekehrt den Organismen mit bedeutender Neigung
zu dieser Gérung die Féhigkeit zur Citronensédurebildung génzlich fehlt, so da@
auch der Chemismus der Citronensiuregirung mit Reaktionsfolgen, wie sie
fiir die alkoholische Zuckerspaltung charakteristisch sind, nichts zu tun haben
konne. Im Gegensatz dazu sowie den sonstigen rein chemischen Hypothesen
der Citronensdurebildung weisen CHrzAszcz und Tivrow (1, S. 98) darauf hin,
daf} alle diese Hypothesen keine Erklarung fiir die Tatsache geben, dafl A. niger
sowie andere citronenséurebildende Schimmelpilze unter anaeroben Bedingungen
doch Alkohol (wenn auch nur in geringen Mengen) bilden [s. BucHNER und
WUSTENFELD (3, S.79), KosTYyTSCHEW und AFANASSIEW?Z, KosTYTSCHEW und
Er1asBErRG3]. Ferner weisen sie darauf hin, dafl die Mucorineen und andere
Pilze, die dem Aspergillus niger ziemlich nahe stehen, je nach den Ziichtungs-
bedingungen sich einmal wie Hefe, ein andermal wie typische Schimmelpilze ver-
halten. Als weiteres Argument gegen die erwihnten Hypothesen fithrten die
genannten Autoren an, dafl bei Annahme der Gluconsiure als Ausgangsprodukt
der Citronenséureentstehung keine Erklarung fiir jene Fille gegeben ist, wo diese
Saure in Schimmelpilzkulturen fehlt, wie bei manchen Penizillien geméafl den
Feststellungen derselben Autoren sowie bei Aspergillusarten nach Tamrva und
Hipas.

Die genannten Autoren kommen daher zur Ansicht, daff die Feststellung
von Acetaldehyd und Alkohol bei Schimmelpilzen unter anaeroben Verhélt-
nissen, das Vorhandensein von Zymase bei denselben, sowie die genetische Ver-
wandtschaft der Schimmelpilze mit der Hefe dafiir sprechen, dafl die erste Phase
des Zuckerabbaus im Prinzip in dhnlicher Weise verlaufen muf, wie bei der Hefe
selbst, also Zucker — Phosphorylierung — Methylglyoxal —> Brenztrauben-
siure —- Acetaldehyd — Alkohol; dabei koénnen natiirlich in Einzelheiten ge-
wisse Abweichungen vorkommen, indem z. B. Oxydationen bereits in der ersten
Phase einsetzen koénnen.

Die obenerwihnten Befunde iiber die Umwandlung von essigsauren Salzen
sowie Alkohol in Citronensiure kénnen auch als Stiitzen dieser Anschauung
angesehen werden, doch ist damit noch nicht klargestellt, ob auch bei der
Citronensédurebildung aus Zucker der Weg tatséchlich iiber Alkohol und Essig-
sdure filhrt, und andererseits, ob die Essigsdure auch in diesem Falle gemaB
dem NEUBERGschen Abbauschema gebildet wird.

DaB sich auch die Befunde iiber die Bildung von Citronensiure aus Glucon-
und Zuckersidure durch die Annahme der primaren Bildung von Essigsidure aus

1 BurrEwirscH: Bio. Z. 142, 195 (1923).

2 KOSTYTSCHEW u. AFANASSIEW: Jb. f. wiss. Bot. 60, 628 (1921).
3 KostyTscHEW u. Eriaseere: H. 111, 141 (1920).

4 Tamrva u. Hipa: C. 1930 I, 2263.
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diesen leicht erkliren lieBe, wurde bereits oben erwahnt. Auf welchem Weg
jedoch der Abbau der beiden Séuren zu Essigsaure vor sich gehen mag, ist gleich-
falls noch nicht klargestellt.

Bei der Umwandlung von Glycerin und Glycerose in Citronensiure kénnte
diese aus denselben einerseits mehr oder weniger direkt entstehen, oder aber
erst nach Kondensation derselben zu Hexosen und nach Vergirung dieser. So
kann auch nach KostyTscHEW! A. niger aus Glycerin Zucker bilden. Bei der
Umwandlung von Pentosen in Citronenséure werden wir uns vorzustellen haben,
daB zunichst Zerfall derselben in Cj;- und C,-Ketten stattfinden konnte, die
dann gegebenenfalls entweder als solche in Essigsiure umgewandelt werden
konnten oder auch hier erst nach Kondensation der Cj;-Ketten zu Hexosen
und Vergirung dieser.

Im Hinblick auf den genaueren Mechanismus der Umwandlung von Essig-
siure in Citronensdure haben CHrzAaszcz und Trurow (1, S.98) die Vorstellung
entwickelt, daB aus 2 Mol Essigsaure zundchst wie bei der Fumarsiuregirung
Bernsteinsiure entstehen konne, die dann in Fumarsiure und Apfelsaure iiber-
gehen kann, und dafl sodann durch Kondensation der letzteren mit einem weiteren
Mol Essigsiure Citronensidure entstehen konne, also gemill dem Schema:

?Hg . COOH (?H2 . COOH

CHOH.COOH — H, - C(OH)-COOH
|

CH, - COOH CH, - COOH

Die Bildung von Bernsteinsiure, Fumarsiure und Apfelsdure neben Citronen-
sure kann als Stiitze fiir diese prinzipielle Art des Reaktionsverlaufes angesehen
werden. Hinsichtlich sonstiger hierhergehoriger Vorstellungen sei auf die Dis-
kussion der in diesem Zusammenhange moglich erscheinenden Wege durch
BERNHAUER und SIEBENAUGER (2, S.98) verwiesen. Von Interesse erscheint in
diesem Zusammenhang die Feststellung der Genannten, dal auch aus fumar-
saurem, apfelsaurem und glykolsaurem Natrium Citronenséure gebildet werden
kann. Der genauere Weg der Citronenséurebildung aus diesen ist jedoch noch
nicht klargestellt.

4, Der Abbau der Citronensaure.

Nicht nur in den Pilzkulturen, in denen die Citronenséure entsteht, sondern
auch durch eine Reihe verschiedener anderer Organismen wird die Citronen-
saure weiter abgebaut, wobei vielfach, insbesondere bei Beteiligung anaerober
Organismen, neben Kohlensdure vornehmlich HEssigsiure entsteht, die dem-
nach auch hier ein Endprodukt vorstellt, wogegen beim Abbau der Citronen-
sdure durch aerobe Pilze vielfach Oxzalsiure als Endprodukt erscheint, aber
auch hierbei geht der Weg, wenigstens zum Teil, wohl iiber Essigsiure. Die
Bildung der Oxalsiure als solche wird spiter noch eingehend zu besprechen
sein; hier sollen insbesondere die prinzipiellen Wege behandelt werden, auf
denen der Abbau der Citronenséure vor sich geht.

a) Der primire Zerfall der Citronensiure.

1. Der Abbau zu Acetondicarbonsiure scheint den Hauptabbauweg der
Citronenséure zu bilden. Dieselbe konnte bei der Einwirkung von Aspergillus
niger auf Ammoniumecitrat von WALKER, SuBRAMANIAM und CHALLENGER?2
aufgefunden und in Form von Derivaten isoliert werden. Die Reaktion besteht

1 KostyTscHEW: Bot. Zbl. 5, 146 (1924).
2 WALKER, SUBRAMANIAM u. CHALLENGER: Soc. 192%, 3044.
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in einer Abspaltung der Carboxylgruppe, entweder in Form von Ameisensidure
und weitere Oxydation derselben oder in Form von CO, und weitere Oxydation
der f-Oxyglutarsiure:

COOH COOH COOH COOH
Cu, lu, CH, lu,

bo < 002+cL,H0H < HO.¢.CO00H > ¢:0 + H.COOH — €O, + H,0
('JH2 éHZ c|>H2 (':H2

boon boon doon boon

Ebenso wird bei einer Reihe weiterer Spaltungsprozesse der Citronensaure die
Acetondicarbonsiure als Zwischenprodukt angenommen, wie aus den sekundiren
Spaltungsprodukten geschlossen werden kann.

2. Uber Owalessigsdure konnte ein zweiter prinzipiell verschiedener Abbau-
weg der Citronensdure fithren; durch die hydrolytische Spaltung wiirde dabei
als zweites Abbauprodukt Essigsiure gebildet werden. Der weitere Zerfall der
Oxalessigsiure und Essigsdure wiirde am einfachsten die Bildung von Oxal-
sdure in Pilzkulturen erkliren; weiterhin kann die Essigsdure, wie noch zu
zeigen sein wird, auch einer weiteren Oxydation zu Oxalsdure unterliegen.
Andererseits konnte die von AUBEL und CAMBIER! sowie von AUBEL? in Kul-
turen von B.pyocyaneus auf Citronensidure aufgefundene Milchséure ihre
Entstehung auch einer Reduktion der Oxalessigsiure zu Apfelsdure und f-De-
carboxylierung derselben verdanken, aber auch einer direkten Spaltung von Oxal-
essigsiure zu Brenztraubensaure und Umwandlung dieser. Weiterhin kann wohl die
Beobachtung von BosworTH und PrRUCHA 3 {iber das Auftreten von Buttersiure und
Athylalkohol neben Bernsteinsiure, Wasserstoff und Kohlensaure bei der Ein-
wirkung von Bakterien auf Citronensiure mit einer vorangehenden Bildung von
Brenztraubensiure zusammenhéngen. Und diese wiirde sodann ihre Entstehung
wohl am ehesten der Decarboxylierung von Oxalessigsdure verdanken.

3. Beim Abbau von Citronensdure wurde vielfach auch Aconitsiure auf-
gefunden, die durch einfache Wasserabspaltung aus dem Molekiil der Citronen-
siure entstehen kann. So erhielt z. B. TErRaDA? durch Einwirkung von Luft-
bakterien auf Ammoncitrat die genannte Siure, wobei allerdings neben Essig-
sdure vornehmlich Bernsteinséure erhalten wurde. Die so durch B.candidans
gebildete Aconitséure ist jedoch nicht Zwischenprodukt, da sie durch das
Bacterium nicht weiter angegriffen wird. Der rein chemische Abbau der Citronen-
sdure iiber Aconitsiure zu Citracon- (und Mesacon-) Saure sowie Itaconsiure
scheint noch keine biologische Parallele gefunden zu haben. Doch sei hier
anhangsweise noch eine weitere Moglichkeit erwéhnt, daB namlich nach G. Ajou®
die Citronensdure in Citrusfriichten unter Umsténden durch Decarboxylierung
in ®-Oxyisobuttersiure zerfallen kdonnte.

c|1+12 . COOH (|3H3 1 €0,
HO.C.CO0H - HO-.C.COOH
| I
CH, - COOH CH, -+ €O,

Es sei hier auch noch anhangsweise auf die mégliche Beteiligung der Citronen-
sdure an verschiedenen phytochemischen Alkaloidsynthesen (RoBison®) hin-

1 AuBeL u. Camserer: C.r. 175, 71 (1922). 2 AusEer: C.r. 176, 332 (1923).
3 BosworTH u. PrRUcHA: J. Biol. Chem. 8, 479 (1911).

¢ TerADA: J. Pharm. Soc. Jap. 511, 697 (1924).

5 Ajou, G.: C. 1927 1, 459. 6 Rosison: Soc. 111, 878 (1917).
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gewiesen. So findet sich die sogenannte Citrazinsdure (%, «’-Dioxy, y-Pyridin-
carbonsidure) nach LipPMANN! im Riibensaft; ein genetischer Zusammenhang
mit Citronensdure ist dabei klar ersichtlich:

COOH COOH COOH (|]OOH
| | |
C . OH C.0H C.0OH C
N N AN
CH, CH, CH, CH, HC  CH, H-¢ C.H
| | — | | - | | — i |
CO COOH C:0 C:0 0:C C:0 HO-C C.0H
AN
AN N oH N NS
0. NH, NH, NH N

b) Der Abbau der Acetondicarbonsiure.

Der geschilderte Abbauweg der Citronenséure iiber Acetondicarbonsiure, der
vielfach als primérer Vorgang angenommen wird, kann im weiteren zu zweierlei
Zerfallsprozessen fithren, von denen der eine in einer sofortigen Decarboxy-
lierung, der andere in einer hydrolytischen Spaltung besteht.

1. Die Decarboxylierung fihrt zunichst zu Acetessigsdure und durch weitere
Decarboxylierung dieser zu Acefon, gemaf der Formulierung:

COOH COOH CO,

Cm, bm, CH,

(|3 : 0 (ij :0 — (!3 : 0
bm, CH, tm,

doon o,

So erhielten CHALLENGER, SUBRAMANIAM und WALKER? bei der Einwirkung
von Aspergillus niger auf Citronensaure Aceton, das sie in Form von Derivaten
zu isolieren vermochten. Weiterhin konnten BUTTERWORTH und WALKER? in
Kulturen von B.pyocyaneus auf Ammoncitrat gleichfalls zunichst Aceton-
dicarbonsdure nachweisen, die sich aber nicht anhéuft, sondern unter Bildung
von Aceton rasch verschwindet; dabei erreichten die gesamten Acetonkérper
bereits 56 Stunden nach Beginn der Vergirung das Maximum, und nahmen dann
sehr rasch wieder ab. Fiir den weiteren Abbau des Acetons wird die Méglichkeit er-
wogen, dafl dasselbe zu Brenztraubensiure oxydiert werden kénnte, die unter
Bildung von Essigsaure weiter zerfallt, denn es findet erheblicher Anstieg der Essig-
sduremenge statt, was jedoch auch auf die hydrolytische Spaltung der Aceton-
dicarbonséure oder auch von Acetessigsdure zuriickgefiihrt werden koénnte.

2. Die hydrolytische Spaltung von Acetondicarbonséure fihrt zu Malon-
sture und Essigsiure; die Malonsaure kann sodann einem weiteren Abbau unter
Bildung von Kohlensdure und Essigsdure unterliegen, so dall wir folgendes
Abbaubild vor uns haben:

COOH COOH COOH
C, Cr, o cm,
(lJO — (lJOOH CO,
én, CH,

éOOH éOOH

1 LipPMANN: B. 29,2645(1896). 2 CHALLENGER, SUBRAMANIAMu. WALKER: Soc. 1927, 200.
3 BUTTERWORTH u. WALKER: Bioch. J. 23, 926 (1929).
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So erhielten BosworTH und PrUcHA (3, S. 104) bei der Einwirkung von B. lactis
aerogenes auf Citronensiure 2 Mol Essigsdure, und ebenso kann wohl die von
GrEY! beobachtete Bildung von 2 Aquivalenten Essigsiure neben Bernstein-
sdure und CO, durch Einwirkung von B. coli comm. auf Citronensiure auf das
obige Abbauschema zuriickgefithrt werden. Der Weg kénnte jedoch auch iiber
Acetessigsdure und Aufspaltung dieser zu 2 Mol Essigsaure fithren. In analoger
Weise ist wohl der Befund von Brown, DuNcan und HexrY?2 tiber die Bildung
der gleichen Produkte bei der Einwirkung von B. suipestifer auf Na-Citrat zu
interpretieren; die Autoren nehmen dabei an, dall Acetondicarbonsiure ein
notwendiges Zwischenprodukt vorstellt, ohne jedoch deren intermediére Bildung
erweisen zu koénnen.

Der Abbauweg iiber Malonsiure wurde jedoch erst durch CHALLENGER,
SuBrAMANIAM und WALKER (2, S.105) sichergestellt, indem es ihnen gelang,
bei der Einwirkung von Aspergillus niger auf Citronenséure tatséchlich Malon-
séure in Form von Derivaten zu isolieren. Weiterhin fanden BUTTERWORTH und
Warker (3, 8.105), dall bei Einwirkung von B. pyocyaneus auf Ammonium-
citrat bis iiber 51% der theoretischen Menge an Malonsdure erhalten werden
konnen, so dal dieser Abbauweg der Citronensiure endgiiltig festgelegt erscheint.
Hinsichtlich der Bildung von Malonséure s. auch BLANCHETIER 3 sowie LIPPMANN Y,

¢) Der Abbau der Malonsiure.

Der Zerfall der Malonsiure besitzt deshalb gréBeres Interesse, da vielfach
versucht wurde, diesen Abbauvorgang mit der Bildung von Bernsteinsdure in
Zusammenhang zu bringen, die, wie erwihnt, hdufig beim Abbau der Citronen-
sdure auftritt. So weisen BuTTERWORTH und WALKER (3, S. 105) darauf hin, daf3
die bei der Decarboxylierung der Malonséure freiwerdende Gruppe —CH,-COOH
in Abwesenheit von stérenden Faktoren zu Essigsiure werden kann, indem
sich das Wasserstoffatom der abgespaltenen Carboxylgruppe anlagert, in Gegen-
wart eines Wasserstoffacceptors konnte es jedoch moglich sein, daf dieser das
freiwerdende H-Atom aufnimmt und dadurch zwei freie Reste zu Bernstein-
sdure zusammentreten konnten, also in folgender Weise:

2 COOH 2 CO, COOH
(le2 + Ace. — 2CH,-+ H,-Ace. — (lle
([JOOH (|}OOH éHz

(|300H

GREY! erhielt jedoch bei der Einwirkung von B. coli in Gegenwart von
Na-Formiat auf Malonséure keine Bernsteinsiure, sondern nur Essigsdure
(etwa 34%). Nach QUASTEL und WHETHAM?® ist jedoch Ameisensdure ein dulerst
starker Wasserstoffdonator, und die erwihnten Autoren suchten in der Weise
eine Erklarung fiir die Bildung der Bernsteinsiure zu geben, dall sie zeigten,
dafl Malonséure die Geschwindigkeit der Reduktion von Methylenblau durch
Bernsteinsaure spezifisch verzogert, obwohl die Malonsiure weder ein Wasser-
stoffacceptor noch -donator ist, wihrend Essigsdure hierbei keinerlei Wirkung
ausiibte. Sie schlossen daraus, dal die Bildung von Bernsteinséure leichter aus
Malonséure, als aus Essigsdure erfolgen miisse.

1 GreY: Proc. Roy. Soc. London 96, 156 (1924).

2 BrowN, Duncax u. HeEnry: J. Hyg. 23, 1 (1924).

3 BLANCHETIER: Ann. Past. 34, 392 (1920).

¢ Lrepmany: B. 53, 2070 (1920).

5 QuasTeL u. WHETHAM: Bioch. J. 21, 148 (1927); 22, 689 (1928).
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Hinsichtlich des weiteren Abbaues der Malonséure durch Oxydation zu
Tartronsdure und weiter zu Mesoxalsdure liegen bisher noch keine experimen-
tellen Befunde vor, doch erscheint dieser Abbauweg wohl gleichfalls biologisch
realisierbar zu sein. So kommt Mesoxalsiure nach EULER und Borin! in Medi-
cago sativa vor, und nach LippmMann? findet sich Mesoxal- und Tartronsidure
in Abfallen der Zuckerfabrikation. Uber das Auftreten von Tartronsiure be-
richten auch BEHREND und PrUSsSES.

C. Die Oxalsiiuregiirung.

Die Oxalsdure findet sich bei einer groflen Anzahl von Gérungserregern als
Produkt des Zuckerabbaues vor. Dabei entsteht sie wohl nirgends durch direkten
Abbau des Zuckers, sondern wohl stets iiber andere Stoffwechselprodukte, so
insbesondere Glucon-, Citronen- und Bernsteinsdure. Es ist jedoch eine sehr
groBe Anzahl verschiedener C-Verbindungen zur Oxalsiurebildung geeignet,
und zwar auch stickstoffhaltige sowie aromatische Substanzen.

1. Organismen.

Bei der Oxalsduregirung finden wir fast alle bisher besprochenen oxydativen
Garungserreger wieder. Im wesentlichen haben wir dabei zwei groBle Gruppen
von Organismen zu erwihnen, namlich einerseits Bakterien, darunter auch
zahlreiche Essigsiuremikroben, und andererseits Fadenpilze, unter denen ins-
besondere die Aspergillaceen durch sehr starkes Oxalsdurebildungsvermogen
ausgezeichnet sind.

a) Essigbakterien.

Zopr* fand Oxalsdurebildung bei einer groBen Anzahl von Essigbakterien,
wie B. aceti, acetigenum, acetosum, Kiitzingianum, Pasteurianum, xylinum.
Allerdings vermégen diese zumeist nur aus Glucose reichlich Oxalsiure zu
bilden, nicht aber auf zuckerfreiem Substrat. BanNinGg® stellte auBerdem bei
Thermobact. aceti, B. oxydans, industrium, B.aceti oxalici Oxalsdurebildung
fest. Dabei erwies sich nur Glucose geeignet, die anderen Zuckerarten nicht
stets; doch vermochten die betreffenden Bakterien auch eine Anzahl verschie-
dener Sauren zu Oxalsdure abzubauen. HENNEBERG® stellte Oxalsdurebildungs-
vermdégen auch bei B. curvum, ascendens und Schiitzenbachi fest. Nach Pros-
KAUER? wird durch B. tuberculosis reichlich Oxalsdure gebildet.

b) Fadenpilze.

1. Aspergillaceen. Hawnsen® fand 1889 Oxalsiure in Kulturen von Pen.
glaucum, und ebenso erwahnte zur selben Zeit Ducraux?® die Entstehung von
Oxalsdure in Kulturen von A. niger auf verschiedenen Substraten. WEHMER®
konnte sodann zeigen, dall A. niger unter entsprechenden Bedingungen haupt-
sichlich Oxalsiure aus Zucker zu erzeugen vermag, wobei nur relativ wenig
Kohlendioxyd als Atmungsprodukt auftritt. Nach dem genannten Autor unter-
liegt dabei wohl ein Teil der Oxalséure einem weiteren Zerfall in Kohlendioxyd
und Wasser. EMMERLING ! untersuchte vornehmlich die Bildung von Ammon-

! EvLer u. Bouin: H. 61, 1 (1909). 2 LipPMANN: B. 46, 3862 (1913).

3 BEHREND u. Prusse: A. 416, 233 (1918). * Zopr: B. bot. Ges. 18, 32 (1900).

5 Banwine: C. Bact. 8, 305 (1902). ¢ HexNEBERG: D. Essigind. 10, 89 (1906).
7 ProskavER: C. 1903 I, 1152. 8 Hansex: Flora %2, 88 (1889).

9 DucrLaux: Ann. Past. 3, 97 (1889). 10 WenMER: Bot. Ztg 49, 233 (1891).

1 Emmerning: C. Bact. 11 10, 273 (1903).
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oxalat bei Kultivierung von A.niger auf Aminosiuren, Polypeptiden, Pepton
und Eiweilistoffen, wobei insbesondere die auf reinem Pepton gebildete Oxal-
sauremenge auffallend grol war. Nach diesem Autor erstarrt die nach
mehrwochiger Kultur des Pilzes eingedampfte Kulturflissigkeit zu einem
Krystallbrei von Ammonoxalat. Hinsichtlich Oxalsgurebildung durch A. niger
s. auch Brocawirz!, THOM und CURRIE2. Ein Penicillium oxalicum wurde von
Currie und THOM® beschrieben. Dasselbe wurde von schimmelndem Mais
isoliert, tritt aber auch in Bodenkulturen auf.

Nachdem bereits WEHMER gezeigt hatte, dal in alten Kulturen von Citro-
myces Oxalsidure auftritt, stellte BuTkEWITSCH? bei neun verschiedenen Citro-
myces- und Penicilliumarten das Vermégen zur Oxalsiurebildung fest. Nur
ein Penicillium glaucum erwies sich als nicht geeignet. Die urspriingliche Klassi-
fikation, derzufolge insbesondere A. niger als Oxalsdurebildner bezeichnet wurde,
muBte daher auf Grund der weiteren Untersuchungen fallen gelassen werden.
Dafi auch innerhalb der Gruppe A.niger sehr wesentliche Unterschiede hin-
sichtlich der Oxalsiurebildung bestehen, erscheint auch durchaus nicht ver-
wunderlich, sondern steht in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen bei den
sonstigen Pilzgdrungen. So zeigte sich beim Vergleich von fiinf verschiedenen
A. niger-Stammen durch BERNHAUER?®, daf} einer derselben ein ganz besonders
stark ausgepriagtes Vermogen zur Oxalsdurebildung besali, was auch bei sonstigen
Versuchen mit diesem Pilzstamm zum Ausdruck kam [s. BERNHAUER und
Worr (4, S.87)]. Weiterhin ist wieder bei anderen A. niger-Stimmen die Fahig-
keit zur Oxalsiurebildung nur &uBlerst gering, so bei dem von AMELUNG (3, S. 87)
eingehend untersuchten A. niger japonicus. Mit der Oxalsaurebildung durch
eine grofle Anzahl von Penizillien beschéftigten sich besonders CHRzASZcz und
TrurOoW®.

2. Mucorineen. Nach CALMETTE" ist die von Mucor Rouxii gebildete Saure wohl
zum groBten Teil Oxalsdure. Nach BUTKEWITSCH und FEDOROFF® vermogen
Mucor mucedo sowie Rhizopus nigricans gleichfalls Oxalsdure zu bilden, wenn
auch nicht in gleichem Ausmafie wie Aspergillusarten.

3. Sonstige Schimmelpilze. DE Bary® fand bei Peziza Sklerotiorum reich-
liche Oxalsdurebildung, PERWOzZWONSEY!® auch bei Dematium pullulans und
Fusarium aquaeductuum.

¢) Hefen.

ZoPF! beschrieb als erster Oxalsiurebildung aus Zuckern, und zwar durch
Saccharomyces Hansen, eine Hefeart, die keinen Alkohol zu bilden vermag.
Allerdings ist bei manchen C-Quellen erst monatelange Kultivierung der Hefe
erforderlich, bis dieselbe in reichlichen Mengen Oxalsdure zu bilden vermag.
Nach PErRwozwoNSKY ! bilden aufler Saccharomyces Hansen auch Torulaarten
Oxalsiure. '

1 Brocewirz: C. Bact. IT 39, 497 (1913).

2 TaoM u. CURRIE: J. Agr. Res. %, 1 (1916).

3 Currie u. THOM: J. Biol. Chem. 22, 287 (1915).
¢ BurkeEwitscH: Bio. Z. 131, 327 (1922).

5 BERNHAUER: Bio. Z. 19%, 278 (1928).

6 Carzaszcz u. Trurow: Bio. Z. 222, 243 (1930).
? CALMETTE: Ann. Past. 6, 604 (1892).

8 BUTKEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 119, 87 (1930).
9 DE BArY: Bot. Ztg 1886, 400.

10 PgrwozwoNsky: C. Bact. IT 81, 372 (1930).

11 Zopr: Ber. bot. Ges. ¥, 94 (1889).
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2. Bedingungen der Oxalsiurebildung durch Schimmelpilze.

Es soll hier insbesondere die Oxalsaurebildung durch Fadenpilze eingehender
besprochen werden, da hieriiber die meisten Untersuchungen vorliegen und
die Bedingungen des Prozesses dabei auch im wesentlichen geklirt erscheinen.
Hinsichtlich der ganz allgemeinen Einflisse, wie Licht, Sauerstoffversorgung usw.,
gilt das bei den bereits bisher besprochenen Schimmelpilzgirungen Gesagte, so
daf} wir uns auf die Anfithrung der spezielleren Bedingungen beschrinken konnen.

a) Die Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit.

Die Entwicklung der Pilze in Abhéingigkeit von der Zusammensetzung der
Kulturflissigkeit erfolgt analog den bisher besprochenen Pilzgirungen.

Als C-Substrat fiir die Oxalsdurebildung kommt eine sehr groBle Anzahl ver-
schiedener C-Verbindungen in Betracht, auf die noch zuriickzukommen sein wird.

Die N-Quelle ist nach WEHMER! von wesentlichem EinfluB3 fiir die Oxal-
sdurebildung. An und fir sich ist es zwar fiir den Saurebildungsprozefl gleich-
giiltig, ob der Stickstoff als Ammonium, Nitrat oder Pepton dargereicht wird,
jedoch ist die Bindungsart der N-Komponente von grofler Bedeutung. Ammon-
nitrat, -phosphat, -oxalat, ferner Kaliumnitrat, Calcium- und Natriumnitrat
wirken in gleicher Weise ohne Behinderung der Siurebildung. Dagegen ist der
Pilz bei Darreichung von physiologisch sauren Stickstoffverbindungen, also
Ammonchlorid, Ammonsulfat usw. infolge der freiwerdenden Mineralsiure nach
Verbrauch der Ammoniakkomponente an der Bildung bzw. Anh&ufung von
Oxalséure so stark gehindert, daf nach WEHMER dabei trotz guten Wachstums
nie eine Spur Oxalséure auftritt. Sehr reichliche Oxalsiurebildung findet dagegen
in Gegenwart von Pepton statt, da dieses als physiologisch alkalische Stick-
stoffquelle die Oxalsidurebildung sehr férdert. Nach CHrzaszcz und Trorow?
soll die Anhdufung der Oxalsdure auf Zuckernahrboden durch die Gegenwart
von Aminosubstanzen als N-Quelle verursacht werden, wobei die Menge der
auf Kosten des Zuckers angehduften Oxalsiure von der Struktur und Quantitit
der Aminosubstanzen abhingt, indem diese desto wirksamer erscheinen, je
weniger C-Radikale sie enthalten. Hinsichtlich der sonstigen Ndhrsalze ist
anscheinend kein besonderer EinfluBl vorhanden. Nach Morriarp? soll Oxal-
saure neben Citronensiure besonders dann entstehen, wenn zu wenig Phosphor
in der Kulturfliissigkeit vorhanden ist, was jedoch nicht sehr glaubhaft erscheint
und sicher keine allgemeine Giiltigkeit hat.

b) Reaktion der Kulturfliissigkeit (Neutralisationsmittel).

WEHMER! stellte fest, dafl in Gegenwart freier organischer Sduren keine
Oxalsédure auftritt; doch kann dieser Befund keine allgemeine Giiltigkeit haben,
da ja, wie von einer Anzahl von Autoren beobachtet werden konnte, vielfach
in alten Kulturen von A.niger und anderer Pilze Oxalsiure auftritt, nachdem
langst kein Zucker mehr vorhanden ist, und auch ohne dafi Neutralisations-
mittel zugegen wiren. Dabei mufl die Oxalsidure aus primar gebildeter Glucon-
sowie Citronensidure entstanden sein. WEHMER machte den Befund, daB aus
Salzen organischer Sduren zumeist sehr reichlich Oxalsiure gebildet wird, was
der genannte Autor in der Weise erklirt, daB in diesem Falle freie Base ent-
steht, im anderen Falle nicht, und daB die freiwerdende Base demnach Anlaf}

1 WeHMER: Bot. Ztg 49, 233 (1891).
2 CurzASzcz u. Trukow: Bio. Z. 218, 73 (1930).
3 Morriarp: C. 1922 I, 276.
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zur Oxalsdureansammlung gibt, und zwar soll sogar die Menge der freiwerdenden
Base die Menge der Oxalsiure bestimmen. In Gegenwart von 1—2% freier
Salzsdure oder 6% freier Phosphorsiure fehlte auch nach sechswichiger Kul-
turdauer jede Spur von Oxalsiure vollig.

WEeHMER studierte sodann auch den EinfluBl von Calciumcarbonat als Neutra-
lisationsmittel auf den Prozell der Oxalsiurebildung und stellte dabei fest, daf3
bei Verwendung von Ammonnitrat als Stickstoffquelle das Ca-Oxalat insbe-
sondere an den Pilzdecken zur Abscheidung gelangt, und daB es nach einiger Zeit
die Mycelien so inkrustiert, dafl dieselben eine harte und briichige Beschaffen-
heit erlangen. Bei Verwendung von Kaliumnitrat gelangt dagegen das Ca-Oxalat
nicht an der Pilzdecke zur Abscheidung, sondern am Boden des Gefales, was
wohl auf eine Umsetzung von Alkalioxalat mit Kalksalz zuriickzufithren ist.
Die Gegenwart von Ca-Carbonat wirkt zugleich giinstig auf die Ansammlung des
Ca-Oxalates, da die Oxalsiure auf diese Weise vor der weiteren Zersetzung
geschiitzt wird. In dhnlicher Weise wirkt tertiares Ca-Phosphat, doch ist dessen
Wirksamkeit nicht so grof}, doch jedenfalls gro3 genug, um auch in Kulturen
mit Ammonchlorid oder Ammonsulfat AnlaBl zur Bildung von Ca-Oxalat zu
geben. Im Prinzip in analoger Weise wie die erwahnten Ca-Salze, jedoch viel
energischer als diese, wirken alkalisch reagierende Salze auf die Ansammlung von
Oxalsiure, so insbesondere die sekundiren und tertidren Natrium- und Ammon-
phosphate. Auch der Zusatz von neutralem Kaliumoxalat bewirkt eine weitere
Anhéaufung von Oxalséure, wobei das saure Salz gebildet wird. BERNHAUER!
wies darauf hin, daB Oxalsgurebildung besonders intensiv in Gegenwart von
Natriumionen in alkalischem Milieu stattfindet. So werden bedeutende Mengen
von Oxalsdure bei Verwendung fertiger Pilzdecken, insbesondere bei Zusatz
von Natriumbicarbonat bzw. -carbonat gebildet. Dabei wurde auch beobachtet,
daf} Pilzdecken, die zundchst auf derartigen, zunichst alkalischen Ldsungen
verweilten, sodann reine Zuckerlosungen auch in Abwesenheit von Neutrali-
sationsmitteln fast nur auf Oxalsiure verarbeiten, wobei sich dieselbe nach
bereits fiinf Tagen in reichlichen Mengen in freiem Zustande angesammelt hatte,
wogegen normale Pilzdecken, die nicht diese Vorbehandlung durchmachten,
aus reinen Zuckerlésungen unter sonst analogen Bedingungen fast tiberhaupt
keine Oxalsgure bildeten. Auch nach KostyTrscHEW und TSCHESNOROV (2, S. 86)
findet bei alkalischer Reaktion der Kulturflissigkeit vorwiegend Oxalsiure-
bildung statt. Auf die Befunde von BUTKEWITSCH und FEDOROFF iiber die
Bedeutung des Natriums bei der Verarbeitung von Acetaten auf Oxalsaure wird
noch zuriickzukommen sein. Die Behauptung ScHOBERs (2, S.87), daBl das
Optimum der Oxalsidurebildung bei saurer Reaktion der Nahrlosung liegt, ist
in dieser Allgemeinheit unrichtig und kann nur fiir die von ihm eingehaltenen
abnormalen Bedingungen Geltung haben.

¢) Verlauf des Girprozesses.

Hinsichtlich der optimalen Temperatur fiir die Oxalsiurebildung sei noch
erwahnt, daB nach WeHMER (1, S. 109) relativ tiefe Temperatur die Ansammlung
von Oxalsiure bzw. Oxalaten auBerordentlich begiinstigt. Diesem Befund
kommt jedoch keine allgemeine Giiltigkeit zu, da auch bei hoheren Tempera-
turen (30—385°) sehr reichliche Anhéufung von Oxalaten stattfinden kann;
bei héheren Temperaturen ist der Gérverlauf jedenfalls, wie auch bei anderen
Prozessen, sehr beschleunigt, nur in sehr alten Kulturen findet man in Ab-
wesenheit von CaCO, bei niedrigerer Temperatur gréBere Oxalsauremengen als

1 BERNHAUER: Bio. Z. 172, 321 (1926).
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bei hiherer, da bei hoherer Temperatur rascherer Weiterabbau derselben erfolgt.
Die Gdrdauer ist natiirlicherweise abhéngig von der Temperatur, der Menge
des zu verarbeitenden Substrates, der Schichthche desselben usw.

Beziiglich des Garverlaufes machten ButkEwIiTscu! sowie FALCK und KAPUR?
wahrscheinlich, daB iiberall dort, wo Oxalsdure neben Glucon- und Citronen-
sdure in Pilzkulturen nachgewiesen werden kann, zundchst Gluconsiure ent-
steht und die beiden anderen Siuren erst spater auftreten. Die Oxalsiure ist
dabei als Abbauprodukt der beiden genannten Sauren aufzufassen. WEHMERS
wies experimentell nach, dafl Oxalsdure aus Citronenséure entsteht. KosTyTscHEW
und TSCHESNOKOV (2, S. 86) erscheint ,,die Notwendigkeit der Verwandlung der
Citronensidure in Oxalsiure‘‘ als zweifelhaft, indem sie eine Korrelation bei
der Bildung der beiden Siuren nicht wahrnehmen konnien. Die Frage, ob
Oxalsdure auch direkt aus Zucker entstehen kann, ohne daB also Glucon-
oder Citronensidure dabei als Zwischenstufen fungieren, ist noch nicht ent-
schieden, scheint jedoch positiv zu beantworten zu sein. In Féllen, bei denen
die Oxalsiure erst in alten Kulturen auftritt, sobald kein Zucker mehr vor-
handen ist, also insbesondere in Abwesenheit von Neutralisationsmitteln, kann
ihre Herkunft nur auf die anderen gebildeten Séuren zuriickgefiihrt werden;
vielfach findet jedoch Oxalsidurebildung auch in Gegenwart von Zucker statt,
dann ist ihre Herkunft zweifelhaft, doch ist auch dann wahrscheinlich die Glucon-
sidure als Muttersubstanz der Oxalsiure anzusprechen. In anderen Fillen wieder,
bei denen die Bedingungen weder die Bildung von Gluconsdure noch von
Citronensiure gestatten, so bei Einwirkung der Pilze auf Fructose in alkalischer
Losung, wird wohl eine direkte Bildung der Oxalsiure aus der Fructcse anzu-
nehmen sein. SCHOBER (2, S. 87) nimmt anscheinend stets eine mehr oder weniger
direkte Bildung von Oxalséure aus dem Zucker an, jedoch auf dem Umweg
iiber Eiweil3, indem er nicht nur Oxalsidure, sondern auch Glucon- und Citronen-
sdure als voneinander unabhingige Endprodukte des Stoffwechsels auffaBt.
Dies ist jedoch zweifellos, wie aus den bereits erwéahnten Befunden hervorgeht,
in dieser Allgemeinheit unrichtig.

3. Chemismus der Oxalsiurebildung.

a) Zum Wesen des Vorganges.

WeHEMER (1, S. 109) ist der Ansicht, daf die Oxalsiure stets im Stoffwechsel
der Pilze entsteht, dafl sie aber im status nascens einer leichteren Weiterzer-
setzung unterliegt und sich nur dort ansammelt, wo die Bedingungen dafiir
gegeben sind. Hinsichtlich der Frage, ob die Oxalséiure ein normales Produkt
der Atmung der Pilze oder ein Ergebnis eines eng neben dieser einhergehenden
Stoffwechsels anzusehen ist, gelangte WEHMER zur Auffassung, dal} die Oxal-
sdure voraussichtlich mit dem Stoffumsatz im Atmungsprozell in Beziehung zu
setzen ist; dabei ist die Saurebildung durchaus nicht auf Sauerstoffmangel
zuriickzufithren. Die Bedeutung der Oxalsdurebildung fir die Pilze liegt nach
dem genannten Autor darin, daf dadurch die im Stoffwechsel disponibel wer-
denden Basen neutralisiert werden, was fiir die Existenzbedingungen der Orga-
nismen nicht ohne Wert sein wird. Weiterhin ist freie Oxalsdure auch in niederen
Konzentrationen fir viele Organismen ein starkes Gift, und so wird durch die
Oxalsiurebildung die Entwicklung etwaiger fremder Keime bald unterdrickt,
sobald die Bedingungen fiir eine Ansammlung freier Saure vorhanden sind.

1 BuTtreEwITSCH: Bio. Z. 154, 177 (1924). 2 Farcr u. Karur: B. 57, 920 (1924).
8 WeEMER: B. 57, 1659 (1924).
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Als Ort der Saureentstehung kommt nach WEHMER nur das Innere der Zelle,
und zwar das Plasma in Betracht; sind nun die betreffenden Bedingungen vor-
handen, so diosmiert die Saure in die Kulturfliissigkeit, so daB freie Siure in
der Zelle selbst so gut wie vollig fehlt; daher ist bei Pilzen die Abscheidung von
Ca-Oxalat innerhalb der Zelle auch eine sehr seltene Erscheinung.

Hinsichtlich der Frage, ob die Oxalsdure als Produkt des Zucker- oder Eiwei3-
stoffwechsels anzusehen ist, ist wohl eine klare Entscheidung in den einzelnen
Fallen nicht moglich, da sie aus den verschiedensten C-Verbindungen entstehen
kann. Daher ist auch die Ansicht von SCHOBER (2, S. 87), der dieselbe nur aus dem
Eiweillstoffwechsel herzuleiten sucht, unrichtig; sondern es ist wohl durchaus
moglich und in manchen Féllen auch sehr wahrscheinlich, daB ein Teil der von
den Pilzen gebildeten Oxalsdure beim proteolytischen Zerfall entsteht, ebense
aber auch aus N-freien Verbindungen. Ob der eine oder andere Vorgang iiber-
wiegt, hangt wohl von den jeweiligen Bedingungen bzw. vom Zustand des Pilz-
mycels ab.

Nach Curzaszoz und Trvrow (2, S. 109) soll die Oxalsiure einerseits als
Energiequelle, andererseits mit Ammoniak als Ausgangsmaterial zum Aufbau
von EiweiBstoffen dienen (?).

b) Substrate der Oxalsdurebildung.

Ein umfassender quantitativer Vergleich der Eignung der verschiedenen
C-Verbindungen fiir die Oxalsaurebildung wurde unter einheitlichen Bedingungen
noch nicht durchgefithrt. Die Anzahl der zur Oxalsiurebildung geeigneten
C-Verbindungen ist jedoch sehr grof}, so daBl wir uns auf zusammenfassende
Angaben beschrianken koénnen.

1. Zuekerarten. Von diesen erwiesen sich alle bisher untersuchten fiir die
Oxalsaurebildung als geeignet, also von Hexosen: Glucose, Fructose, Maltose,
Galaktose; von Pentosen: Arabinose und Xylose; von Disacchariden: Rohr-
zucker und Maltose, nach CURRIE und TroM (3, S.108) bei Pen. oxalicum auch
Milchzucker, ebenso nach Zorr (11, S. 108) bei Saccharomyces Hansen, von
Polysacchariden Stédrke und Inulin. Dies gilt ebenso fir Pilze wie fiir viele
Essigbakterien [Banwine (5, S.107)].

2. Alkohole. Aus Zuckeralkoholen wurde gleichfalls Oxalsiurebildung
beobachtet, so aus Mannit, Erythrit [nach Baxyine (5, S.107) bei Bakterien],
Glycerin. Aus Athylalkohol sowie Glykol erhielt Baxning gleichfalls Oxalsiure.
Ebenso vermogen Pilze aus Alkohol Oxalsiure zu erzeugen.

3. C,-Sduren. Aus den zweibasischen Siauren (Bernstein-, Fumar-, Apfel-
und Weinséaure) erzielten RATISTRICK und CLARK! mittels Aspergillus niger gutes
Wachstum und gute Ausbeuten an Oxalsdure. Auf den einbasischen Sauren
(Butter-, Isobutter-, 2-Oxybutter- und Oxyisobuttersidure) fand nach den gleichen
Autoren fast kein Wachstum und keine Oxalsdurebildung statt. Aus Isobutter-
siure erzielte BANNING (5, S. 107) mittels Bakterien ebenfalls Oxalsdurebildung.
In Versuchen von BuTkEwIrTscHE und FEpoORrROFF? bildeten Aspergillus niger
sowie A. orycae aus bernsteinsaurem Natrium sehr bedeutende Mengen an Oxal-
sdure, und zwar fast 76 bzw. fast 68%, Rhizopus nigricans wesentlich weniger.

4. C;-Sduren. Milchséure, Brenztraubensiure, Malon- und Propionsiure
ergaben nach Reistrick und Crark! im allgemeinen bemerkenswert gutes
Wachstum, aber gar keine oder nur sehr wenig Oxalsdure. Banwing (5, S. 107)
erhielt mittels Essigbakterien Oxalsdure auch aus Milch- und Malonsgure.

1 REISTRICK u. CrArk: C. 1920 I, 686.
2 BUuTKEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 119, 87 (1930).
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5. C,-Sduren. Essigsiure gab nach Rarstrick und CLaARK (1, S.112) gutes
Wachstum und gute Ausbeute an Oxalsdure, wihrend aus Glykol- und Glyoxyl-
siure trotz guten Wachstums keine Oxalsiure gebildet wurde. Nach Baw-
Nivg (5, S.107) vermochte eine Anzahl von Essigbakterien aus Essigsdure und
besonders aus Glykolsdure Oxalséure zu bilden. In Versuchen von BUTREWITSCH
und Fepororr (2, S.112) setzte A.niger (in Form fertiger Pilzdecken an-
gewendet) Na-Acetat zu fast 94% in Oxalsiure um, Ca-Acetat in Parallel-
versuchen nur zu etwa 18% (in 18 Tagen), wobei in diesem Falle auch noch
unverdndertes. Ca-Acetat vorhanden war. Auch hier kam demnach die stark
stimulierende Wirkung des Natriums fiir die Oxalsdurebildung zum Ausdruck.
Ahnlich verhielt sich A.orycae, indem er in gleichen Zeiten aus Na-Acetat
tiber 58% Oxalsdure bildete, aus Ca-Acetat nur etwa 17%. BERNHAUER und
SIEBENAUGER (2, S. 98) erzielten mittels A. niger aus Na-Acetat bis 106,2%
Ausbeute an Oxalsiure (= 70,8% d.Th.).

6. Als Zwischenprodukte bei der Oxalsiurebildung aus Zucker sind bei
Aspergillaceen usw. vielfach Glucon- und Citronenséure anzusehen. Aus den-
selben wird auch bei direkter Einwirkung der Pilze in reichlichen Mengen Oxal-
sdure gebildet. Auf die unmittelbaren Zwischenprodukte wird ncch zuriick-
zukommen sein.

7. Von sonstigen C-Quellen kommt fiir die Oxalsiurebildung auch noch
eine Anzahl von Stickstoffverbindungen in Betracht, so insbesondere Pepton,
worauf hier nicht niher einzugehen ist. Weiterhin ist Bildung von Oxalsiure
auch beim Abbau aromatischer Substanzen beobachtet worden, so von BUTKE-
wiTscH! bei der Darbietung von Chinasiure, wobei zunéchst aromatische
Korper entstehen, und ferner von BERNHAUER und SCHLEISSNER? bei direkter
Einwirkung von Pilzdecken einiger A. niger-Stamme auf die Na-Salze von
Gallusséure, Salicylsiure sowie Chinasgure.

¢) Der Mechanismus der Oxalséiurebildung aus Zuecker.

Wie aus dem bisher Dargelegten hervorgeht, kann die Oxalstiure aus den
verschiedensten C-Verbindungen entstehen. Uns interessiert nun in diesem
Zusammenhange vornehmlich der Mechanismus ihrer Bildung aus Zuckerarten.
Der Mechanismus der Oxalsdurebildung aus Zucker wird jedenfalls ein ver-
schiedener sein, je nachdem, nach welchem Abbautypus die betreffenden Orga-
nismen den Zucker zersetzen. So 146t sich auch ein allgemein giiltiges Schema
iber die Bildung der Oxalsdure nicht entwerfen, doch erscheint dieselbe im
allgemeinen wohl als direktes oder indirektes Abbauprodukt der Essigsdure,
indem diese, wie bereits frither behandelt, entweder direkt oxydiert wird oder
iiber Bernsteinsiure. Es erscheinen demnach insbesondere zwei Wege der
Oxalséurebildung von Wichtigkeit, ndmlich einerseits der Zerfall der Oxalessig-
sdure und andererseits ihre Bildung durch direkte Oxydation der Essigsiure
iiber Glykolsiure.

1. Oxalsiiurebildung iiber Oxalessigsiure. Raistrick und Crark (1, S. 112) ent-
warfen auf Grund ihrer Ergebnisse iiber die Oxalsaurebildung aus verschiedenen
Sauren ein Schema fiir den Abbau des Zuckers zu Oxalsiure mit Annahme
der intermediéiren Bildung von 1,3-Diketoadipinsidure; diese soll hydrolytisch
in Essigsdure und Oxalessigsdure zerfallen, diese weiterhin in Oxal- und Essig-
sdure und die letztere soll stets zu Oxalsiure weiter oxydiert werden.

! BUTREWITSCH: Bio. Z. 145, 442 (1924); 159, 395 (1925).
2 BERNHAUER U. SCHLEISSNER: Nicht publiziert.

Bernhauer, Girungen. 8
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Weiterhin kénnte die Oxalessigsdure wohl beim Abbau der Bernsteinsiure
zu Oxalsaure als Zwischenprodukt fungieren. BUTEEWITSCH und FEDOROFF
weisen darauf hin, daB auch bei A. niger die Bildung von Oxalsiure {iber Bern-
steinsdure als Zwischenglied verlaufen konnte, die aber in diesem Falle (also
im Gegensatz zum Verhalten von Rhizopus nigricans) einem weiteren sehr
raschen Abbau unterliegen soll, ohne dafl eine stirkere Anhdufung derselben
erzielt werden kann. Doch sprechen die noch zu behandelnden Befunde {iber
die Bildung von Glykolséure bei der Einwirkung von A. niger auf Acetate dafiir,
dafl zweifellos auch der Weg der direkten Oxydation der Essigsaure realisiert ist.

2. Oxalsiurebildung durch direkte Oxydation der Essigsdure. Wir haben
bereits gesehen, dall Essigsiure bei der ganz iiberwiegenden Mehrzahl aller
oxydativen Abbauprozesse des Zuckers als End- oder Zwischenprodukt auftreten
kann. Andererseits wurde bereits gelegentlich der Besprechung der Bernstein-
und Fumarsiduregirung darauf hingewiesen, dafl im wesentlichen zwei Abbau-
vorginge der Essigsdure verwirklicht erscheinen, ndmlich einerseits ihre oxydative
Kondensation zu Bernsteinsiure und andererseits ihr direkter oxydativer Abbau
zu Oxalsdure. So ist es CHALLENGER, SUBRAMANIAM und WALKER! auch tatsich-
lich gelungen, mittels A. niger nicht nur aus Ca-Acetat Ca-Oxalat zu erhalten,
sondern auch das erste, dabei auftretende Zwischenprodukt, die Glykolsdure zu
isolieren.

Glykolsdure erhielten die genannten Autoren aus Ca-Acetat in einer Aus-
beute von 5,7 g aus 60 g Ca-Acetat. Weiterhin gelang es ihnen auch, glykol-
saures Ammonium in Ammonoxalat iiberzufiihren.

Glyoxylsiure erhielten die gleichen Autoren bei der Einwirkung von Asper-
gillus niger auf Ca-Acetat und isolierten dieselbe in Form ihres Aminoguanidin-
derivates. Ebenso konnten sie bei Kulturen des Pilzes auf Ca-Glykolat auch
Glyoxylsiure mittels der Naphthoresorcinprobe nachweisen und in Form von Deri-
vaten isolieren. BUTTERWORTH und WALKER (3, S.105) vermochten auch bei
B. pyocyaneus den Abbau der Essigsidure iiber Glykol- und Glyoxylsdure wahr-
scheinlich zu machen. Nach Daxin? findet sich Glyoxylsidure haufig in Kulturen
von Pilzen und Bakterien, ohne dafl jedoch genauere Details gegeben werden.
Die weitere Oxydation der Glyoxylsdure durch Pilze zu Oxalsdure ist sehr nahe-
liegend, wenn auch dieser Schritt experimentell noch nicht belegt ist. Moglich
erscheint dabei auch die dismutative Umwandlung der Glyoxylsdure unter
Bildung von Glykolsiure einerseits und Oxalsdure andererseits. Hieriiber liegen
jedoch bisher noch keine Befunde vor. Im tierischen Organismus wird aller-
dings Glyoxylsdure wohl anders abgebaut, und zwar nehmen TOENISSEN und
BrINKMANN (6, S.70) an, daB Essigsdure zunichst bis zu Glyoxylsdure oxydiert
und diese sodann unter Wasseraufnahme in zwei Molekiile Ameisenséure ge-
spalten wird, da die genannten Autoren beobachten konnten, daB die Essig-
saure sowohl bei Muskeldurchstromung als auch bei der subcutanen Injektion

1 CHALLENGER, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1927, 200.
2 DARIN: J. Biol. Chem. 1, 271 (1906).
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am lebenden Tier eine erhebliche Mehrausbeute an Ameisenséure lieferte. Be-
kanntlich findet sich Glyoxylsaure im Tier- und Pflanzenreich, hier vielfach in
Gesellschaft mit Glykol- und Oxalsiure. Auf ihre Beziehung zum Glykokoll
sei hier nur hingewiesen.

4. Der weitere Abbau der Oxalsidure.

Nach WrmMER findet, wie bereits erwihnt, in Gegenwart von Ammon-
chlorid sowie -sulfat keine Ansammlung von Oxalsiure statt, und unter diesen
Umstédnden zugesetzte Oxalsdure wird sogar relativ rasch weiter abgebaut,
wohl zu Kohlendioxyd.

Von Interesse ist in diesem Zusammenhang, daB der von WEHMER! be-
schriebene Pilz Aspergillus mutatus in Zuckerkulturen mit CaCO; aus dem
zundchst gebildeten Ca-Gluconat in den Pilzdecken nicht Ca-Oxalat, sondern
reichliche Mengen von Ca-Carbonat ablagert. Bei der direkten Einwirkung
auf Ca-Gluconat konnte als nachweisbares Produkt nur Ca-Carbonat auf-
gefunden werden, ohne daB irgendwelche Zwischenstufen gefat werden konnten.
Dasselbe scheidet sich teilweise am Boden des Gefiafes ab, inkrustiert aber vor-
nehmlich die Pilzdecken. Bei der Einwirkung des Pilzes auf Na-Gluconat fand
jedoch Bildung von Oxalsiure statt; in neutraler Losung kann das so ge-
bildete Na-Oxalat teilweise zu Carbonat abgebaut werden. Ebenso gaben
die Ca-Salze anderer organischer Sauren (Milch- und Apfelsiure) Ca-Carbonat,
die Na-, K- oder Ammoniumsalze dagegen Oxalate, insbesondere die priméren
Salze. Daf} auch bei der Zersetzung der Ca-Salze zunichst Oxalsdure gebildet
wird, ist nach dem Autor nicht anzunehmen, es sei denn, daf3 sie sofort weiter
zerfallt. Ahnliche Feststellungen machte THIESZ bei Verwendung eines A. fu-
maricus; aus Ca-Gluconat bildete derselbe nur CaCOg, aus Na-Gluconat Oxalat.
Ebenso wandelte der Pilz die Ca-Salze von Zuckersidure, Citronensiure, Bernstein-
siure, Weinsiure, Apfelsaure, Fumarsiure und Milchsaure nur in CaCO, um, wo-
gegen er auf den betreffenden Na-, K- und NH,-Salzen nur Oxalat bildete. Zu-
gleich wird geschlossen, dafl die erwahnten Sauren infolge ihrer guten Abbau-
fahigkeit als echte Zwischenprodukte des normalen Stoffwechsels anzusehen sind.

V. Die Bedeutung der oxydativen Girungen.
Sonstiges.

In diesem Abschnitt wird zunachst ein Ubersichtsschema des oxydativen
Zuckerabbaues entwickelt und sodann auf die Bedeutung der oxydativen
Garungen fiir die praparative Chemie sowie Technik eingegangen. Weiterhin
werden hier in einem eigenen Kapitel die sonstigen Oxydationswirkungen niederer
Organismen behandelt, insbesondere die Oxydation aliphatischer Kohlenwasser-
stoffe sowie die Bildung und der Abbau aromatischer Substanzen. SchlieBlich
wird noch ein Kapitel angegliedert, in dem die Oxydation bestimmter chemischer
Gruppen durch Organismen im allgemeinen zusammengefallt wird.

A. Gesamtschema des oxydativen Zuckerabbaues.

Wie aus dem bisher Dargelegten ersichtlich ist und wie auch bereits an
einigen Stellen hervorgehoben wurde, haben wir es beim Angriff auf das Zucker-
molekiil im wesentlichen mit zwei Prozessen zu tun, und zwar einerseits mit

1 WeHMER: Bio. Z. 197, 427 (1928) — B. 62,2672 (1929). 2 THIES: B. 64, 214 (1931).
8%
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einem direkten oxydativen Angriff und andererseits zunichst mit dem an-
oxybiontischen Spaltungsvorgang, an den sich sodann oxydative Prozesse an-
schlieBen. Dieser zweite Proze erscheint dabei als Haupttypus des Zucker-
abbaues und findet sich bei den Organismen in iiberwiegendem AusmaBe
realisiert. Der ersterwihnte Prozef ist zunéchst als Nebentypus zu betrachten,
und ein abschliefendes Urteil iiber dessen Verbreitung und Bedeutung, ins-
besondere auch fiir hoher organisierte Lebewesen, 148t sich zur Zeit noch nicht
fillen. Dagegen sind im Haupttypus nach allem auch jene Vorgange inbegriffen,
die bei der normalen Sauerstoffatmung auch der hoher organisierten Lebe-
wesen stattfinden, woraus zugleich auch die Bedeutung dieser Vorginge ersicht-
lich wird.

Im folgenden wird ein allgemeines Schema der beim Zuckerabbau
stattfindenden Vorginge entwickelt, und zwar im AnschluB an die insbe-
sondere von NEUBERG und anderen Autoren vornehmlich fiir die anoxybionti-
schen Vorginge gegebenen iibersichtlichen Darstellungen. Die oxydativen Vor-
gange werden besonders hervorgehoben und gekennzeichnet, wodurch auch
deren Anteil am Zuckerabbau ersichtlich wird. Prozesse, die noch nicht exakt
bewiesen sind, werden im folgenden in entsprechender Weise markiert; ferner
werden hierbei auch nur die insbesondere von Glucose sich ableitenden Vor-
génge beriicksichtigt.

In dem Schema ist zugleich angedeutet, welche Prozesse oxydativer Natur
sind und bei welchen es sich um andere chemische Vorginge handelt. Es ist
so ersichtlich gemacht, daB auch bei den oxydativen Gérungsvorgingen in
weitem AusmaBe hydrolytische Spaltungen sowie Decarboxylierungen statt-
finden. Weiterhin ist ersichtlich, dafl wir es vielfach mit ,, Kreisprozessen® zu
tun haben, bei denen also der weitere Zerfall der Zwischenstufen wieder zu
Korpern fithrt, die einem analogen nochmaligen Abbau unterliegen konnen;
fir den eigentlichen Abbau ist die CO,-Bildung charakteristisch, ein Vor-
gang, der jeweils bei den einzelnen Abbaustufen entsprechend hervorgehoben
wurde.

Gerade dieser Vorgang ist auch fiir die Frage, auf welchem Wege die ,,Atmung‘‘
vor sich geht, von grofiter Bedeutung, da bei derselben im wesentlichen nur
das Endprodukt, eben das Kohlendioxyd, nachweisbar ist. Bereits PFEFFER!
hatte bekanntlich im wesentlichen den Gedanken entwickelt, und heute gelangen
wir immer mehr zu der Erkenntnis, daB zwischen Zellatmung und Gérungs-
prozessen kein prinzipieller Unterschied besteht, sondern dafl es sich dabei
lediglich gewissermafien um zwei Stufen des gleichen Abbauvorganges handelt,
wobei jedoch im Falle der Géarung die Zwischenprodukte (,,Garprodukte®)
angehduft werden kénnen, wihrend sie im Falle der Atmung nur unter ganz
besonderen Bedingungen zum Teil festgehalten und so nachgewiesen werden
kénnen. Im allgemeinen werden wir wohl sagen kénnen, dall die Atmungs
vorginge bei den verschiedenen Orgamsmen im wesentlichen auf einem der
geschilderten Wege erfolgen wird, wie sie im folgenden Schema wiedergegeben
sind. Ein einheitlicher Chemismus des Atmungsprozesses besteht demnach wahr-
scheinlich nicht, sondern bei den einzelnen Organismengruppen wird wohl jeweils
der eine oder andere Prozel den Hauptvorgang bilden, und bei Annahme eines
bestimmten ,,Normalweges des Zuckerabbaues wird wohl die Abzweigung von
diesem bald in einem fritheren, bald in einem spiteren Stadium stattfinden,
so daB dann der von den betreffenden Organismen beschrittene Weg fiir diese
-den jeweiligen Hauptweg des Atmungsprozesses darstellen wird.

1 PrerFER: Untersuchungen aus dem Bot. Inst. Tiibingen 1, 636 (1881/85). — Siehe
auch OPPENHEIMER: Die Fermente 2, 1223 (1926). :
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Abbauschema des Zuckers!.
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1 Siehe auch BErNmAUER: Oe. Ch. Ztg. 34, 159, 167 (1931).
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B. Die Bedeutung der oxydativen Giirungen fiir die
priparative Chemie und Technik,

Die oxydativen Eigenschaften der Bakterien und Pilze sind auch fiir die
praparative Chemie und Technik von Bedeutung geworden. So ist auch schon
vielfach z. B. von den Oxydationswirkungen der Essigbakterien Gebrauch ge-
macht worden, und zwar dort, wo es sich um die Darstellung einfacher Oxy-
dationsprodukte handelt, wie z. B. die Gewinnung von Zuckerarten aus Zucker-
alkoholen (Dioxyaceton aus Glycerin, Sorbose aus Sorbit usw.) oder von Zucker-
monocarbonsiuren aus Zuckerarten (Gluconsdure, 5-Ketogluconsidure usw.).
Auch Schimmelpilze kommen jedoch fiir die praparative Darstellung ver-
schiedener Substanzen in Betracht, so fiir die Gewinnung von Gluconsiure,
Kojisdure, Fumarsidure usw.

Der weitere Ausbau der préparativen Erfahrungen auf dem Gebiet der
oxydativen Gérungen fithrte auch zur technischen Darstellung einiger Sub-
stanzen. Mit Ausnahme der Essiggirung sind die diesbeziiglichen Zweige der
Géarungstechnik jedoch noch recht jung, was insbesondere die Technik der
Schimmelpilzgérungen betrifft. Die technisch-industrielle Bedeutung der oxyda-
tiven Gérungen wurde von einigen Autoren besprochen, so von HERRICK und
Mavl, WALKER?, CHALLENGER3, VIRTANEN und PULKKI* sowie SCHOEN®.

1. Beispiele fiir die praparative Darstellung einiger Substanzen
auf oxydativem Géarungswege.

Es soll hier die laboratoriumsméfige Darstellung einiger Substanzen mit
Hilfe oxydativer Gérungserreger beschrieben werden, die auf rein chemischem
Wege vielfach nur sehr schwer zugénglich sind, oder wo die biologische Methode
ein einfacheres und rascheres Arbeiten erméglicht. Von Substanzen, die durch
Bakteriengirungen darstellbar sind, kommt inshesondere Dioxyaceton, Acetoin,
Sorbose, Gluconsiure und deren Abbauprodukte in Betracht; mittels Pilzen
ist mit Vorteil Gluconsiure, Kojisdure und Fumarsiure darstellbar.

a) Darstellung von Zuckerarten und Siuren mittels Bakterien.

Dioxyaceton.

Verfahren zur priaparativen Darstellung wurden von BERTRANDS®, VIRTANEN
und BARLUND? sowie BERNHAUER und ScHON® angegeben.

Am besten geht man in der Weise vor, dall man B. xylinum auf einer 5 bis
8proz. Glycerinlgsung in Hefeabkochung nach dem Sterilisieren bei 27—29° zur
Entwicklung bringt. Zur Fernhaltung von Pilzinfektionen empfiehlt sich ein
Zusatz von Essigsdure oder Buttersiure zur Kulturfliissigkeit, so dafl deren
Gehalt etwa %/y, bzw. 1/, betragt. Als Gefalimaterial eignen sich am besten
Erlenmeyerkolben mit breitem Boden oder breite Flaschen. Das Maximum der
Dioxyacetonmenge kann durch tégliche Entnahme von Flissigkeitsproben und
Bestimmung des Reduktionsvermégens ermittelt werden [Umrechnungstabelle

1 Herrick u. May: Ind. engin. Chem. 21, 618 (1929); 22, 1172 (1930).

2 WALKER: J. Soc. chem. Ind. 49, 946 (1930) — C. 1931 I, 1533.

3 CEALLENGER: Ind. Chemist chem. Manuf. 6, 97 (1930).

4 ViRTANEN u. Purkgi: C. 1930 II, 2275.

5 ScHOEN: Chim. et Ind. 25, Sond.-Nr 3, 96 (1931) — C. 1931 II, 508.

6 BERTRAND: A. ch. (8) 3,901 (1904). 7 VIRTANEN u. BARLUND: Bio. Z. 169, 169 (1926).
8 BERNHAUER u. ScHON: H. 197, 107 (1928).
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s. BERNHAUER und ScHON (8, S.118)]. Bei Anwendung von 2—3 cm Schicht-
hohe ist der ProzeB zumeist nach etwa 20—24 Tagen beendet.

Gewinnung des Dioxyacetons. Nach dem Filtrieren und Auspressen der
Bakterienhgute wird die Fliissigkeit nach dem eventuellen Neutralisieren mit
Calciumcarbonat im Vakuum bei 40—45° zum dicken Sirup verdampft, und der-
selbe in 5—6 Teilen absoluten Alkohols unter Riihren oder Schiitteln auf-
genommen, wobei der Hauptanteil in Losung geht. Nach einigen Stunden
Stehen, unter zeitweisem Umschiitteln oder !/,—1stiindigem Behandeln an der
Schiittelmaschine, werden durch Zusatz von 2 Teilen Ather (bezogen auf ur-
spriinglichen Sirup) die restlichen, aus der Hefe stammenden Verunreinigungen
ausgefallt. Nach etwa 24stiindigem Stehen im verschlossenen Gefal3 haftet der
Niederschlag fest am Glas, so dal} die Lésung durch Dekantieren bequem gewonnen
werden kann; dieselbe wird im Vakuum unter 20° zum dicken Sirup Verdampft
der beim Verwellen im Vakuum in der Kilte, manchmal bereits nach einigen
Tagen, meist aber erst nach Wochen (trotz Impfung) krystallisiert. Durch gutes
Vermengen des Sirups mit etwas absolutem Ather kann die Krystallisation
beschleunigt werden, da dadurch hartnackig anhaftende Reste von Alkohol
leichter verdampfen. — Die Krystallmasse wird nach dem Absaugen mit wenig
gut gekithltem absoluten Alkohol verrieben und so lange mit weiteren geringen
Mengen desselben gewaschen, bis ein reinweifies Produkt erhalten wird. —
Statt den gereinigten Sirup zum Auskrystallisieren zu bringen, kann man den-
selben auch nach VIRTANEN und BARLUND (7, S. 118) bzw. H. O. L. FiscHER und
MipBrAND! im Hochvakuum destillieren ; das bei der Badtemperatur 125—130°
und 0,4 bis 0,6 mm Druck iibergehende Ol erstarrt nach kraftiger Kithlung als-
bald zu einer Krystallmasse. Falls jedoch der verwendete Sirup noch Glycerin
enthélt, was bei Verwendung eines weniger wirksamen Bacteriums meist der
Fall ist, gelangt man auch durch Fraktionierung zu keinem krystallisierenden
Produkt. Die Verluste sind in jedem Fall relativ groB}, da teilweise Bildung von
Methylglyoxal erfolgt und andererseits Polymerisation zu Hexosen sowie Ver-
harzung stattfindet. Eine Ausbeute von 80% an destilliertem Produkt kann
nur aus bereits reinem Dioxyaceton erhalten werden. Das so gewonnene Produkt
ist monomolekular und kann durch Umkrystallisieren aus Alkohol und dann
aus Aceton gereinigt werden. Es ist relativ schlecht haltbar, wihrend das durch
direkte Krystallisation aus dem Sirup zu erhaltende dimolekulare Produkt in
gut verschlossenem Gefifl jahrelang unverindert haltbar ist.

Acetoin.

Nach Krine? wird eine 5proz. 2,3-Butandiollésung in Hefewasser durch
Mycoderma aceti 1 Monat lang bei 30° vergoren. Das in reichlichen Mengen
entstandene Acetoin wird von unverdndertem Butylenglykol durch Rektifi-
zierung mittels eines Fraktionieraufsatzes getrennt. Siedepunkt 144—145°.
Die d-Form des Butylenglykols bleibt dabei unverandert, Siedepunkt 178—180°.

d-Sorbose.

Nach BerTrRAND? wird Vogelbeersaft (spez. Gew. 1,05 bis 1,06), nachdem
die alkoholische Gérung der vergérbaren Zucker vollendet ist, mit einer Rein-
kultur von B.xylinum geimpft und bei 30° stehengelassen, bis das Maximum
des Reduktionsvermégens erreicht ist. Nach LoBry DE BrRUYN? kann vorteil-
hafterweise anstatt Vogelbeersaft reiner d-Sorbit (5proz. Lésung in Hefewasser)

! F1scHER, H. O. L. u. MILpBRAND: B. 57, 707 (1924). % Kuina: C.r. 140, 1456 (1905).
3 BerTrRAND: C.r. 122, 900 (1896) — Bl (3) 15, 627 (1896).
¢ LoBrY DE BRUYN: Rec. 19, 3 (1900).
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verwendet werden. Die Gérung wird in analoger Weise, wie beim Dioxyaceton
beschrieben, durchgefithrt. Die erhaltenen Rohlosungen werden mit Bleiacetat
gefallt, der UberschuBl des Bleis mit Schwefelséiure entfernt, das neutrale Filtrat
sodann im Vakuum verdampft und der Sirup in Alkohol aufgenommen. Nach
dem Abdampfen des Alkohols krystallisiert im Riickstand die d-Sorbose.

d-Gluconséure.

Bei Anwendung von B. xylinum wird am. besten eine Nahrlgsung von 5 bis
10% Glucose in einer Hefeabkochung verwendet. Man verfihrt im Prinzip
analog wie bei der Darstellung von Dioxyaceton geschildert. Giinstig ist hierbei
der Zusatz von Calciumcarbonat als Neutralisationsmittel, da freie Glucon-
sdure durch B.xylinum nur bis zu relativ geringen Mengen angehduft wird
und daher in Gegenwart von Calciumcarbonat auch gréfere Glucosemengen
verarbeitet werden kénnen. Auch hier ist fiir ruhiges, erschiitterungsloses Stehen
Sorge zu tragen, da durch Untersinken der Bakterienhédute der Prozel verzigert
wird. Je nach der Glucosekonzentration und dem Oxydationsvermogens des
zur Verfiigung stehenden Bakterienstammes ist der Prozefl in der Regel nach
10—20 Tagen bei 27—28° beendet. Die Isolierung der Gluconsiure wird in
iiblicher Weise mittels ihres Ca-Salzes vorgenommen, das entweder bereits in
der Kulturfliissigkeit vorhanden ist oder bei saurem Arbeiten durch Neutrali-
sieren mittels Calciumcarbonat hergestellt wird. Nach dem Filtrieren und Ein-
engen der Fliissigkeit (am besten im Vakuum) zum diinnen Sirup findet alsbald
Krystallisation statt, die durch Zusatz von etwas Alkohol noch beférdert werden
kann. Reinigung durch Umkrystallisieren aus Wasser unter eventuellem Zusatz

Alkohol.
von etwas oho 5-Ketogluconsiure.

Man geht am besten in der Weise vor, daf eine Losung von 5—10% Glucose
und die erforderliche Menge Calciumcarbonat in Hefeabkochung mit einem
Gehalt von etwa 2/, Buttersiure nach dem Sterilisieren mit einer gérkraftigen
Kultur von B. xylinum geimpft wird. Im iibrigen verfahrt man wie zuvor.
Es findet zunichst Auflésung des Calciumecarbonates statt- unter Bildung von
Ca-Gluconat, und spéter erfolgt Abscheidung des 5-ketogluconsauren Calciums
in Form groBer, harter Krystalle. Nach 20—25 Tagen bei 23—25° ist der
Proze8 in der Regel beendet und die Ansitze koénnen aufgearbeitet werden,
indem das abgeschiedene, sehr schwer losliche Ca-Salz zunéchst nach der Fil-
tration mechanisch von den Bakterienhduten moglichst befreit und sodann
durch vorsichtiges Losen in Sidure und Umfillen mit Ammoniak oder Um-
krystallisieren aus viel heilem Wasser gereinigt wird.

6-0Oxogluconséure (I-Glucuronséure).

Nach Takamasar und Asar' wird eine Losung von 100 g Ca-Gluconat in
1000 ccm Hefewasser mit B. industrium (var. Hoshigaki nov. sp.) geimpft und
24 Tage bei 25—28° belassen. Der Géransatz wird in analoger Weise wie bisher
durchgefiihrt. Nachdem die Oxydation beendet ist, wird abgeschiedenes 5-keto-
gluconsaures Calcium durch Filtration abgetrennt und das Filtrat auf ein kleines
Volumen eingedampft, wobei sich eventuell weitere Mengen Ca-Ketogluconat
abscheiden. Das nunmehr verbleibende Filtrat wird zwecks Entfernung noch
unverinderten Ca-Gluconates mit Alkohol versetzt, bis eine schwache Triibung
entsteht, und der allméhlichen Krystallisation iiberlassen. Sodann wird das
Filtrat im Vakuum zu einem dicken Sirup verdampft, der in Methylalkohol
eingetragen wird, worauf sich bei einem Methanolgehalt von 85—90% das Ca-
Glucuronat abscheidet. Es wird zwei bis dreimal durch Lésen in Wasser und

1 TagamasaT u. Asat: C. Bact. 84, 193 (1931).
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Eingiefen in Methanol umgefallt. Das so gereinigte Produkt ist in 50proz.
Alkohol vollig l6slich. Die Losung wird mit Tierkohle entfarbt und wieder
durch Zusatz des zehnfachen Volumens Methanol ausgefallt. Das Ca-Salz bildet
einen weiflen, pulverigen Niederschlag. Aus 100 g Ca-Gluconat konnten 25 g
‘Ca-Glucuronat erhalten werden.

b) Die Darstellung einiger Sduren mittels Schimmelpilzen.
d-Gluconséure.

In groBen Erlenmeyerkolben oder &hnlichen Gefdflen mit breitem Boden
wird die Nahrlosung (enthaltend 15% Rohrzucker oder Glucose, 0,1% Ammon-
sulfat, 0,1% Kaliumdihydrophosphat und 0,025% Magnesiumsulfat) nach dem
Sterilisieren mit einer Sporenemulsion eines garkraftigen Pilzes (A. niger) geimpft
und bei etwa 34—35° die Pilzdecken zur Entwicklung gebracht. Nach etwa
drei Tagen, sobald sich geschlossene Mycelien gebildet haben, wird Calcium-
carbonat zugesetzt (pro 100 g Rohrzucker etwa 20 g, bei Verwendung von
Glucose entsprechend mehr). Durch zeitweises vorsichtiges Umschwenken wird
die sich jeweils bildende Gluconsdure neutralisiert; nach weiteren 4—5 Tagen
und Anwendung von etwa 3—4 cm Schichthhe ist der Prozefl in der Regel
beendet. Die Losung wird nun vorsichtig abgegossen, und der ganze Proze(
kann mit einer frischen Zuckerlosung ohne weiteren Zusatz von Nahrsalzen
nochmals etwa zweimal wiederholt werden. Die vereinigten Flissigkeiten
werden in liblicher Weise auf Ca-Gluconat verarbeitet. Bei Verwendung eines
guten Pilzstammes erhilt man nach dem Umkrystallisieren des Produktes aus
Wasser iiber 50% an reinem Ca-Gluconat, bezogen auf angewendeten Rohr-
zucker, oder anndhernd 100% bezogen auf angewendete reine Glucose.

Zur Gewinnung groferer Mengen Ca-Gluconat kann man in offenen, glasierten
Tonschalen, Aluminiumpfannen usw. von geeigneten Dimensionen, die mit ent-
sprechenden Riihrern versehen sind, arbeiten. Bei Verwendung von 10 1 fassenden,
flachen, moglichst geradwandigen Schiisseln wird der Pilz auf 21 Nihrlsung
zur Entwicklung gebracht und vom dritten Tag an in entsprechendem Ver-
haltnis Calciumcarbonat sowie allméhlich noch 4—61 Zuckerlosung zugesetzt
und von Zeit zu Zeit gerithrt. Nach insgesamt 10—12 Tagen ist der Proze8
beendet. In analoger Weise kann statt Calciumecarbonat auch Strontium-,
Barium- oder Magnesiumcarbonat verwendet werden, falls man die betreffenden
Salze herzustellen wiinscht.

Kojisaure.

Nach May, Mover, WELLS und HEerrick! werden 1000 ccm einer etwa
20proz. Glucoselosung nach Zusatz von etwa 0,1% Ammonnitrat, 0,05%
Magnesiumsulfat, 0,01% Kaliumchlorid und 0,005% Phosphorsaure in tiblicher
Weise mit Aspergillus flavus geimpft und bei 2—3 cm Schichthohe 14 Tage
lang bei 30—35° belassen. Die gebildete Kojisdure kann aus der Lésung nach
Neutralisieren derselben mittels Alkali durch Zusatz von Cu-Acetatlosung abge-
schieden oder durch erschopfende Extraktion mit Ather isoliert werden.

Fumarséiure.

Nach BERNHAUER und STEIN wird eine 15proz. Losung von technischer
Glucose nach Zusatz von 0,1% Ammonsulfat in iiblicher Weise mit Sporen
einer girkriftigen Kultur von Rhizopus nigricans geimpft und nach Entwick-
lung einer kraftigen Pilzdecke (etwa am 3. Tag) Calciumcarbonat zugesetzt (fiir
100 g reine Glucose etwa 60 g CaCO,). Nach insgesamt etwa 15—20tagigem
Verweilen der Kulturen bei 28—29° ist die Gérung beendet. Die am Boden

1 May, Moyer, WELLS u. HERRICK: Am. Soc. 33, 774 (1931).
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befindliche Krystallmasse wird isoliert und heifl mit Salzséure behandelt. Nach
dem Aufkochen mit Tierkohle krystallisiert im Filtrat Fumarsiure, die nach noch-
maligem Umkrystallisieren aus heilem Wasser vollig rein ist. Aus 100 g reiner
Glucose koénnen etwa 40 g Fumarsiure gewonnen werden. Aus der Mutterlauge
krystallisiert nach dem Verdampfen Ca-Succinat mit etwas Ca-Fumarat aus.

2. Die technische Bedeutung der oxydativen Géirungen.
a) Oxydative Bakteriengiirungen.

Die Technik der hier zu besprechenden Gérungsvorginge ist insbesondere
bei der altbekannten Essigerzeugung ausgebildet worden. Die diesbeziiglichen
Verfahren sollen im folgenden kurz besprochen werden. Unter den sonstigen
hierhergehorigen Garungsvorgingen ist erst in jlingster Zeit versucht worden,
die Gewinnung von Dioxyaceton sowie Gluconsiure mittels Bakterien technisch
zu verwerten.

1. Verfahren der Essigfabrikation'. Unter den Verfahren der Essiggewinnung
lassen sich im wesentlichen zwei Typen unterscheiden, namlich einerseits solche,
bei denen sich die Maische in Ruhe befindet, wobei sich die Essigbakterien in
Form von Hiuten an der Oberfliche entwickeln, und andererseits solche, bei
denen die Maische iiber die sogenannten Essigbildner, die mit Holzspanen gefiillt
sind, gegossen wird, wobei sich die Bakterien nur lose an den Spéanen ansiedeln.

Als Rohmaterialien der Essigfabrikation dient zumeist Rohsprit, der dann
zur Erzeugung von Spritessig fithrt; fiir die Bereitung der sogenannten Qualitats-
essige dienen vergorene, alkoholhaltlge Flissigkeiten, wie Wein, Bier, Malzwein,
Apfelwein, vergorene Fruchtsifte, vergorener Honig usw. Zur Verstirkung des
Bakterienwachstums werden vielfach noch anorganische Néhrsalze zugesetzt,
und zwar saures Ammon-, Kalium und Natriumphosphat, sowie Magnesium-
und Ammonsulfat. Fiir je 1001 reinen Alkohol wird dabei etwa 50—150 g
Nahrsalzgemisch zugesetzt.

a) Unter den ruhenden Verfahren ist das Orleansverfahren und das Pasteur-
verfahren zu unterscheiden. Nach dem ersteren werden vielfach auch heute
noch die feinsten Qualitétsessige hergestellt; obwohl das Verfahren sehr lang-
sam verlduft, besitzt es besonders bei der Verarbeitung der hierbei in Betracht
kommenden sehr extraktreichen Maischen gewisse Vorteile, indem die dabei
vielfach auftretenden Verschleimungen leicht entfernt werden kénnen, nicht
aber beim Schnellessigverfahren, und weiterhin ist beim ruhenden, langsamen
Verfahren mehr Zeit fiir die Aromabildung vorhanden, und andererseits bleiben
auch die Aromastoffe besser in Losung, wéhrend sie in den Schnellessigbildnern
wegen der starken Verdunstung teilweise verlorengehen. Dagegen sind dabei
hohere Séuregrade (von 8—10% aufwirts) nur schwer erreichbar. Der starkste
Gareffekt wird natiirlicherweise dann erreicht, wenn die Gérfisser nur halb
gefiillt sind, da dann die wirksame Oberfliche im Verhéltnis zum Fliissigkeits-
volumen groBler ist. Die Vergirung wird bei mindestens 20° vorgenommen,
wobei sich nach wenigen Tagen eine Essighaut bildet; beim Einsetzen der
"Géarung selbst findet Selbsterwéirmung um 2—3° statt. Von Zeit zu Zeit wird
die zu Boden sinkende Haut durch eine sich frisch bildende ersetzt. Die Ver-
garung kann einige Wochen dauern, wobei ein kleiner Rest des Alkohols noch
unvergoren gelassen wird, da dieser bei der nachfolgenden mehrmonatigen
Lagerung durch Esterbildung zu einem feineren Aroma Anlal gibt. Vielfach
wird nur ein Teil des fertigen Weinessigs abgelassen und durch frische Maische
ersetzt (kontinuierliches Verfahren). :

! Siehe UrLLmaNN: Chemische Enzyklopadie.
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Nach dem Pasteurverfahren werden nicht liegende Fésser verwendet, sondern
flache, mit einem Deckel bedeckte Giarkufen, die nicht allzuhoch mit der Maische
gefiillt werden, wodurch der Gérprozef wesentlich beschleunigt werden kann.

* b) Unter den Durchlaufverfahren ist insbesondere das Schnellessigverfahren
von Wichtigkeit, da nach demselben die iiberwiegende Menge des Géressigs
hergestellt wird. Nach dem sogenannten Deutschen Verfahren wird der mit
den entsprechenden Néhrsalzen versetzte verdiinnte Alkohol iiber die bekannten,
mit porésem Fiillmaterial, meist Buchenholzspinen versehenen, sogenannten
Essigbildnern von Zeit zu Zeit laufen gelassen. Die grofle vorhandene Ober-
fliche, an der sich die Bakterien ansiedeln, gewdhrt einen sehr raschen Gér-
verlauf. Die Bakterien werden zugleich mit dem sogenannten Einsduern in die
Essigbildner gebracht und gelangen an den Holzspinen zur Entwicklung. Durch
das Einsetzen der Géirung findet Erhohung der Innentemperatur statt, was zu
einer gleichméafligen Luftstromung durch die Spéne Anlal gibt, wobei frische
Luft durch untere Zugloécher eintreten kann. Von Zeit zu Zeit wird Maische
aufgegossen, so daB das Verfahren besser als Aufgufverfahren zu bezeichnen
wire; das Begieflen der Apparate mit Maische erfolgt zumeist automatisch,
nach verschiedenen Systemen. Die Hdéchstausbeuten betragen 80—90%, in
normal guten Fillen etwa 70% der Theorie.

Ahnlich dem Schnellessigverfahren sind die Verfahren won Boerhaave sowie
Michaelis, die insbesondere zur Gewinnung von Qualititsessigen Verwendung
finden. Beim erstgenannten werden immer je zwei Fésser, die mit Fillmaterial
versehen sind, abwechselnd mit Maische gefiillt und wieder entleert; in dem
jeweilig leeren Faf} findet die Essiggirung statt, die beim Anfiillen stets wieder
eine periodische Unterbrechung erfihrt. Nach dem Michaelis-Verfahren wird
entweder ein Eintouchessigbildner verwendet, wobei das in korbartigen Be-
haltern befindliche Fiillmaterial von Zeit zu Zeit in die Maische eintaucht, oder
aber ein Drehessigbildner, der im Prinzip ein liegendes Fall vorstellt, das in einen
gréBeren, den Fiillstoff enthaltenden, und einen kleineren, die Maische ent-
haltenden Raum geteilt ist. Das Fall wird von Zeit zu Zeit gedreht. Die Aus-
beuten sind bei diesem Verfahren sehr gut, der Essig wird stark aromatisch,
nachteilig ist jedoch die relativ geringe Leistungsfihigkeit und der grofie Auf-
wand an mechanischer Kraft.

2. Sonstige Girungsvorginge. d-Gluconsdure soll nach einem Patent von
S. HerMANN und der Pharmazeutischen Werke NorGINE A.-G. (Prag)! durch
Einwirkung von Kulturen, die aus der japanischen Kombuche entwickelt werden,
auf glucose- oder rohrzuckerhaltige Nahrldsungen erzeugt werden. Die gebildete
Gluconséure wird nach Entfernung von eventuell zugleich entstandener Essig-
sdure in iiblicher Weise mit CaCO; neutralisiert und durch Eindampfen und
Krystallisierenlassen gewonnen. Aus einer 7,5proz. Rohrzuckerlosung waren
z. B. nach 20 Tagen 50% des angewendeten Rohrzuckers in Gluconsiure iiber-
gefiihrt.

Dioxyaceton wird nach den Patenten der I. G. Farben? mittels der bekannten
Bakterien oder mittels Wurzelbakterien, die aus Heu oder sahnlichen Pflanzen-
stoffen, die eine Gérung durchgemacht haben, gewonnen werden, hergestellt,
indem man diese Bakterien auf Nahrboden ziichtet, die Extraktivstoffe aus
pflanzlichen Materialien, wie Heu, Stroh usw., enthalten, denen das umzusetzende
Glycerin zugesetzt wird. Ferner kann auch ein Néhrboden zur Verwendung
kommen, der Extraktivstoffe aus Biertrebern neben dem umzusetzenden
Glycerin enthalt.

1 HerMaNN, S. u. NoreiNe A.-G.: DRP. 522147, 1931.
2 C. 19281, 2456; I, 184; 1930 II, 3461.
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b) Schimmelpilzgidrungen.

In Ostasien sind Schimmelpilze bereits seit langem fiir die technische
Erzeugung verschiedener Produkte in Verwendung. Jedoch handelt es sich
dabei zum Teil um Mischgirungen usw., andererseits nicht um die Darstellung
bestimmter chemisch reiner Stoffe, sondern um Rohprodukte, die als Nahrungs-
mittel usw. Verwendung finden.

Weiterhin wurden Schimmelpilze (Asp. orycae) auch fir die Erzeugung von
Diastase (TAKAMINE) mit gutem Erfolg herangezogen. Hierbei handelt es sich
jedoch um eine andere Gérungstechnik als bei der Durchfithrung der oxydativen
Gérungsvorginge, die uns hier zu beschiftigen haben.

Die Bestrebungen, Schimmelpilze zur Erzeugung organischer Sauren aus Zucker
zu verwerten, gehen bis in die 90er Jahre des vorigen Jahrhunderts zuriick, und
zwar richteten sich die Bemiihungen zunschst vornehmlich auf die Erzeugung von
Citronenséure. Die damaligen Versuche der Chem. Fabrik in Milhausen im Elsa§
fithrten zwar, wohl wegen der Kompliziertheit des Prozesses und der Schwierigkeit,
aller einzelnen Faktoren Herr zu werden, noch zu keinem Erfolg, doch wurde im
Laufe der Jahre an verschiedenen Orten an der technischen Durchfithrung von Pilz-
girungen und der Ausgestaltung der diesbeziiglichen Garungstechnik weiter ge-
arbeitet, so daB heute bereits mit Erfolg die fabrikatorische Erzeugung von
Citronensdure auf dem Garungswege in Anwendung ist. Zweifellos befindet sich die
diesbeziigliche (irungstechnik noch im Anfang, und es wird noch die Sammlung
reichlicher weiterer Erfahrungen erforderlich sein, bis wir zu einem abschlieBen-
den Urteil iiber die technische Bedeutung der Schimmelpilzgirungen gelangen bzw.
bis dieselben groBtechnisch allgemeinere Anwendung finden werden kénnen.

1. Die technischen Verfahren der Citronensﬁufedarstellung.

Bereits in der fritheren Besprechung der prinzipiellen Bedeutung der Art
der Pilzentwicklung fir die Saurebildung sind die Moéglichkeiten, die fiir die
technische Durchfilhrung von Pilzgirungen bestehen, enthalten. Diese Mog-
lichkeiten sollen nun an Hand der bisher vorliegenden Patente néher be-
sprochen werden (Zusammenfassungen siehe auch SarmMoNy! sowie FrREY?).

1. Oberfliichengiirung auf Fliissigkeiten. a) Die ruhige Vergirung (in
diinner Schichthéhe und saurer Losung) kommt bereits im ersten Patent von
C. WeBMER® zur Anwendung. Dabei werden die Pilzsporen, insbesondere von
Citromycesarten, auf 3—30proz. Zuckerlosungen, die die erforderlichen Nhr-
salze enthalten, geimpft und sodann die Fliissigkeit 8—14 Tage bei Zimmer-
temperatur sich selbst iberlassen; fiir die Gegenwart von sterilisierter Luft
wird dabei Sorge getragen. Freie Citronensdure sammelt sich bis zu einem
Gehalt von 10% und daritber an. Zur Vermeidung der Zersetzung der freien
Sédure durch den Pilz muB der ProzeBl zu geeigneter Zeit unterbrochen werden.
Die Gewinnung der Siure wird mit Hilfe des Ca-Salzes vorgenommen. In analoger
Weise wird nach dem Patent der Fabriques de Produits chimiques de Thann
et de Mulhouse i. Elsall* vorgegangen, dabei jedoch als Gérungserreger Mucor
piriformis verwendet. Ebenso werden nach weiteren Patenten Flissigkeiten in
relativ diinnen Schichten vergoren, so in einem amerikanischen Patent® und
einer weiteren Patentschrift von ZaHORSKY®, der dabei Sterigmatocystis nigra
verwendet. In den Patenten von Sztics (Wien)” sowie der Montan- und In-
dustrialwerke vorm. J. D. STarck® werden gleichfalls Fliissigkeiten der ruhigen

1 Satmony: Ch. Ztg. 51, 902 (1927). 2 Frey: Ch. Ztg. 55, 40 (1931).

3 WenuMER, C.: DRP. 72957, 1893. ¢ DRP. 91891, 1896. 5 A.P.515033.

6 ZAHORSKY: A.P. 1066358, 1913. 7 Sziics: Oe.P. 101009 — A.P. 1679186, 1923.
8 STarCk, J. D.: DRP. 461356, Prior. 1923, erteilt Mai 1928.
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Vergérung unterzogen, und zwar mit Fadenpilzen der Gattungen Citromyeces,
Mucor, Aspergillus und Penicillium, insbesondere unter Anwendung von Asper-
gillus niger, wobei Melasse als Substrat zur Verwendung kommt. Geeignete
Pilze miissen durch systematische experimentelle Vergleichung ausgewéhlt und
sodann an Melasse gewdhnt werden. Die Garung wird bei etwa 20° durchge-
fiithrt, geht aber bei hoherer Temperatur in kiirzerer Zeit vor sich, doch muf}
dann fiir strenge Sterilitat gesorgt werden. Die Siurebildung wird in flachen,
offenen Schalen vorgenommen, so da@ fiir die Pilzentwicklung eine grofe Ober-
flache zur Verfiigung steht. Es wurden z. B. aus 309,9 kg Melasse (154,6 kg
Zucker enthaltend) bei 25° nach 15tagiger Gardauer 84,5 kg Ca-Citrat (ent-
sprechend 52,7 kg reiner Citronensiure = 34,1% des Zuckers) gewonnen, ohne
daB Oxalsiure gebildet worden wire.

In einem weiteren Patent der Montan- und Industrialwerke vorm.
J. D. STarck! wird so vorgegangen, dafl die Schimmelpilze, z. B. Asp. niger,
zunichst auf Gelatine, Agar oder einem sonstigen festen Nahrboden geziichtet
werden, um Sporen zu gewinnen, die sodann in Kulturflissigkeiten, die den
technischen Gérlosungen entsprechen, zum Wachsen gebracht werden. Sowohl
den festen als auch den fliissigen Nahrboden werden von vornherein Friichte
oder Fruchtsifte zugesetzt, die organische Sauren, wie Citronen- oder Gerb-
sdure, enthalten, um die Kulturen gegen die organischen Sduren widerstands-
fahig zu machen. So wurden bei der Impfung solcher Sporen eines frisch ge-
wonnenen, nicht kultivierten Aspergillus niger auf eine Zuckerlosung (15%
Zucker, 0,2% Ammonnitrat, 0,1% Kaliumdihydrophosphat und 0,02% Magne-
siumsulfat) nach 15 Tagen bei 25° 28% des Zuckers zu Citronenséure umgesetzt;
dagegen wurden bei der Impfung der Sporen dieser Kultur auf eine neue analoge
Nahrlosung unter gleichen sonstigen Bedingungen bereits 46,6% des Zuckers
an Citronensdure erhalten, wobei noch 8% des angewandten Zuckers unver-
andert vorhanden waren.

b) Oberflichengérung auf bewegten Fliissigkeiten. Da die Ober-
flichenentwicklung der Pilze den Nachteil mit sich bringt, dall nur relativ
geringe Schichthéhen gut verarbeitet werden kiénnen, wird zur Vermeidung
dieses Nachteiles in einem Patent von FErRNBaCH (Paris), J. L. Yumr (York)
und der RowNTREE & Co. (York)? die zu vergirende Fliissigkeit dauernd oder
zeitweise in Bewegung gehalten, wodurch eine Durchmischung erreicht wird
und stets neuer Zucker an die Pilzdecke gelangen kann. Die Durchmischung
der Fliissigkeit wird entweder durch Anwendung verschiedener Temperaturen
an entgegengesetzten Stellen des GirgefaBes erzielt, oder durch einfaches Riihren,
oder mittels Durchpumpens der Fliissigkeit unterhalb der Pilzdecke, oder schlief3-
lich durch Bewegung des Géargefifles. Insbesondere mit Hilfe des Durchlauf-
verfahrens soll der Proze§ zu einem kontinuierlichen gestaltet werden, indem
stets neuer Zucker zugesetzt und die Citronensiure der Losung durch Ab-
scheidung als Ca-Salz entzogen werden kann, bis das Garvermégen des Pilz-
myecels erschopft ist. Weiterhin wird in dem genannten Patent die Sterilisierung
der Kulturflissigkeiten nicht durch Hitze vorgenommen, sondern durch Zusatz
starker Mineralsduren, so insbesondere Salzsdure (bis zum pg-Wert 1,8); dabei
vermogen die entsprechend ausgewihliten Pilze noch gut zu gedeihen, wihrend
andere Organismen nicht aufkommen kénnen. Erhitzen in Gegenwart von
Salzsdure ist unzweckmifBig, da die Ausbeute aus Rohrzucker hoéher ist als
aus Invertzucker. Die Vergirung kann bei Temperaturen zwischen 10 und 40°

1 Starck, J. D.: F.P. 620072, Februar 1928.

2 FERNBACH, J. L. YuiLL u. RowNTrEE & Co.: E.P. 266415, Prior. 1925, erteilt Februar
1927.
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vorgenommen werden; bei hoherer Temperatur verlauft der Prozel3 rascher,
doch ist die Ausbeute geringer. Als Organismen sind dunkelgefirbte Aspergillus-
arten am geeignetsten, die aus Rohrzucker (anscheinend in Kleinversuchen) bis
65% an reiner Citronenséure zu bilden vermégen.

Einer franzosischen Patentschrift! zur Darstellung von Citronensiure liegh
im wesentlichen der gleiche Gedanke wie der Schnellessigfabrikation zugrunde.
Das Verfahren besteht darin, dafl die zu vergéirende Fliissigkeit durch eine Reihe
von miteinander in Verbindung stehenden GefiBlen oder durch ein einziges
geschlossenes Gefdl mit Wechsel der Durchlaufsrichtung geleitet wird.

2. Oberflichengiirung auf festen . Substraten. Nach einem Patent von
R. Farck? werden feste Substrate auf Citronensiaure verarbeitet, und zwar wird
ein stirkehaltiges Rohmaterial (Mehl aus Weizen und anderen Getreidearten,
auch aus RoBkastanien, Lupinen usw.) mit Wasser nach Zusatz von Calcium-
carbonat und Ammonnitrat bis zur Pastenkonsistenz verkleistert und nach
dem Aufstreichen in diinnen Schichten und Abkiihlen mit Pilzsporen beimpft.
Nach 11 Tagen, bei 13°, sollen die gebildeten Siuren 25% des angewendeten
Ausgangsmaterials betragen; dabei soll eine Mischung verschiedener Sauren
entstehen, wie Bernsteinsiure, Apfels'aure, Weinsédure und Citronensidure; bei
manchen Ansétzen entstand auch ziemlich viel Oxalsiure. Feste Substrate
werden auch gemilB einer englischen Patentschrift® verarbeitet.

Nach einem weiteren Patent von R.Farck? werden die zu verarbeitenden
festen Substrate mit siurebindenden Stoffen vermischt, die durch die Einwir-
kung der entstehenden Sauren Gas entwickeln, wodurch das Substrat in ein zell-
gewebeartiges Gebilde tibergefiithrt wird. Als sidurebindende und gasentwickelnde
Stoffe sollen auBler den Carbonaten und Bicarbonaten der Endalkalien auch
Percarbonate oder Magnesium-Peroxyde in Frage kommen, ferner Zusatz von
Wasserstoffsuperoxyd oder Backpulver. Weiterhin kann zur Bildung des Zell-
gewebes dem Substrat (z. B. Mehl) auch Hefe zugesetzt werden, worauf die
Masse erhitzt oder (bei 110—120°) gebacken und sodann mit saurebildenden
Fadenpilzen geimpft wird. 56% der im Mehl vorhandenen Starke soll in orga-
nische Sauren umgewandelt, und 25% an Citronensiure gewonnen werden
konnen.

Nach einem amerikanischen Patent von Camn’® wird Citronensdure durch
Vergiarung von Riibenschnitzeln oder anderen zuckerhaltigen Materialien erzeugt,
wobei zugleich Luft oder Sauerstoff zugefithrt wird. Die Ausbeuten sollen bis
66% des Zuckers betragen. Als Tragermaterial fiir die Pilzdecken kénnen auch
Gewebe, z. B. aus Zellstoff, die mit einer 10—15proz. Zuckerlésung getrankt
sind, Verwendung finden.

3. Submerse Giirverfahren mit Luftdurchleitung. Da bei der natiirlichen Ent-
wicklung der Pilze auf Oberflichen die erforderlichen groBfen flachen Gérgefalle
(Schalen) sehr viel Raum einnehmen und die Saurebildung auflerdem relativ
langsam vor sich geht, suchte man dadurch eine Verbesserung zu erzielen, daf3
die Pilze unter Rithren und Luftdurchleiten zur Entwicklung gebracht werden,
und zwar im Innern der Fliissigkeit, um so durch die relativ grofe Pilzmasse
auch eine entsprechend rasche Verarbeitung des Zuckers auf Citronenséure zu
bewirken und andererseits eine bessere Raumausniitzung durch Verwendung
von Gérbottichen zu erzielen. So geht B. BLEYER® in der Weise vor, daf die

1 F.P. 23248/519815. 2 FaLck, R.: DRP. 426926, Pr. 1921, erteilt Marz 1926.

3 E.P. 161870. 4 FaLck, R.: DRP. 473727, Januar 1924, ausgel. Marz 1929.

5 Camn: C. 1930 I, 2646.

6 BLEYER, B.: DRP. 434729, Pr. Oktober 1924, erteilt September 1926; iibertragen an
die Montan- und Industrialwerke vorm. J. D. Starck, Prag, Oktober 1927. Frdl. 15, 149.
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Vergirung in einem der beim Reingérungsspiritusverfahren iiblichen Bildner (z. B.
Amylogirbottich) vorgenommen wird. Dabei wird die Nahrlésung, die durch
Zusatz von Salz- oder Citronensdure auf pg 3,3 bis 3,6 gebracht wird, in der
Apparatur durch Erwarmen sterilisiert und dann mit Fadenpilzkulturen der
Gattungen Aspergillus, Penicillium usw. geimpft; sobald die Auskeimung erfolgt
ist, wird die Garung bei gleichzeitiger Zufuhr von steriler Luft unter gelegent-
lichem Umriihren der Flissigkeit und gleichzeitiger Abpumpung der Kohlen-
sdure durchgefithrt. Dabei soll die optimale Temperatur bei Verwendung von
Aspergillus bei 15—20° liegen. In giinstigen Fallen soll nach 5—8 Tagen die
Maximalmenge an Citronensédure erreicht sein und die Ausbeute durchschnitt-
lich 60% des dargebotenen Zuckers betragen, in besonders giinstigen Fallen auch
70—75%. (Aus 125—150 g Zucker, 2,0 bis 2,5 g Ammoniumnitrat, 0,7 bis
1,0 g Kaliumphosphat und 0,2 bis 0,25 g Magnesiumsulfat in 1 1 Wasser wurden
nach 5—8 Tagen rund 65—70 g krystallisierte Citronensédure gewonnen.) Die
Versiuerung im Gérbottich soll durch geeignete Luftzufuhr und Riihren so
geleitet werden, dal der Pilz nicht oder nicht {iberméfig zur Hautbildung und
Sporung gelangt; die Entwicklung des Pilzmycels geht demnach anscheinend
im Inneren der Flissigkeit vor sich. Die Saurebildung kann dabei in Abwesen-
heit sowie in Gegenwart von Neutralisationsmittel, wie Schlaimmkreide, vor-
genommen werden. Im letzteren Falle wird die Schlammkreide durch das
Rithrwerk standig mit in Bewegung gehalten und die entstehende Kohlen-
sdure dauernd durch den passierenden Luftstrom weggefiihrt.

In einer Patentanmeldung der Konigsberger Zellstoffabriken und der Chemi-
schen Werke KomoLyT A.-G.1 werden die Pilze vollstindig im Inneren der
Fliissigkeit zur Entwicklung gebracht, indem dauernd ein ausreichender Luft-
oder Sauerstoffstrom durch die Flissigkeit geleitet wird, wobei die Pilzfaden
mit sowie ohne Tragermaterial zur Entwicklung gelangen. Der Gérprozel 1ift
sich kontinuierlich gestalten, indem stets frische Fliissigkeit zugefithrt werden
kann und die vergorene Maische ablaufen gelassen wird. Als Ausgangsmaterialien
kénnen nicht nur die gewohnlichen Zuckerarten verwendet werden, sondern
auch Sulfitablauge, doch miissen in diesem Falle die Pilze vorher an dieses
Substrat gewohnt werden, was in der Weise geschieht, dal zunéchst in Ziichtungs-
versuchen der Gehalt an Sulfitlauge neben Bierwiirze systematisch von Ziich-
tung zu Ziichtung erhsht wird, bis die Bierwiirze ganz weggelassen werden kann.
Der Garprozel wird in der Weise durchgefiihrt, daf z. B. in 200 1 Sulfitablauge
die Pilze nach reichlicher Beimpfung und dauerndem Durchleiten eines Luft-
stromes zur Entwicklung gebracht werden; dabei soll sich die Flissigkeit in
schwacher Bewegung befinden. Bei 25° hat nach 2—3 Tagen Auskeimung
stattgefunden, und nach weiteren 4—5 Tagen ist das ganze Gefill von Pilz-
mycel durchwuchert und nach etwa 12 Tagen der Prozel beendet.

2. Die Gluconsiuredarstellung auf girungstechnischem Wege.

Die bei der Citronenssuredarstellung gewonnenen allgemeinen Erfahrungen
iiber die technische Durchfithrung von Schimmelpilzgérungen sind auch fiir
die Durchfiihrung sonstiger Schimmelpilzgdrungen von Bedeutung geworden,
so auch fiir die Erzeugung von Gluconsiure.

Nach einem Patent von HErrRIcK und Mayv? wird die Gluconsiuregirung
ohne Zusatz von Saurebindungsmitteln durch Oxydation von Glucose mittels
Pen. citricum, divaricatum oder luteum purpurogenum in Gegenwart von

1 KonoLyT A.-G.: K. 90576, August 1924, versagt Februar 1928.
2 Herrick u. May: C. 1929 II, 2261.
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Niahrsalzen (0,1% Natriumnitrat, 0,05% Magnesiumsulfat, 0,01% Kalium-
chlorid und 0,01% Phosphorsiure) vorgenommen. Uber die halbtechnische Dar-
stellung von Gluconsédure mittels Schimmelpilzen machten sodann MAY, HERRICK,
MovEer und HeLLBACH! eingehende Mitteilung. Sie fithrten die Vergérung in
20proz. Glusoselosung in iibereinander befindlichen flachen Aluminiumpfannen
von je etwa 1 qm Flache mittels Pen. luteum purpurogenum durch, ohne Séure-
bindungsmittel zuzusetzen. Nach 11tégiger Garung bei 25° kénnen so nach dem
Abneutralisieren mittels CaCO; iiber 57% der Theorie an gluconsaurem Calcium
erhalten werden. Auf die dabei eingehaltene Gérungstechnik wird im methodi-
schen Teil eingehender zuriickzukommen sein.

Nach BeErNHAUER? wird der Proze8 der Gluconsiuregirung in der Weise
durchgefiihrt, dafl die Pilzdecken von Zeit zu Zeit aufgehoben werden und die
Garlosung umgerithrt wird, um das Entweichen der Kohlenséure zu beférdern,
was insbesondere bei Durchfiihrung der Gérung in Gegenwart von CaCOg oder
anderer unlgslicher Sdurebindungsmittel von Wichtigkeit erscheint. Die Gérung
kann dabei in wesentlich groferen Schichthéhen durchgefiihrt werden als beim
ausschlieBlich ruhigen Gérverfahren. Um das Aufkommen fremder Organismen
zu verhindern, werden zugleich Giftstoffe zugesetzt.

Nach einer Patentanmeldung von FALCK® werden zwecks Gluconsiure-
erzeugung feste Substrate (Starke usw.) verarbeitet, ebenso nach einer Patent-
anmeldung der ScHERING-KAHLBAUM A.-G., wobei neben Gluconsiure auch
Ca-Citrat und Ca-Ozxalat erzeugt werden.

C. Sonstige Oxydationswirkungen niederer
Organismen.

1. Die Oxydation aliphatischer Kohlenwasserstoffe.

Uber die Ausniitzung von Paraffinkohlenwasserstoffen durch Schimmel-
pilze berichteten RamN* und KUHLS. Der von RaHN untersuchte Pilz war
ein Penicillium, das sich auch auf gereinigtem Paraffin zu entwickeln ver-
mochte, wobei Paraffinblidttchen auf mineralische Nahrlosung aufgelegt wurden.
Nach Gora® wichst Macrosporium sowie Trichaegum sehr gut in fliissigem
Vaselinél.

Ferner werden auch einfachere Kohlenwasserstoffe angegriffen: so wird
Methan vom Methanbacillus als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle ver-
wertet?. Nach SOENGEN® koénnen Paraffine, Benzin, Petroleum und Paraffinél
von verschiedenen Mikroben assimiliert werden. TAvUsz? beobachtete Zersetzung
von Petroleumrohélen durch Bakterien. Weiterhin konnten Tausz und PETER0
zeigen, dafl durch bestimmte, aus Gartenerde isolierte Bakterien (B. aliphaticum,
B. aliph. liquef. und ein Paraffinbacterium) Paraffinkohlenwasserstoffe vollig
zersetzt werden kénnen, wogegen sich cyclische Kohlenwasserstoffe als resistent

1 May, Herrick, MoYER u. HErLBACH: Ind. Chem. 21, 1198 (1929).

2 BerNHAUER: F.P. 707614 (1931).

3 Farck: C. 39883, Kl. IVa/120 11. (ausgel. 12. Juni 1930).

¢ Raun: C. Bact. IT 16, 382 (1906). 5 Ktur: Pharm. Ztg 52, 487 (1907).

8 Gora: Bull. Soc. Bot. Ttal. 1912.

7 KaserEr: C. Bact. IT 15, 573 (1905). — SomneeN: C. Bact. IT 15, 513 (1905) — C.
1906 I 949; II 622,

8 SorNGEN: C. Bact. II 3%, 595 (1913). 9 Tavusz: Z.f. Petrol. 14, 553 (1919).

10 Tausz u. PeTER: C. Bact. IT 49, 497 (1919).
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erwiesen. Die betreffenden Bakterien lieflen sich sogar als Reagens auf die
Gegenwart von Paraffinkohlenwasserstoffen und zur Entfernung derselben aus
Mischungen verwenden. B. aliphaticum zersetzte n-Hexan, n-Octan, Decan,
Di-iso-Amyl, Hexadecan, Triakontan, Tetratriakontan, Caprylen, Hexadecylen
quantitativ. B. aliphaticum und B. aliph., liquef. zersetzten in Mischungen von
n-Hexan mit Cyclohexan oder Methylcyclohexan, n-Octan, Decan oder Di-iso-
amyl mit 1, 3-Dimethylcyclohexan oder 1, 3, 4-Trimethylcyclohexan stets den
aliphatischen Bestandteil ohne den cyclischen anzugreifen. Dabei wurde die
Reaktion durch Messen der Sauerstoffabsorption und Destillation der unzer-
setzten Kohlenwasserstoffe verfolgt. Weiterhin ist auch noch die Untersuchung
von Tavusson?! iiber die Assimilation von Paraffin durch Mikroorganismen zu
erwahnen.

Anhangsweise sei in diesem Zusammenhang auch auf die Oxydation anorga-
nischer Materialien durch Bakterien kurz hingewiesen (s. CzarEk?). So wird
bekanntlich Schwefelwasserstoff durch eine Reihe von Bakterien zu Schwefel
und dieser weiterhin zu Sulfat oxydiert, ferner Wasserstoff durch Bodenbakterien
zu Wasser, Ammoniak zu Nitrit durch Bakterien aus der Gruppe Nitrosomonas
und Nitrosococcus, Nitrite durch Nitrobacter zu Nitraten. In diesen Fillen ver-
mogen die betreffenden Organismen Kohlensdure aus Bicarbonaten usw. zu
assimillieren, wobei sie die durch die Oxydation gewonnene Energie verwenden.
Ferroverbindungen werden von den Eisenbakterien unter Bildung von Ferri-
verbindungen oxydiert; diese Organismen kénnen allerdings organische Nahrstoffe
nicht entbehren. Weiterhin scheint auch Kohlenstoff von Bakterien direkt
angegriffen werden zu kénnen.

2. Die Umwandlung hydroaromatischer in aromatische
Yerbindungen.

Der Abbau der Chinaséure.

Die Chinasdure findet sich im Pflanzenreich weit verbreitet, und tritt hier-
bei meist zusammen mit Protocatechusdure, Brenzcatechin, Hydrochinon und
anderen Benzolderivaten auf. CzaPER® vermutet, dafl die Chinasiure aus Zucker
hervorgehen konnte, ohne bestimmtere Vorstellungen hieriiber zu entwickeln.
KieseL* stellte Chinassure als Stoffwechselprodukt junger Zweigtriebe fest
und meinte, daf sie sich vielleicht aus Zucker und Formaldehyd gemif} folgender
Reaktionsgleichung bilden konnte:

CoH,;06 + H - CHO — H,0 —> C;H,,0,.

In diesem Zusammenhang sei auch noch auf die der Chinasdure sehr nahe-
stehenden Shikimisdure, die auch vielfach in Pflanzen vorkommt, hingewiesen:

COOH COOH
l
C-OH
H,C/ \CHOH H.C/\CHOH
HOHC\ JCH, ‘ HOHCL /10112
CHOH CHOH
Chinasiure Shikimisgure

1 Tausson: J. de la Soc. bot. d. Russ. 9, 212 (1925).

2 Czarex: Biochem. d. Pflanzen 3, 59 (1921).

3 CzaPEK: Biochem. d. Pflanzen 3, 452, 486 (1921).

¢ K1eser: Planta 6, 519 (1928).

5 Nach KArRrer, WipMER u. Riso: Helv. 8, 195 (1925).

Bernhauer, Girungen. 9
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Die Bildung der Chinasiure kénnte man sich durch Kondensation zweier
Molekiile Methylglyoxal mit einem Molekiil Formaldehyd vorstellen:

COOH
I
co C-0H C.0H
N /TN VN
4 AN / N
CH, CHO H,C CHOH H,C CHOH
H
|
co - co -
|
CHOH CH, HOHC ....| 9% CH, HOHC CH,
\\ / N B AN /
< N4
¢o C¢.0H CHOH

Andererseits erscheint die Shikimisdure durch Wasserabspaltung aus Chinasiure
hervorgegangen.

Bei der Verarbeitung der Chinasiure durch Bakterien fand Lorw?! Proto-
catechusiure, und EMMERLING und ABDERHALDEN? konnten spéter feststellen,
dafl insbesondere dem Mikrococcus chinicus das Vermogen zukommt, diesen
Oxydationsvorgang zu veranlassen. Weiterhin berichtete auch BEYERINCKS3 iiber
die Umwandlung von Chinasiure in Protocatechusiure mittels Bakterien.

Dafl dieser Umwandlungsvorgang auch bei Pilzen eine recht verbreitete
Erscheinung ist, konnte sodann BUTREWITSCH* bei Aspergillus niger, Asp.
orycae, Citromyces glaber und Penicillium glaucum zeigen. Dagegen erwies
sich Mucor racemosus, der im Gegensatz zu den genannten Pilzen auf Chinasiure
oder derem Na-Salz nicht zu wachsen vermag, zur Bildung von Phenolderivaten
aus Chinasgure als unfahig. BUTREWITSCH* weist auch auf eine gewisse Parallele
zwischen dem Vermdgen zur Durchfithrung der erwihnten Reaktion und dem
Vermogen zur Glucon- und Citronensédurebildung aus Zucker hin. Hinsicht-
lich der Bedingungen fiir die Umwandlung der Chinasiure in Phenolderivate
stellte der genannte Autor fest, dall alkalische Reaktion giinstig ist; jedoch
gelang die Umwandlung auch in Pilzkulturen auf freier Chinasiure, wobei der
Proze8 durch Zinksulfat giinstig beeinfluBt wurde. Weiterhin beschrieben
BurreEwiTscH und PERWOZWANSKY® auch zwei Bakterien, die chinasaures
Natrium zu Phenolen abbauten. Ferner stellte PERWozwANSKY® fest, dafl auch
bei Einwirkung von Saccharomyces Hansen, Torulaarten, Dematium pullulans
und Fusarium aquaeductum Benzolderivate gebildet werden, wobei im Falle
des Saccharomyces Hansen und zweier Torulaarten die Gegenwart von Proto-
catechuséure sichergestellt werden konnte.

Zum Chemismus der Chinasdureumwandlung. Als Abbauprodukte der
Chinasiiure wurden bisher Protocatechusiure, Brenzcatechin und Oxalsidure
aufgefunden, nach BurrEwITSCH® treten vielleicht auch Chinhydron und
eventuell Kondensationsprodukte auf. Zur Erklirung der Bildung dieser Sub-
stanzen konnen wir uns folgende Vorstellungen bilden:

a) Primére vollige Dehydratation und nachfolgende Oxydation gemafi dem
folgenden Schema:

1 Loew: B. 14, 451 (1881).

2 EMMERLING u. ABDERHALDEN: C. Bact. IT 10, 337 (1903).
3 BEYERINCK: Folia mikrobiol. 1, 13 (1912).

4 BUTREWITSCH: Bio. Z. 145, 442 (1924).

5 BUTKEWITSCH u. PERWOZWANSKY: Bio. Z. 159, 408 (1925).
¢ PerwozwaNsky: C. Bact. IT 81, 372 (1930).
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b) Der Oxydationsvorgang komnte auch vor der Endhydratation einsetzen:
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Die als weiteres Abbauprodukt auftretende Oxalsiure entsteht allem An-
schein nach erst nach Ringsprengung der phenolartigen Korper; dieser Vor-
gang gelangt daher erst spéater zur Besprechung.

3. Der Abbau aromatischer Substanzen.

Beim Abbau aromatischer Substanzen werden wir zunachst eine prinzipielle
Scheidung vorzunehmen haben, und zwar je nachdem, ob wir es mit Vorgingen
zu tun haben, bei denen der Angriff auf Seitenketten erfolgt, oder mit solchen,
bei denen der aromatische Kern selbst angegriffen wird. Bei der ersten Gruppe
handelt es sich demnach nur um prinzipiell analoge Prozesse wie in der alipha-

9%
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tischen Reihe. Hierher gehort z. B. der Abbau aromatischer Aminosiuren, die
Oxydation von Phenylpropionsiure sowie Phenylvaleriansiure im Tierkorper
unter Bildung von Acetophenon (Daxin?'), ferner die Decarboxylierung von
Zimtsédure durch Pen. glaucum unter Bildung von Styrol (HErzoc und RrIpkE?2)
usw. Im folgenden wollen wir uns vornehmlich mit der zweiten Gruppe von
Oxydationsvorgéngen beschiftigen, bei denen demnach die aromatischen Ringe
selbst angegriffen werden. ‘

a) Verwertung aromatischer Kohlenwasserstoffe durch Bakterien.

Die Assimilation der Kohlenwasserstoffe setzt zweifellos zunichst einen
oxydativen Angriff derselben voraus, doch wurden bisher noch keine Zwischen-
produkte isoliert; wahrscheinlich sind solche auch leichter angreifbar als die
Kohlenwasserstoffe selbst, und werden daher nicht angehiuft.

1. Benzol und Homologe.

STORMER?® berichtete als erster iiber Bakterien, die Toluol und Xylol zu
assimilieren vermogen. Weiterhin wird durch ein von WaGNER? aus Erde iso-
liertes, sogenanntes Benzolbacterium auBler Toluol und Xylol auch Benzol als
Kohlenstoffquelle verwertet. In jiingster Zeit beschrieben GREY und THORNTONS
Bakterienarten, die unter anderem auch Toluol zu verarbeiten vermochten.
Insbesondere Tavusson® studierte sodann eingehend die Verwertbarkeit von
Benzolkohlenwasserstoffen durch Bakterien, die aus Erdélbéden isoliert worden
waren. Dabei wurde mit wiBrigen Losungen der betreffenden Kohlenwasser-
stoffe gearbeitet und zugleich fiir dauernde weitere Zufuhr derselben Sorge
getragen. Dabei entwickelten sich vielfach kriftige Bakterienhdutchen. Ins-
besondere Toluol konnten die Bakterien gut ausniitzen (B. toluolicum a, b, ¢
und d), fast ebensogut Athylbenzol, dagegen o- und m-Xylol nur wenig. B. toluoli-
cum ¢ vermochte auch Benzol und p-Xylol auszuniitzen, ferner in geringem
MagBe auch Cumol, Pseudocumol und p-Cymol, die anderen drei Bakterienarten
dagegen nicht. Diphenyl wurde von B. toluolicum a und b ausgeniitzt, Stilben
von B. toluolicum ¢ (ebenso Phenanthren). Diphenylmethan, Dibenzyl, Naph-
thalin und Anthracen konnten von diesen Bakterien nicht verwertet werden.

2. Kondensierte Benzolringe.

Naphthalin. Tausson? fand, daB Naphthalin” von einigen Bakterienarten
(B. naphthalinicum, B. naphthalinicum liquef. usw.), die aus Erdélbéden isoliert
waren, als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle verwertet wird. Bei Ver-
suchen, den Chemismus des Naphthalinabbaues zu klaren, zeigte sich, dal weder
o- oder f-Naphthol noch Salze der Phthalsiure durch die Bakterien verwertet
werden konnten, indem hierbei keine Entwicklung derselben stattfand. Weiter-
hin vermochten diese Bakterien auch Di- und Triphenole nicht zu verwerten.
Irgendwelche Abbauprodukte des Naphthalins konnten gleichfalls nicht nach-
gewiesen werden. Der Autor gelangte zur Annahme, daBl wohl beide Ringe
des Naphthalins gleichzeitig gesprengt werden, also ohne dafl es intermediar
zur Bildung von Benzolderivaten kéme.

1 Daxrin: J. biol. chem. 5, 409; 6, 203, 221, 235 (1909).
2 Herzoc u. RipkE: H. 5%, 43 (1908).

3 StorMER: C. Bact. IT 20, 282, 107.

¢ WaeNER: Z.1. Girungsphysiol. 4, 289 (1914).

5 GreEY u. THORNTON: C. Bact. II ¥3, 74 (1928).

6 Tausson: Planta ¥, 735 (1929).

7 Tavussox: Planta 4, 214 (1927).
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Phenanthren. Tausson! gelang auch die Isolierung von Bakterien aus Erdol-
boden, die Phenanthren und Anthracen zu verwerten imstande waren. Wihrend
jedoch Anthracen durch bestimmte Bakterienarten nur sehr langsam ange-
griffen werden konnte und der Vorgang nicht naher untersucht wurde, war die
Einwirkung der Bakterien (Bac. phenanthrenicus bakiensis, Bac. phenanthrenicus
guricus, B. phenanthrenicum) auf Phenanthren recht intensiv. Von Interesse
ist hierbei, daB die betreffenden Bakterien andere Kohlenwasserstoffe nur
schwer oder tiiberhaupt nicht anzugreifen vermochten. Bei Versuchen zur
Klarung des Chemismus dieses Vorganges zeigte sich, dal Brenzcatechin von
den Bakterien recht gut assimiliert wurde (bei geeignetem py-Wert der Nahr-
l6sung); unter entsprechenden Bedingungen fand dabei auch Ansammlung von
freier Sdure statt. Resorcin sowie Phenol erwiesen sich als ungeeignet, obwohl
sie in den angewendeten Konzentrationen nicht giftig waren. Hydrochinon
wurde von zwei Bakterien assimiliert, Phloroglucin und Pyrogallol iiberhaupt
nicht. TavussoN nahm auf Grund dieser Versuche an, daB Brenzcatechin als
Zwischenprodukt bei der Oxydation des Phenanthrens in Frage komme. Ebenso
konnten Salicylsiure sowie Saligenin gut verwertet werden; im letzteren Falle
verlief die Oxydation iiber Salicylsdure. Phthalsiure erwies sich als ungeeignet,
Chinasdure bewirkte gute Entwicklung. Auf Grund dieser Ergebnisse wird
angenommen, daf} die Oxydation des Phenanthrens folgendermalfien vor sich geht:

o
OH

k
OH OH

Fiir das intermediire Auftreten dieser Zwischenprodukte wurden nur geringe
Anhaltspunkte aufgefunden. Die betreffenden Substanzen werden wohl rascher
verbraucht als Phenanthren selbst und kommen daher nicht zur Ansammlung.
Von allgemeiner Wichtigkeit erscheint hierbei, dal} die einzelnen Bakterien-
arten recht spezifisch auf die Verwertung und Umsetzung nur ganz bestimmter
Substrate eingestellt sind, da z. B. die Phenanthrenbakterien Anthracen sowie
Paraffinkohlenwasserstoffe nicht anzugreifen vermochten.

b) Der Abbau phenolartiger Korper und die Sprengung des Benzolringes.

Van TiEcHEM? berichtete bereits liber die véllige Oxydation des Tannins
durch Schimmelpilze. ST6RMER (3, S. 132) fand Bakterien, die Phenol und Kresol
zu oxydieren vermochten. Weiterhin beschrieben FowLER, ARDEN und LOCKETT3
einige Bakterien, darunter B. fluorescens liquef. und B. helvolus, die in Rein-
kultur Phenol oxydierten. WAGNER (4, S. 132) isolierte aus Erdboden und Faeces
Bakterien, die Phenol, Brenzcatechin und Phloroglucin anzugreifen vermochten.
Nach WATERMAN® erwiesen sich p- und m-Oxybenzoesdure, Protocatechusiure
sowie Gallussiure als einzige Kohlenstoffnahrung fiir Pen. glaucum als geeignet;
fast ungeeignet waren Salicylsiure und Pyrogallolcarbonséure. Methylhaltige
Verbindungen erwiesen sich gleichfalls als weniger geeignet. Die Erhéhung der
Anzahl der Hydroxyl- und Carboxylgruppen setzte im allgemeinen die schi-
digende Wirkung der betreffenden Verbindungen herab. Stark schidigend

! TaussoN: Planta 5, 239 (1928).

2 vaN TizemeM: C.r. 65, 1091 (1867).

3 FowLER, ARDEN u. LockeTT: Proc. Roy. Soc. B 83, 149 (1911).
4 WarermaN: C. Bact. IT 42, 639 (1915).
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wirkte Phenol, auch in Gegenwart giinstiger Kohlenstoffquellen. WATERMAN
suchte die physiologische Wirkung der verschiedenen Verbindungen mit Hilfe
der OvErTONschen Theorie iiber die Beziehung zwischen der Geschwindigkeit
des Eindringens der Verbindungen in die Zelle und der Verteilung zwischen
Ol und Wasser zu erkliren, indem Verbindungen mit groBer Teilungszahl, wie
Salicylsdure und Benzoesdure, rasch eindringen und daher stark schadigend
wirken, wahrend solche mit niedriger Teilungszahl, die also mehr in der wiBrigen
Phase bleiben, weniger schadlich sind, wie z. B. p- und m-Oxybenzoesiure;
noch weniger schiadlich waren Protocatechusiure und Gallussiure. Die ver-
schiedene Grofle der Oberflichenspannung reicht dagegen zur Erklarung der
Unterschiede in der physiologischen Wirkung der einzelnen Stoffe nicht aus.
Weiterhin isolierten GREY und THORNTON (5, S.132) aus Erdboden eine sehr
groBe Reihe von Bakterien, die Phenol- und m-Kresol verwerten konnten. Die-
selben wurden eingehend beschrieben und klassifiziert.

Die bei diesen Prozessen stattfindenden Vorginge sind bisher erst in relativ
wenigen Fillen eingehender .untersucht bzw. geklart, und ermdéglichen daher
noch keinen tieferen Einblick in die stattfindenden Reaktionen. Aus héheren
Pflanzen sowie aus dem Tierkérper wurden vielfach Enzyme bzw. wirksame
Extrakte erhalten, die an den hierher gehdrigen Reaktionen beteiligt sind, so
dafl auch auf diese im folgenden jeweils hinzuweisen sein wird.

1. Oxydative Kondensationen phenolartiger Korper.

Dieser Vorgang findet sich recht héufig bei der Einwirkung von Phenolasen
auf geeignete Phenole realisiert, so bei der Bildung von Dehydrodithymol
aus Thymol, Dehydrodieugenol aus Eugenol, Dehydrodicarvacrol aus Car-
.vacrol, Dehydrodivanillin aus Vanillin usf. Diese Vorginge sind teilweise
sogar zur Messung der Phenolasewirkung verwendbar. (Siehe CzaPEK! sowie
OPPENHEIMERZ.)

2. Die Einfiihrung neuer Hydroxyle.

Wihrend wir iiber die Bildung des ersten Hydroxyls im Benzolring so gut
wie noch gar nicht orientiert sind, ergeben sich fir die Einfiihrung weiterer
Hydroxylgruppen doch bereits einige Anhaltspunkte. So wird nach WATER-
MAN (4, S.133) durch Pen. glaucum Salicylsdure zu Glutisinsiure und (wahr-
scheinlich) Brenzcatechincarbonsiure oxydiert, wobei wir o- sowie p-Oxydation
(bezogen auf die bereits vorhandene Hydroxylgruppe) verwirklicht hatten.

COOH COOH COOH
| |
—OH —OH —OH
-« —
—OH HO-
Brenzcatechincarbonsiure Glutisinsdure

Diese Ergebnisse bediirfen jedoch noch der weiteren Bestatigung. Salicylsiure
erwies sich in geringen Konzentrationen als Kohlenstoffquelle geeignet, Glutisin-
sdure wurde nicht oder nur sehr langsam verarbeitet, Brenzcatechincarbon-
sdure erwies sich dagegen als einzige C-Quelle fiir Pen. glaucum als verwertbar.
Ferner stellte der gleiche Autor fest, dall p-Oxybenzoesiure bei mifiger Pilz-
entwicklung positive Eisenchloridreaktion auf Brenzcatechinderivate gab, in
anderen Fallen blieb die Reaktion aus, fand dann jedoch bei gleichzeitigem Zusatz
geringer Mengen o-Toluylsdure oder o-Phthalsdure statt.

1 Czarek: Biochem. d, Pflanzen 3, 142 (1921).
2 OppENHEIMER: Die Fermente 2, 1736 (1926).
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In diesem Zusammenhange ist auch auf die T'yrosinase hinzuweisen, deren
Wirkung nach allem darin besteht, aus dem Tyrosin und anderen p-substituierten
Monophenolen ein o-Chinon zu erzeugen, wobei der Weg wohl zunichst iiber
ein Brenzcatechinderivat fithrt (,,Dopa‘; s. WHELDALE-ONsLoW und RoBinson?).
Im Anschlufi an die o-Chinonbildung finden weiterhin Kondensationsreaktionen,
wohl rein chemischer Natur, unter Beteiligung der Seitenkette des Tyrosins mit
der Aminogruppe statt. Zunichst scheint die Aminogruppe dabei als Wasser-
stoffdonator zu fungieren. Bei anderen Verbindungen, wie p-Kresol, wirkt daher
die Gegenwart von Aminosiuren giinstig fiir die weitere Sauerstoffaufnahme.
(Siehe im iibrigen OPPENHEIMER (3, S.134).

3. Chinonbildung.

MARcHANDIER? berichtete iiber die fermentative Oxydation von Hydro-
chinon zu Chinon, das mit unverindertem Hydrochinon zum Teil Chinhydron
bildet. Weiterhin beobachtete auch BuTkEwIrscE (4, S.130) unter den Um-
wandlungsprodukten der Chinasaure Chinhydron (wahrscheinlich), was auf einen
analogen Reaktionsverlauf hindeutet. Aus héheren Pflanzen usw. sind bereits
vielfach Fermente isoliert worden, die die Oxydation phenolartiger Kérper zu
katalysieren vermogen, die Phenolasen (Phenoldehydrasen), die peroxy-
datisch, also unter Mitwirkung von Wasserstoffsuperoxyd wirken. Dabei sind
weiterhin im wesentlichen anscheinend die Polyphenolasen von den Mono-
phenolasen (Tyrosinase) zu unterscheiden. Ferner sind wohl auch noch neben
diesen Dehydrasen eigentliche Oxydasen vorhanden. Enzymchemisch sind die
Verhiltnisse noch sehr verwirrend, es soll daher hierauf nicht niher eingegangen
werden. Nach OPPENHEIMER (3, S. 134) soll die Wirkung der wahren Phenolasen
darin bestehen, daB ihr erster Akt stets die Ausbildung einer chinoiden Bindung
ist, gleichgiiltig ob o- oder p-Diketochinone, Chinonmonoimine oder Diimine.
Der Einwirkung werden daher insbesondere die o- und p-Polyphenole unter-
liegen, also vornehmlich Brenzcatechin und Hydrochinonderivate. Aus den
primér entstehenden Chinonen konnen sich sodann weitere Oxydations- und
Kondensationsprodukte bilden, deren Entstehung gar nicht enzymatisch bedingt
sein mufl. Weiterhin ist von Wichtigkeit, daBl die Wirkung dieser Phenolasen
nur gruppenspezifisch ist, im @ibrigen sich aber auf eine grofe Arzahl von Ver-
bindungen erstreckt. Zur Priifung und quantitativen Bestimmung der Wir-
kung der Phenolasen wurden z. B. Pyrogallol, Guajacol, Vanillin und viele andere
verwendet, wobei oxydative Kondensationsvorginge stattfinden, ferner die Bil-
dung von Malachitgriin oder Brillantgriin aus der Leukobase, sowie eine grofle
Reihe von Farbreaktionen, die in ihrem Chemismus noch gar nicht geklart sind.

4. Die Sprengung des Benzolringes.

Dieser Vorgang kommt wohl am ehesten bei der weiteren Oxydation von
o-Chinonen zustande, doch sind wir hieriitber noch fast gar nicht orientiert. Bei
der Verarbeitung verschiedener Benzolderivate durch Pilze wurde als weiteres
Abbauprodukt vielfach Oxalsdure beobachtet, doch ist der Weg, der bis zu
dieser fiihrt, noch nicht geklart. So erhielt BuTkEwITSCH (4, S. 130) bei der Ver-
arbeitung von Chinasdure insbesondere bei Anwendung des Na-Salzes reichliche
Mengen Oxalsdure, wobei der Weg wohl iiber Brenzcatechin fithrt. Ebenso
erhielten BERNHAUER und ScHLEISSNER® bei Verarbeitung von Chinasdure,
Salicylsdure und Gallussaure durch Aspergillus niger-Arten Oxalsiure. Zum

! WHELDALE-ONSLOW u. RoBINSON: Bioch. J. 19, 420 (1925).
2 MARCHANDIER: J. Pharm. et Chim. (6) 21, 299 (1905).
3 BERNHAUER u. SCHLEISSNER: Nicht publiziert.
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Verstindnis der Ringsprengung erscheint der Befund von JAFrfl von grofler
Bedeutung, daB Benzol im Tierkorper nach Verfiitterung an Hunde und Kanin-
chen zu Muconsgure abgebaut wird, die aus dem Harn isoliert werden konnte.
Der Abbau koénnte dabei iiber Brenzeatechin und o-Chinon verlaufen, doch
weisen andererseits BOESEKEN und Sroo¥? darauf hin, daB die nach Benzol-
verfiitterung entstehende trans-trans-Muconsdure nicht durch direkte Oxydation
des Benzols entstanden sein kann, da hierbei die cis-cis-Muconsiure zu erwarten
wire, wie sie bei der Oxydation von o-Benzophenon mittels Peressigsiure entsteht.

Im Hinblick auf den Chemismus der Ringsprengung ist auch die Umwand-
lung des Pyrogallols in Purpurogallin unter der Einwirkung von Phenolasen
von grofem Interesse, wobei der bei Anwendung rein chemischer Oxydations-
mittel stattfindende Reaktionsmechanismus durch WiLLsTATTER und Heiss®
folgendermalien geklart wurde:

(|>H ﬁ) ﬁ) OH OH +00,
: l
O—OH H/ N0 H/ \’=0 O—OH ‘/\l=o ﬁ-—OH
>
Lor | Jom < o o (=0 [ -0
4+ CHy ‘ N ‘ N ‘|
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HO | OH OH| OH OH] OH OH| OH
OH OH OH OH

Purpurogallin

D. Systematik der biologischen Oxydationsvorgiinge.

Es soll hier noch versucht werden, die Oxydation einiger chemischer Gruppen
durch Organismen zusammenfassend zu betrachten und so eine Systematik der
betreffenden Vorginge zu entwickeln. Im Zusammenhang damit soll auch auf
die diesbeziiglichen enzymchemischen Erfahrungen kurz verwiesen werden.

1. Die Oxydation der Methyl- und Methylengruppe.

a) Die Oxydation der Methylgruppe finden wir vor allem beim Abbau der
Essigsaure vor. Dabei sind, wie bereits aus dem frither Dargelegten hervorgeht,
zwel prinzipiell verschiedene Abbauwege zu unterscheiden, namlich einerseits
die oxydative Kondensation zu Bernsteinsiure (unter Verbrauch von einem
Atom O fiir 2 Mol Essigsdure) und andererseits die Oxydation unter Hydroxyl-
bildung (unter Verbrauch von 1 Atom O fiir 1 Molekiil). Uber die Enzymchemie
dieser Vorginge wurden bisher noch keinerlei Erfahrungen gewonnen. AuBer
im Falle der Essigsiure konnte bisher nur noch bei der Brenztraubensdure ein
gewisser Anhaltspunkt fiir einen analogen Oxydationsvorgang aufgefunden
werden. Moglicherweise ist die Aktivierung der Methylgruppe durch ein’ benach-
bartes C-Atom, das eine Doppelbindung trigt (an O bzw. eventuell an C) die
Voraussetzung fiir eine derartige Oxydation der Methylgruppe.

b) Oxydationsvorgiinge an der Methylengruppe finden sich anscheinend in
zweifacher Weise realisiert, und zwar:

1. Durch Dehydrierung zweier benachbarter Methylengruppen kénnen wir
zu Korpern mit einer Doppelbindung gelangen, wie beispielsweise bei der Um-

1 Jarrf: H. 62, 58 (1909). 2 BorsSEREN u. Sroor: C. 19301, 1286.
3 WILLSTATTER u. HEIss: Ann. 433, 17 (1923).
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wandlung von Bernsteinsiure in Fumarsiure. Der Prozel3 ist als Enzymvorgang
charakterisiert und wird durch die Succinodehydrase bewirkt.

2. Ferner haben wir anscheinend auch in anderen Fallen eine direkte Sauer-
stoffanlagerung vor uns, wie bei der Oxydation von Fettsduren, wobei wir es
im Falle der Propionsiure mit einer x-Oxydation zu tun haben (Bildung von
Milchsgure), bei den hoheren Homologen dagegen mit einer f-Oxydation.

2. Die Oxydation der Carbinolgruppen.

a) Primiire Carbinolgruppen werden zu Aldehydgruppen oxydiert. Dieser Vor-
gang findet sich z. B. bei der Bildung von Essigsdure verwirklicht, wobei zunéchst
Acetaldehyd auftritt. Auch die Oxydation der sonstigen Alkohole erfolgt wohl im
Prinzip in analoger Weise. Unter den aromatischen Alkoholen ist am bekann-
testen die Oxydation des Salicylalkohols zu Salicylaldehyd. Bei diesen Vor-
giingen sind Enzyme beteiligt, die wohl spezifisch auf die verschiedenen Alkohole
wirken, die Alkoholdehydrasen. Wie aus dieser Bezeichnung hervorgeht, handelt
es sich demnach hierbei um die Abspaltung von Wasserstoff, der von verschie-
denen Acceptoren aufgenommen werden kann, wobei im Falle der eigentlichen
oxydativen Gérungen der Luftsauerstoff die Acceptorfunktion iibernimmt. Bei
enzymatischen Versuchen kann vielfach Methylenblau, das dabei in die Leuko-
verbindung {ibergeht, die Acceptorrolle iibernehmen.

Auch im Fall von Polyoxyverbindungen haben wir es vielfach mit Oxyda-
tionen von priméren Carbinolgruppen zu Aldehydgruppen zu tun, wie aus den
Darlegungen in fritheren Kapiteln zur Gentige ersichtlich ist.

b) Sekundire Carbinolgruppen werden zur Ketogruppe oxydiert. Der Reak-
tionsmechanismus bzw. die dabei angreifenden Enzyme diirften moglicherweise
auch hier verschieden sein, je nachdem was fiir Gruppen der zu oxydierenden
Carbinolgruppe benachbart sind. Demnach haben wir wohl einige Typen zu
unterscheiden: '

1. Benachbarte Methyl- bzw. Methylengruppe: Z. B. Oxydation von Iso-
propyalkohol zu Aceton oder von f-Oxybuttersdure zu Acetessigsiure.

2. Benachbarte Carbinolgruppen: Z. B. Oxydation von Glycerin zu Dioxy-
aceton, Gluconsdure zu 5-Ketogluconsgure, d-Mannit zu d-Fructose usw. Fiir
den Eintritt des Oxydationsvorganges sind stereochemische Verhiltnisse maf-
gebend, worauf bereits hingewiesen wurde.

3. Sonstige Gruppen: Z.B. Oxydation von Milchsdure zu Brenztrauben-
sdure usw.

¢) Tertidre Carbinolgruppen. Entweder handelt es sich dabei um tertiire
Alkohole oder Phenole.

1. Tertiire Alkohole miissen bei der weiteren Oxydation einem Zerfall unter-
liegen, wie vielleicht im Falle der Isovaleriansiure, wobei als Zwischenprodukt
f-Oxyisovaleriansiure entstehen konnte, die durch hydrolytische Spaltung
Essigsdure und Aceton ergeben wiirde.

2. Phenolartige Hydroxylgruppen werden anscheinend unter Chinonbildung
oxydiert bzw. dehydriert.

3. Die Oxydation der Aldehydgruppe.

Auch hier haben wir je nach der Art der benachbarten Gruppen einige Typen
zu unterscheiden:

1. Benachbarte Mefhyl- und Methylengruppe: Z. B. Oxydation von Acet-
aldehyd zu Essigsiure usw.
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2. Benachbarte Carbinolgruppen: Z. B. Oxydation von Glucose zu Glucon-
sédure usw.

3. Benachbarte Carbonylgruppen bedingen allem Anschein nach einen anderen
Reaktionsverlauf, ndmlich eine Dismutation.

4, Benachbarte Carboxylgruppen: Z. B. bei der Oxydation von Glyoxyl-
sdure zu Oxalsidure, doch ist die Realisierung und der Reaktionsmechanismus
dieses Prozesses noch fraglich.

4, Anhang: Spaltungsvorginge und Sonstiges.
a) Dismutative Vorginge.

Dieselben werden hier nur kurz gestreift, da sie allem Anschein nach
nur in eingeschrinktem Ausmafle in den Rahmen der oxydativen Gérungen
gehoren. Die Systematik dieser Prozesse soll daher nur kurz angedeutet
werden : ‘

1. Monomolekulare Dismutationen, die also innerhalb eines Molekiils er-
folgen: Z. B. die Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsiure, von Phenyl-
glyoxal in Phenyloxyessigsaure usw. Diese Vorginge sind enzymatischer Natur
und werden durch die Ketoaldehydmutase katalysiert.

2. Dimolekulare Dismutationen, und zwar entweder zwischen gleichen Mole-
kiilen, wie bei der Umwandlung von Acetaldehyd in Essigsdure und Alkohol,
oder zwischen verschiedenen Molekiilen (gemischte Dismutationen), wie z. B.
moglicherweise die Dismutation zwischen Methylglyoxal und Acetaldehyd unter
Bildung von Brenztraubensiure und Alkohol.

b) Hydratationen und Dehydratationen.

Es handelt sich dabei zumeist um Gleichgewichtsvorginge, wie sie z. B.
durch die Fumarase bedingt werden, gemaf} folgendem Schema:

COOH COOH COOH COOH
b OH  CHOH du NH,  CH.NH,
e Th T, ™ & TR T m
doom oon boomn oon

c¢) Decarboxylierungen und hydrolytische Spaltungen.

Dieselben spielen auch bei oxydativen Garungsvorgingen eine wesentliche
Rolle; im Prinzip handelt es sich dabei um folgende Vorginge:

COOH CO, COOH H H.-COOH (?OOH COOH
+ | | +
éO — CHO oder CO 4+ OH —» COOH oder CH, H (EH3
I | l | | + -+
R R R R (?O OH COOH
usw. <« R lli

Bei der Aufspaltung des Benzolringes handelt es sich vielleicht primér auch
um: eine hydrolytische Spaltung. Exakt realisiert und enzymchemisch bewiesen
ist bei allen diesen Vorgéingen allerdings erst die eigentliche Decarboxylierung,
also z. B. die Spaltung der Brenztraubensiure in Kohlensiure und Acet-

aldehyd.
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VI. Methodik.

Da die Untersuchung und Aufklirung der oxydativen Gérungen noch in
vollem Flusse befindlich ist, scheint es nicht unerwiinscht zu sein, der Methodik,
die fiir die Durchfiilhrung oxydativer Gérungen in Frage kommt, einen eigenen
Abschnitt zu widmen. Es sollen dabet in iibersichtlicher Form jene methodischen
Erfahrungen zusammengestellt werden, die insbesondere jenem, der erst beginnt,
sich auf diesem Gebiete zu betitigen, durch allgemeine Hinweise und Richt-
linien die Einarbeitung erleichtern kénnen.

Naturgemaf werden wir dabei einerseits biologische Methoden zu beriick-
sichtigen haben, wobei insbesondere die allgemeine Beschreibung der bei Durch-
fihrung von Géransitzen anzuwendenden Methodik von Wichtigkeit erscheint.
Andererseits sollen in einem zweiten Kapitel die chemischen Methoden kurz
zusammengefallt werden, also die Art der Aufarbeitung der Garansitze sowie
die Hervorhebung jener Methoden, die fir den Nachweis, die Isolierung und
Identifizierung sowie weiterhin die quantitative Bestimmung der in Betracht
kommenden Gérprodukte vor allem zu beriicksichtigen sein werden.

A. Biologischer Teil.

1. Ziichtung der Géarungsorganismen.
a) Nihrboden.

Zur Ziichtung von Essigbakterien empfiehlt JANKE! im allgemeinen eine Néhr-
lésung von folgender Zusammensetzung: 0,5% Glycerin, 0,1% Bernsteinsiure
(bzw. Phosphorsdure oder Hssigsdure), 0,1% Ammoniumhydrophosphat, 0,04%
Kaliumhydrophosphat und 0,04% Magnesiumsulfat. Nach HENNEBERG ist zur
Fortziichtung von Schnellessighakterien folgende Néahrlosung geeignet: 3%
Glucose, 1% Pepton, 0,1% Kaliumdihydrophosphat, 0,1% Calciumhydro-
phosphat, 0,1% Magnesiumsulfat, 1% Essigsdure und 4 Vol.-% Alkohol.

Sehr geeignet und vielfach verwendet, insbesondere fiir anspruchsvollere
Essigbakterien, ist Hefewasser, das durch Extraktion von Hefe hergestellt wird,
indem 1 Teil PreBhefe mit 10 Teilen Wasser 2—3 Stunden im Dampfsterilisator
behandelt oder 10—20 Minuten lang aufgekocht wird. Nach dem Sedimentieren
der Hefe (am besten tiber Nacht, an kithlem Orte, eventuell nach Zusatz von
Kieselgur) wird durch ein Kieselgurpapierfilter filtriert. Fir grofere Fliissig-
keitsmengen sind auch entsprechende engporige Tiicher geeignet, deren Poren
sich nach 6fterem Aufgieflen verstopfen. Noch besser erscheint die Abtrennung
der festen Bestandteile mittels einer Sedimentierungszentrifuge, vielfach geniigt
auch Absitzenlassen in hohen StandgefiBlen an kithlem Orte. Am besten be-
wihrte sich nach BERNHAUER und IrreaNG kurzes Aufkochen unter Zusatz von
Bolus alba, worauf die festen Bestandteile bequem abgesaugt werden koénnen.

Zur Ziichtung von Schimmelpilzen werden zumeist feste Nahrboden bevorzugt.
Fiir die Festigung des Nahrbodens kommt neben Agar auch Brot, Torf, Reis usw.
in Frage. Gelatine erscheint fiir Schimmelpilze meist weniger geeignet bzw.
itblich.

Brot- oder Reisndhrbiden kénnen in der Weise hergestellt werden, dafi das
gut getrocknete und zerkleinerte Material nach dem Pulverisieren bzw. Ver-
mahlen trocken in Eprouvetten bzw. Kolben eingefiillt und nach entsprechender

1 Javkg, A, u. H.Zikss: Arbeitsmethoden der Mikrobiologie. Dresden u. Leipzig:
Th. Steinkopf 1928.
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Durchfeuchtung mit Wasser fraktioniert sterilisiert wird (an 3—4 aufeinander-
folgenden Tagen, je !/,—1 Stunde), und zwar nicht im Autoklav, da sonst zu
starke Verkleisterung stattfindet. Vielfach ist auch eine Vermengung der
Trockensubstanz mit 7Torf von Vorteil, insbesondere, da auf diese Weise ein
Zusammenbacken des Nahrbodens verhindert wird.

Agarnihrboden enthalten zumeist 1—3% Agar, der durch etwa zweistiindige
Digestion im Dampfsterilisator in Losung gebracht werden kann. Sehr viel
wird hierbei als Néhrlosung gehopfte oder ungehopfte Bierwiirze verwendet, die
etwa im Verhéltnis 1:4 oder 1:5 mit Wasser verdiinnt werden kann. An Stelle
derselben ist vielfach der Zusatz von etwa 3—5% Malzextrakt bequemer und
daher empfehlenswert. Der Zusatz von Agar mufl manchmal bis etwa 5%
gesteigert werden, wenn der Néhrboden stark sauer ist, da er sonst beim Er-
kalten nicht geniigend erstarrt. Von einer Filtration des Agars kann in der
Regel abgesehen werden, doch empfiehlt es sich, die suspendierten unléslichen
Anteile in der Wéarme sedimentieren zu lassen. Diese Agarnahrbéden konnen
natiirlich nach Wunsch z. B. stickstoffreicher gemacht Werden durch Zusatz
einer geeigneten Stickstoffquelle usw.

Wiahrend fir die Ziichtung der Pilze (also insbesondere zwecks Sporen-
bildung) feste Nahrboden bevorzugt werden, kommen fiir die Durchfiihrung von
Géarversuchen vor allem fliissige Néihrlosungen in Betracht, auf die im einzelnen
bereits eingegangen worden ist. Von mineralischen Ndhrlosungen wird im allge-
meinen folgende den meisten Anspriichen entsprechen: 10% Rohrzucker, 0,1 bis
0,2% Ammonnitrat (bzw. entsprechend. 0,25 bis 0,5% Ammonsulfat), 0,1%
Kaliumhydrophosphat, 0,025% Magnesiumsulfat. Falls hierbei Leitungswasser
verwendet wird, eriibrigen sich alle sonstigen Zusétze. Als organische Stickstoff-
quelle wird vor allem Pepton (0,2 bis 1%) gern verwendet. Anstatt Rohrzucker
kann vielfach mit Vorteil auch Glucose verwendet werden, wobei die Anwendung
des technischen Produktes nur noch den Zusatz einer Stickstoffquelle erforder-
lich macht, wihrend alle sonstigen Nahrsalze in ausreichendem Mafle bereits
vorhanden sind. Die Anwendung der vielfach vorgeschlagenen, kompliziert
zusammengesetzten Nahrlosungen eriibrigt sich zumeist.

Es sei hier nur noch die MorLiARDsche Nahrlosung angefiihrt, da dieselbe
in manchen Fillen von Vorteil sein kann: 0,0356% Ammoniumnitrat, 0,008 %
Kaliumdihydrophosphat, 0,008% Magnesiumsulfat, 0,00046% Eisensulfat,
0,00046 % Zinksulfat.

b) Isolierung und Reinziichtung der Organismen.

Fiir die Isolierung einzelner Organismen werden im allgemeinen folgende
Gesichtspunkte von Bedeutung sein:

Bei Bakterien erscheint insbesondere die Anreicherung von Wichtigkeit durch
Wahl von Lebensbedingungen, die den gewiinschten Organismen ein rascheres
Wachstum erméglichen als den Begleitorganismen, wodurch diese zuriickgedrangt
werden kénnen. So wird man z. B. durch Verwendung von mineralischen Néhr-
lsungen Organismen, die auf solchen nicht zu gedeihen vermdgen, zum Ver-
schwinden bringen, wobei des Gfteren iiberimpft werden mufl. Ferner wird man
durch reichliche Versorgung der Kulturen mit Luft anoxybiontische Organis-
men in ihrem Fortkommen hemmen und oxydative Géirungserreger fordern.

Bei Schimmelpilzen wird insbesondere die Aussaat auf breite Oberflichen
(Agarndhrbéden in Petrischalen) fiir deren Reingewinnung von Bedeutung sein.
Im iibrigen miissen Bedingungen gewihlt werden, die eine reichliche Sporen-
entwicklung ermdéglichen (z. B. vielfach durch Zusatz von Pepton). Dabei ist
die Isolierung insbesondere auf Grund der Farbe und Gréfle der Sporen durch-
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zufithren. Fiir die Auffindung und Isolierung saurebildender Organismen wird
insbesondere von Bedeutung sein, den Nahrboden auf einen entsprechenden
py-Wert zu bringen, der das Aufkommen bzw. die Fortentwicklung sdure-
empfindlicher Organismen hemmt. Ferner kann bei sporenbildenden Organismen,
also besonders bei Schimmelpilzen, das Erhitzen der Kulturen von Vorteil sein,
indem dadurch nichtsporenbildende Begleitorganismen vernichtet werden kén-
nen, wihrend die Sporen zumeist héhere Temperaturen ohne Schédigung vertragen.

Fiir die Isolierung bestimmter Organismen (wie z. B. der Bier- oder Wein-
essigbakterien usw.) wurden genaue Methoden ausgearbeitet, auf die hier jedoch
nicht ndher eingegangen werden kann. Fiir Schimmelpilze bieten in der Natur
insbesondere Friichte eine gute Fundquelle, so z. B. Kirschen, Pflaumen, Kaffee-
und Kakaobohnen, Citronen, Pflanzengallen usw.

2. Die Durchfiihrung von Géiransitzen.

a) Die Technik der oxydativen Bakteriengéirungen.

Die diesheziigliche Gérungstechnik ist insbesondere durch die bei der Essig-
girung gewonnenen Erfahrungen gegeben. Hieriiber liegen bereits ausfiihrliche
Werke vor, so dal} hier nicht naher darauf eingegangen zu werden braucht.
Nur hinsichtlich der Impfung bei Bakterienarten, die feste Héute bilden, sei
erwahnt, daf diese in der Weise bewerkstelligt werden kann, daB Stiickchen
der Haut durch ein geeignetes Instrument (am besten eine lange Schere usw.)
entnommen werden und hiermit die Impfung vorgenommen wird. Man kann
auch so vorgehen, dafl mittels einer Pinzette die Bakterienhaut emporgehoben
wird und sodann Stiickchen derselben mittels einer Schere abgeschnitten werden.
Vielfach gelingt es auch durch entsprechende Wahl des Néhrbodens die Aus-
bildung von Bakterienhduten zu erzielen, die keinen so festen Zusammenhang
haben und unter geringerer mechanischer Nachhilfe zerkleinert werden kénnen?.

b) Die Technik der Pilzgirungen.

Wie bereits gelegentlich der Besprechung der technischen Verfahren bzw.
Patente der Citronensiduredarstellung auseinandergesetzt wurde, haben wir bei
der Durchfiihrung von Pilzgirungen insbesondere zwei Methoden zu unter-
scheiden, und zwar je nach der Art, in der das Pilzmycel mit der zu ver-
arbeitenden Fliissigkeit in Beriihrung gebracht wird.

1. Oberflichengiirung. Bei der ruhigen Vergirung auf Oberflichen kommen
entweder feste Substrate oder Fliissigkeiten in Betracht. Die Anwendung von
Fliissigkeiten ermdéglicht eine wesentlich mannigfaltigere Versuchsanordnung
und soll hier vornehmlich besprochen werden. Die Pilzdecken kommen dabei
an der Oberfliche zur Entwicklung und durchsetzen das Substrat mehr oder
weniger tief durch Faltenbildung.

KulturgefafBle. Fiir Kleinversuche erscheinen im Prinzip geradwandige
Flaschen am geeignetsten, doch sind dieselben wegen der schwierigeren Sterili-
sierung (meist nicht sehr hitzebestéindig, daher mit Sublimatlosungen usw. zu
sterilisieren) weniger beliebt als Erlenmeyerkolben. Diese werden zweckméBiger-
weise nur bis knapp unterhalb der grofiten Weite gefiillt, so dal den Pilzdecken
geniigend Raum zur Entwicklung bleibt, da sonst vielfach die Pilzdecken von
oben benetzt werden kénnen und dann unregelmiBig arbeiten. Die Sterili-
sierung der Fliissigkeit erfolgt unter den iiblichen Vorsichtsmafiregeln.

1 BERNHAUER u. ScuON: H. 197, 110 (1928).
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Die zu verwendenden KulturgefiBe miissen vor Benutzung in mdglichst
gleichmaBiger Weise gereinigt und vorbehandelt werden, was insbesondere bei
der Durchfithrung von Parallelversuchen von grundlegender Bedeutung ist.
Vor allem frische Glasgefifie, die noch zu keinen Versuchen verwendet worden
waren, bewirken in der Regel ein weitaus iippigeres Wachstum als bereits oft
verwendete GefaBle. Dafl die fiir Parallelversuche zu benutzenden Gefifle aus
der gleichen Glassorte hergestellt sein sollen, ist selbstverstindlich. Insbesondere
Gefille aus Jenenser Glas verursachen meist tippigeres Wachstum als andere
(Zinkgehalt).

Impfung. Dieselbe soll reichlich sein, denn nur dann ist Gewahr fiir ein
regelméfBiges und rasches Wachstum und die sofortige Bildung geschlossener Pilz-
decken vorhanden. Impfung mit der Nadel erscheint daher fast stets ganz un-
zureichend, sondern es wird entweder mittels Sporensuspensionen, durch Einblasen
der Sporen oder mittels Pinsel zu impfen sein. Im ersten Falle kann in der Weise
vorgegangen werden, daf} die etwa in einem Proberohr befindliche Impfkultur mit
sterilem Wasser versetzt, die Sporen mittels der Impfnadel zu einer homogenen
Suspension aufgeriihrt, sodann mittels einer sterilen Pipette gleiche Mengen der
Suspension entnommen und auf die einzelnen Versuche aufgeteilt werden. Die
Sporen werden sodann noch durch Umschwenken auf der Oberfliche der Flissig-
keit gleichméBig verteilt. Die Impfung durch Einblasen der Sporen erscheint
fir die Durchfithrung von Kleinversuchen, insbesondere wegen der schwie-
rigeren Dosierung der Sporenmenge weniger geeignet. Vielfach kann auch so
vorgegangen werden, dal die Néhrlosung im ganzen geimpft und sodann auf
die einzelnen, vorher sterilisierten Kolben unter sterilen Bedingungen auf-
geteilt wird. Dies empfiehlt sich jedoch zumeist nur dann, wenn auf die genaue
Messung der Flissigkeit kein besonderer Wert gelegt zu werden braucht.

Verwendung ,fertiger Pilzdecken”. Die Untersuchung der Gérungs-
bzw. Oxydationsvorginge kann entweder in der ersten Kulturflissigkeit vor-
genommen werden oder es konnen fertige Pilzdecken fiir die Durchfiihrung der
Garung verwendet werden. In diesem Falle wird in der Weise vorgegangen,
daBl die Pilzdecken zunichst auf einer geeigneten N&hrlosung zur Entwicklung
gebracht werden. Sodann wird diese Nahrlésung abgegossen, die im Kultur-
gefiB verbleibende Pilzdecke vorsichtig mit sterilem Wasser gespiilt, und zwar
unter Vermeidung einer Benetzung der Oberfliche. Nachdem auf diese Weise
das urspriingliche Substrat méglichst vollstdndig entfernt ist, wird gleichfalls,
ohne die Pilzdecken von oben zu benetzen, die zu untersuchende Lésung ein-
gefiillt. Dabei ist es vielfach zweckmiflig, das Volumen dieser zweiten Losung
geringer als das der urspriinglichen Nahrlosung zu wihlen (also z. B. im Ver-
hiltnis 5:4), falls man mit Erlenmeyerkolben arbeitet. Insbesondere dann
wird dies anzuwenden sein, wenn die Pilzdecken sehr {ippig entwickelt und
stark gefal’ce’c sind. Ferner kénnen natiirlich auch von vornherein die Kultur-
gefife in sinngeméfer Weise mit Glasréhren versehen werden, die ein Aussaugen
und Einfilllen von Fliissigkeit. gestatten.

Einfillen fester Substanzen nach Entwicklung geschlossener
Pilzdecken. Vielfach ist es weiterhin erforderlich, nach Entwicklung der Pilze
feste Substanzen zuzusetzen, wie beispielsweise Calciumcarbonat zwecks Neutrali-
sierung der gebildeten oder entstehenden Sauren. Dies erfolgt, falls keine
Infektionsgefahr besteht, am einfachsten entweder in der Weise, dafl das Kultur-
gefall schrag gehalten und nun die vorher sterilisierte Substanz in die Kultur-
fliissigkeit hineingebracht wird, oder so, daf} die betreffende Substanz mittels
eines weiten langhalsigen Einfiilltrichters, der am unteren Ende einen
entsprechenden Haken zum Aufheben der Pilzdecke trégt, eingefillt wird.
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Falls die Infektionsgefahr durch fremde Organismen sehr erheblich ist, geht
man am besten in der Weise vor, dafl die Kulturgefiflie von vornherein mit
einem bis in die Flissigkeit reichenden, oben durch den Watteverschlufl des
Kolbens fixierten Einfilltrichter versehen werden; derselbe ist am unteren
Ende entsprechend aufgerandet. Zwecks Einfiillung wird der Trichter und da-
durch die Pilzdecke etwas hochgehoben, so daf} die einzufiillende Substanz, ohne
den Trichter durch ihre Benetzung verstopfen zu kénnen, auf den Boden des
Kolbens gelangt. Vor dem Einfiillen ist das im Inneren des Trichters gewachsene
Myecel leicht zu entfernen.

Die Entliftung der Kulturen ist vielfach ein wichtiger Punkt bei der
Durchfiihrung oxydativer Géarungen, da bei diesen die vorhandene Sauerstoff-
konzentration von Bedeutung erscheint. Insbesondere fiir den Vergleich von
Versuchen in geschlossenen Gefiflen (Erlenmeyerkolben usw.) mit solchen in
offenen Schalen ist dies von Bedeutung; denn in den mit Wattepropfen ver-
sehenen Kulturkolben kann weit mehr Kohlendioxyd oberhalb der Pilzdecken
angesammelt werden als in den, Luftstromungen sehr ausgesetzten, offenen
Schalen. Zwecks Durchliiftung der Kulturgefafle kann Luft usw. entweder durch-
geblasen oder hindurchgesaugt werden. Die Sterilisierung der Luft erfolgt am
besten in der Weise, daBl dieselbe nach einer ersten Filtration durch Watte,
sodann z. B. durch eine Sublimatlosung geleitet wird, und zwar in der Weise,
daf} sie dabei einerseits einen moglichst weiten Weg machen mufl und anderer-
seits in kleine Blasen verteilt wird; dies kann dadurch erzielt werden, daf ein
entsprechendes, mit Glasperlen, Glaswolle usw. gefiilltes Waschgefa8 verwendet
wird. Vor Eintritt der Luft in das Kulturgefdl wird dieselbe nochmals durch
Watte hindurchgeleitet. Das Hindurchblasen der Luft ist im allgemeinen ein-
facher durchfiihrbar, da dabei die Gefialle den tiblichen Watteverschlu3 behalten
kénnen, der im Falle des Luftdurchsaugens durch Gummistopfen ersetzt
werden mub.

Das Durchleiten von Luft durch die GérgefiBle kann zweckméBigerweise
auch mit einer Vorrichtung zur Bestimmung des entstehenden Kohlendioxyds ver-
bunden werden. Dabei miissen die Kulturgefale natiirlicherweise mit einem
doppelt durchbohrten Gummistopfen verschlossen werden. Die Luft wird vor
Eintritt in den Kolben zunichst von Kohlendioxyd befreit, indem ein langes,
mit Natronkalk gefiilltes Rohr vorgeschaltet wird. Ebenso wird die aus den
Kulturgefallen entweichende Luft in zweckm#Biger Weise durch Absorptions-
gefille geleitet, und zwar entweder Kaliapparate oder mit Natronkalk gefiillte
Absorptionsrohre, die sodann zur Wigung gelangen, oder mit Barytwasser
gefiillte Vorlagen, zur mafBanalytischen Bestimmung der Kohlensiure durch
Zurticktitrieren der Lauge. Es kann dabei zweckméfig in Anlehnung an die
von MEYERHOF u.a.! zur Bestimmung der Atmungsintensitit von Mikro-
organismen ausgearbeitete Methodik vorgegangen werden. Die Luftdurch-
leitung erfolgt am besten in bestimmten Zeitintervallen. Als Respirationswert
kann der Quotient aus dem Gewichte des Kohlendioxyds und dem der atmenden
Organismen angesehen werden:

RW. = e ing

Pilzmasse in g
Falls man, wie es exakter erscheint, eine Beziehung zum aufgenommenen Sauer-
stoff herstellen will, mufl die zugefiihrte O-Menge bekannt sein und das ab-
gehende Gas analysiert werden. Man erhélt dann den Atmungsquotienten= 0—00—2 .
2

1 MEYERHOF: Arch. ges. Phys. 1916, 353. — WAKSMANN u. STARKLEY : J. of Gen. Phys. 5,
289 (1923).
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Hinsichtlich einer Versuchsanordnung fiir die Untersuchung der Pilzatmung in
verschiedenen Gasgemischen sei auf TAMIYA! verwiesen.

Bewegung der Fliissigkeit. Bei der ruhigen Gérfithrung erscheint es
vielfach nachteilig, dal nur relativ langsam frische Losung mit der Pilzdecke
in Kontakt kommt und dafl andererseits nur relativ niedrige Schichthéhen
angewendet werden koénnen. Zur Beschleunigung dieses Vorganges kann eine
Durchmischung der Fliissigkeit vorgenommen werden. Im einfachsten Fall hilft
man sich in der Weise, dall man die Kulturgefifie ein oder zweimal téglich
stets in bestimmten Zeitintervallen vorsichtig umschwenkt, bis die Schlieren in
der Fliissigkeit verschwunden sind. Bei grofleren Versuchen kann auch in sinn-
gemafer Weise in den Kulturgefaen ein Riihrer eingebaut werden, der dauernd
oder zeitweise eine Homogenisierung der Flissigkeit unter Schonung der Pilz-
decken bewirkt (s. May, HErrIcK, MoYER und HErrBacH?). Bei Verwendung
groBerer Schalen kénnen entsprechende Vorrichtungen in sinngemifler Weise
angebracht werden. Wie gelegentlich der Besprechung der Patentliteratur iiber
Citronensaduregirung erwahnt wurde, ermdglicht technisch auch das Durchlauf-
verfahren eine zeitweise Homogenisierung der Fliissigkeiten.

Als Beispiel fiir die Handhabung der Technik von Pilzgdrungen und zugleich
als Beispiel fiir die Durchfithrung von Pilzgérungen in groferem Mafstabe sei
hier die halbtechnische Darstellung von Gluconsdure nach May, HERRICK,
Mover und HerrBace? ndher beschrieben. Die genannten Autoren fiihrten
die Vergdrung von 20proz. Glucoseldsung in sieben iibereinander befindlichen,
flachen Aluminiumpfannen (108 X 108 X 5 cm) mittels Pen.luteum purpuro-
genum durch; sie weisen auf die Wichtigkeit einer richtigen Beziehung zwischen
dem Volumen der zu vergérenden Losung und der Oberfliche hin. Wenn der
Quotient ione (€OB) o — 1 ist (also z. B. bei 1000 gem Fliche 1000 com

olumen (ccm)
Fliissigkeitsvolumen, gemdf 1 em Schichthohe), betrug die Ausbeute an Glucon-
sdure 82% d.Th., dagegen nur 30% d.Th., wenn der Quotient 0,16 betrug

(also entsprechend ﬁ = 6,25 cm Schichthche). Fiir praktische Zwecke wurde

als geeignetstes Verhaltnis 0,25 bis 0,30 gefunden (Schichthéhe = 4—3,3 cm).
Bei Anwendung einer 20—25proz. Glucoselgsung konnten unter diesen Be-
dingungen 55—65% d.Th. an Gluconsiure erhalten werden. Jeder Quadrat-
meter Pilzmycel war hierbei imstande, 4—4,5 kg Gluconséure innerhalb 14 Tagen
zu bilden. Zur Ermittlung der Bedeutung des Riihrens unterhalb den Pilz-
decken wurden Versuche mit verschiedenen Zuckerkonzentrationen vorge-
nommen. Bei dem Flichen-Volumenverhéltnis 0,28 (= etwa 3,5 cm Schicht-
hohe) und 1 1 Losung zeigte sich, daBl nur bei niedrigeren Zuckerkonzen-
trationen (10—15%) ein ausgeSprochen giinstiger Effekt durch das Riihren
erzielt wird (27,8 bzw. 49,2% Ausbeute gegeniiber 40,5 bzw. 65,3%), wogegen
bei héheren Zuckerkonzentrationen (20—25% ) kein ausgesprochener Erfolg mehr
zu verzeichnen war (55,0 bzw. 44,7% gegeniiber 60,56 bzw. 44,7%).
Hinsichtlich des fiir die Durchfiihrung der Gérung zu verwendenden Schalen-
materiales stellten die gleichen Autoren fest, daB Ni, Pb und Cu, die der Siure
standhalten, deutlich toxisch wirken, wihrend Zn, Fe und gewdéhnliches Al
angegriffen wurden. Sn und Bakelit kamen wegen des hohen Preises nicht in
Frage. Beim Abneutralisieren der Siure mittels Ca-Carbonat erschien anderer-
seits der Gérprozel infolge des dabei erforderlichen Riihrens zu kompliziert.
Gute Resultate wurden erhalten bei Verwendung von Eisenschalen, die mit

1 Tamrva: Acta phytochim. 4, 227 (1931) — C. 1931 I, 3249.
2 May, HERRrICK, MoYER u. HELLBACH: Ind. Chem. 21, 1198 (1929).
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hochgradig sturebestindigem Email ausgekleidet waren, doch erwiesen sich
derartige Schalen als zu teuer. Bei Verwendung von Eisenschalen, die mit
einem Eisenlack versehen waren, wurden gleichfalls befriedigende Ausbeuten an
Gluconsiure erhalten, doch begann nach wiederholter Benutzung der Lack sich
dunkel zu firben, wobei zugleich die Ausbeuten bis gegen 30% d. Th. herunter-
gingen. Dagegen erwiesen sich Gérpfannen aus Al, das neben 99,45% Al weniger
als 0,1% Cu und Mn enthielt, als sehr geeignet, nachdem sie zuvor mit heiller
verdiinnter Gluconsiurelésung behandelt worden waren. Bei wiederholter Ver-
wendung derartiger Schalen stieg die Ausbeute auf 52—61% d. Th.

In einem Gérraum wurden 7 derartige Pfannen iibereinander aufgestellt und
die Anlage mit Vorrichtungen zur Zuleitung der Zuckerlésungen, Zufuhr von
steriler Luft, Schaufenstern usw. versehen. Drei Tage vor dem Géransatz wurden
21 Kolben mit je 400 ccm Losung als Impfkulturen vorbereitet, indem jeder
Kolben mit Sporen einer etwa 10 Tage alten Agar-Pepton-Glucosekultur eines
gepriiften Pilzstammes geimpft wurden. Am 4.Tage wurde die Zuckerlosung
fiir den Géransatz vorbereitet. Fiir einen 7 Schalenansatz wurden 63 kg Glucose
(etwa 91,5 proz) 0,315 kg Na-Nitrat, 0,079 kg Mg-Sulfat, 0,016 kg K-Chlorid und
0,009 kg Phosphorsidure in Wasser gelst und auf 315 1 aufgefiillt. Diese Losung
wurde in einem Autoklav sterilisiert (100°). Die Zuleitung zum Behilter fiir
die Losung, dieser selbst, die Zuleitung zu den einzelnen Pfannen wurden
45 Minuten lang durch Dampf sterilisiert, die Schalen sowie der Gérraum 4 bis
5 Stunden. Nach dem Abkiihlen auf 25° wurde die 30° warme Zuckerlésung
durch sterile Prefluft in das Reservoir gedriickt, und nachdem jede Pfanne mit
je drei der Impfkulturen versehen war, wurden je 45 1 der Garlésung zugesetzt.
Nach 2 Tagen war ein geschlossenes, diinnes Mycel gebildet; am 4. Tage begann
infolge intensiven Einsetzens der Gluconsidurebildung eine Temperaturerh6hung,
manchmal um mehr als 5°. In diesem Zeitpunkt wurde auch mit dem Ein-
blasen von 23° warmer Luft begonnen, und zwar in einer Menge von etwa 100 1
per Minute. Am 11.Tage wurde die Garung unterbrochen und die vergorene
Losung in iiblicher Weise auf Ca-Gluconat verarbeitet.

2. Submerse Vergirung unter Luftdurchleitung. Es kommt hierbei nicht
zur Bildung einer geschlossenen Pilzdecke, sondern zur Entwicklung eines sub-
mersen Mycels. Die zu verarbeitende Fliissigkeit braucht daher nicht in diinner
Schichthohe ausgebreitet zu sein, sondern ermdglicht die Anwendung hoher
Flissigkeitsschichten. Damit steht auch in Zusammenhang, dal die Form der
Kulturgefafle in diesem Falle entsprechend sinngem&fl zu wahlen ist. Nach der
iiblichen Impfung erfolgt die Mycelentwicklung wihrend des Durchleitens von
Luft usw. durch die Fliissigkeit, die dadurch in dauernder Bewegung gehalten
wird. Es kommt dabei zunéchst zur Ausbildung kugelférmiger Mycelgebilde
oder von Mycelflocken, die dann vielfach zu grofleren Aggregaten zusammen-
wachsen. Fir die Gérfithrung selbst erscheint dabei die Menge des zugefiithrten
Sauerstoffs ven Wichtigkeit, da dadurch die Menge der sich ansammelnden
Gérprodukte wesentlich beeinfluBt werden kann. Die durchzuleitende Luft
wird daher je nach Wunsch mit Sauerstoff oder Kohlensdure bzw. Stickstoff
zu mischen sein. Hinsichtlich der Gasdurchleitung selbst gilt das bereits oben
Gesagte; besonders auf gute Sterilisierung der Luft muB Wert gelegt werden.
Diese Methode zur Entwicklung submersen Pilzmycels scheint auch insbesondere
fir die Durchfithrung und Untersuchung anoxybiontischer Garungsvorgénge bei
Pilzen von Bedeutung zu sein, indem nach Entwicklung des submersen Pilz-
mycels die Kulturkolben mit Stickstoff oder Kohlensdure gefiillt, die weitere
Gasdurchleitung eingestellt und die Gefille in der fiir anoxybiontische Gir-
fiihrungen tblichen Weise verschlossen werden. Mit derartigen Mycelien kann

Bernhauer, Giirungen. 10
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auch nach Entfernung der zur Entwicklung dienenden Nahrlosung gearbeitet
werden, indem diese durch ein entsprechend angebrachtes Filter herausgesaugt
wird, durch das auch die Gaszufithrung erfolgt. Hierzu sind durchlochte Por-
zellanplatten oder die zweckentsprechende Anbringung von Glaswolle recht
geeignet. In sinngemifBer Weise kann dann auch das Auswaschen des Mycels
und der Zusatz der zu vergirenden Fliissigkeit erfolgen. Derartiges Mycel
erscheint auch fiir die Durchfithrung von Enzymversuchen sehr gut geeignet.

¢) Enzymversuche'.

Um bis zur rein enzymchemischen Durchfithrung eines Gérvorganges zu
gelangen, wird man in systematischer Weise so vorgehen konnen, daB man
zundchst die zu untersuchende Reaktion mit Préparaten der betreffenden in
Frage kommenden Organismen durchzufiihren sucht. Bei Pilzen kann man dabei
vorerst nicht abgetotetes, aber durch feines Verreiben oder Vermahlen gut
zerkleinertes Mycel verwenden, wobei vielfach ein submers unter Luftdurch-
leitung zur Entwicklung gebrachtes Mycel mit Vorteil Verwendung finden kann.
Es empfiehlt sich bei einem derart erhaltenen Mycelbrei der Zusatz geeigneter
antiseptischer Stoffe zwecks Wahrung der Sterilitit. Da es sich hierbei um oxy-
dative Enzymreaktionen handelt, ist bei der Durchfiilhrung der Versuche die
Zufithrung von Sauerstoff erforderlich. Man wird daher unter gleichzeitiger
Luftdurchleitung oder unter Riihren, am zweckmifBigsten aber wohl unter
gleichzeitigem Schiitteln der Versuchslosungen arbeiten, wodurch dieselben
stets mit Sauerstoff in Beriihrung gebracht werden. Eine geeignete Vorrichtung
hierfiir ist leicht in Anlehnung an die bekannten Hydrierungsapparaturen her-
stellbar. Am bequemsten verwendet man dabei langhalsige Kjeldahlkolben, die
durch die Schiittelvorrichtung in Bewegung gesetzt werden. Die Kolben kénnen
entweder einfach mit einem Wattebausch versehen sein, falls die Feststellung
der Reaktion nur in der Fliissigkeit erfolgen soll, oder mit einem doppelt durch-
bohrten Gummistopsel fir die Gaszu- und -ableitung, falls Sauerstoffauf-
nahme usw. gemessen werden sollen. Die Sauerstoffaufnahme kann natiirlich
auch in sinngemdf analoger Weise gemessen werden wie bei den Hydrierungs-
apparaten oder auch manometrisch in Atmungstrogen.

1. Gewinnung von Roh-Trockenpriiparaten. Der nichste Schritt zur Fest-
stellung einer enzymatischen Reaktion wird der sein, daB man Trocken- bzw.
Dauerpraparate aus den betreffenden Organismen herstellt und mit diesen die
beabsichtigten Reaktionen durchzufilhren sucht. Derartige Praparate ent-
halten demnach die ganzen Organismen in abgetotetem und trockenem Zu-
stand; die mit diesen erzielten Reaktionen werden daher bereits als eigentliche
enzymatische Vorgéinge anzusprechen sein, die durch die in dem Trockenmaterial,
neben allen sonstigen Begleitstoffen, vorhandenen Enzyme ausgelost werden.

Zwecks Herstellung von Trockenprdparaten (in rohem Zustande) wird das
betreffende Material mittels Leitungswasser abgespiilt und so von anhaftendem
Substrat moglichst befreit. Vielfach ist es auch zweckmaBig, die zu verarbeitenden
Organismen vor Verwendung auf Leitungswasser hungern zu lassen. Aus dem
so erhaltenen Material wird sodann die anhaftende Fliissigkeit durch Abpressen
in einer geeigneten Handpresse entfernt, der Prefriickstand mdglichst gut zer-
kleinert und nun entweder durch Aufbewahren iiber Schwefelsdure im Vakuum
oder durch Eintragen in geeignete organische Losungsmittel vollig entwéssert.
Hierzu verwendet man entweder ein Alkohol-Ather-Gemisch (2 Vol. 96 proz.
Alkohol, 1 Vol. Ather), Aceton oder Methylalkohol. Fiir 100 g Prefiriickstand

1 Siehe auch MULLER in OPPENHEIMER und PINKUSSEN: Methodik der Fermente, 486 (1929).
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kommen 2—2.51 Fliussigkeit zur Anwendung. Nach 3—5 Minuten wihrender
Einwirkung (eventuell auf der Schiittelmaschine) wird die tiberstehende Fliissig-
keit entfernt, sofort etwa 200 ccm Ather zugesetzt, nach 1—2 Minuten derselbe
entfernt und das Material nochmals mit der gleichen Menge Ather in analoger
Weise behandelt. Die Masse wird sodann zur Entfernung des Athers im Vakuum,
am besten iiber Schwefelsiure oder Chlorcalcium 1—2 Tage aufbewahrt. Nach
dem Pulverisieren sind die Priparate fiir die Durchfilhrung von Enzym-
versuchen geeignet.

2. Gewinnung von Rohenzymldsungen. Ein weiterer Schritt wird nun der
sein, das betreffende Enzym von den sonstigen Korpersubstanzen der Pilze usw.
zu befreien. Hierzu ist die Lockerung bzw. Zerstérung der Zellstruktur er-
forderlich, um die Enzyme herauslésen zu konnen. Im allgemeinen stehen
hierbei folgende Methoden zur Verfiigung:

1. Entwisserung des Materials wie bei der Herstellung der rohen Trocken-
praparate beschrieben, durch Trocknen im Vakuum iiber wasserentziehenden
Mitteln, oder rascher und daher besser mittels wasserentziehender organischer
Losungsmittel. Aus der erhaltenen Trockensubstanz kann sodann mittels
Wasser usw. ein Enzymauszug hergestellt werden.

2. Zwecks Herstellung von Prefisaft (nach BUCHNER) wird das in iblicher
Weise vom anhaftenden Substrat befreite Material zunéchst in einer Handpresse
von der anhaftenden Fliissigkeit befreit und sodann unter Zusatz von reinem
Quarzsand (1 Teil) und Kieselgur (0,3 Teile) innig verrieben (10—20 Minuten),
bis man eine homogene knetbare Masse erhalt. Dieselbe wird sodann in einer
Buchnerpresse bei etwa 300 Atmosphéren wahrend etwa 10 Minuten abgepreft..
Der Prefsaft kann zu Enzymversuchen verwendet werden.

3. Die Zerstorung der Zellstruktur kann weiterhin entweder durch Plasmolyse
bewerkstelligt werden, wobei man mittels Losungen von hohem osmotischen
Druck ein Austreten des Zellinhaltes herbeizufiihren sucht, oder durch Ge-
frieren des Materials, indem man dasselbe in fliissige Luft eintrigt, wobei es
zur Sprengung der Zellwand und damit zum Austritt des Zellinhaltes kommt
(bei Pilzen s. z. B. HErzoc und MEIER!).

4. Weiterhin kann eine Auflockerung des Zellgefiiges auch auf enzym-
chemischem Wege, und zwar durch Autolyse herbeigefithrt werden, wobei zu-
meist unter Zusatz von narkotischen Zellgiften gearbeitet wird, die zugleich
bactericide Wirkung haben. Die Organismen werden dabei zunéichst durch
Trocknen, wie bereits beschrieben, abgetétet und dann das Trockenmaterial
pulverisiert, oder wird durch Verreiben mit Seesand die Zellstruktur -zerstért.
Das so erhaltene Material wird nun mit Glycerin oder Wasser nach Zusatz von
Toluol, Chloroform oder Essigester usw. der Autolyse unterworfen, wobei die
Enzyme freigelegt werden und in Losung gehen. (Hinsichtlich Gewinnung ver-
schiedener Enzyme aus Pilzen s. z. B. PRINGSHEIM und ZEMPLEN2, derselbe und
Coux3, FREUDENBERG und VOLBRECHT?, TAKAMINE®.)

3. Herstellung von Dauerpriparaten ans den Rohenzymlosungen. Die in der
geschilderten Weise erhaltenen Prefsifte, Extrakte usw. sind zumeist nicht sehr
haltbar, und daher empfiehlt sich vielfach die Ausfallung der darin enthaltenen
Enzyme, also die Verarbeitung der Rohenzymldsungen auf Dauerpraparate. Die
erhaltene Lésung wird zu diesem Zweck entweder mit einem Alkohol-Ather-

! Herzoe u. Merer: H. 5%, 41 (1908); 59, 57 (1909).
2 PRINGSHEIM u. ZEMPLEN: H. 62, 367 (1909).

3 PringsHEIM u. Comn: H. 133, 80 (1924).

* FREUDENBERG u. VOLBRECHT: H. 116, 227 (1921). .
5 TARAMINE: J. of Soc. Chem. Ind. 17, 118 (1898).

10*
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Gemisch (2:1, Vol.), mit 96proz. Alkohol oder mit Aceton versetzt. Fiir je
10 cem PreBsaft kann man etwa 120 cem Alkohol-Ather-Gemisch oder Alkohol
bzw. etwa 100 ccm Aceton anwenden, indem man den PreBsaft tropfenweise
in das, am besten mittels Riithrwerk in kraftiger Bewegung gehaltene Fillungs-
mittel einlaufen laB3t. Nach kurzem Absetzen des Niederschlages wird die Fliissig-
keit abgegossen oder abgehebert, der Rest rasch abgesaugt, auf der Nutsche
mit absolutem Alkohol und sodann mit absolutem Ather gut gewaschen. Vor-
teilhafterweise kénnen diese Operationen auch auf einer entsprechenden Zentri-
fuge vorgenommen werden. Die Masse wird dann sogleich iiber Schwefelsiure
ins Vakuum gebracht, wo sie etwa 24 Stunden verbleibt. Die Aufbewahrung
der Praparate erfolgt am besten im Chlorcalciumexsiceator.

Vielfach ist durch fraktionierte Fillung eine Anreicherung bestimmter Enzyme
erzielbar (s. z. B. WiELaxp und G. FiscHER, bei Gewinnung der Phenol-
oxydase?).

4. Reinigung der Rohenzymlosungen. Zunichst ist oftmals eine Kldrung
der Enzymlésungen mittels Kieselgur und Abzentrifugieren derselben erforder-
lich. Weiterhin kann auch durch Umfdllen mit geeigneten Fallungsmitteln
eine Reinigung erzielt werden. Allgemein anwendbare Vorschriften lassen sich
hierbei nicht geben. Sodann kann die Enzymlosung durch Dialyse von manchen
Begleitstoffen befreit werden, so insbesondere unter anderem von FEHLINGsche
Losung reduzierenden Bestandteilen. Als Membran ist meist Pergamentpapier
verwendbar, wobei die Dialyse gegen stromendes Wasser vorgenommen werden
kann. Schlieflich hat sich insbesondere die Adsorption mit anschlieBender
Elution zur Anreicherung und Reinigung von Enzymen bewdhrt, worauf hier
nicht naher eingegangen werden soll.

5. Beispiele fiir die Darstellung einiger Oxydationsfermente. a) Alkohol-
dehydrase. Derartige Enzympraparate konnen nach BUCHNER und MEISEN-
HEIMER? sowie BUCHNER und GAUNT® nur in Form der gesamten, mit Aceton
abgetoteten Bakterien erhalten werden.

B. aceti, das man durch Stehenlassen von Bier an der Luft erhalten kann,
wird auf Bierwiirze, die mit 4% Alkohol und 1% Essigséure versetzt ist, in grofen
flachen Schalen zur Entwicklung gebracht; durch Auflegen von Filtrierpapier
kénnen die Kulturen vor fremden Keimen etwas geschiitzt werden. Nach dem
Animpfen bilden sich innerhalb 4—5 Tagen kriftige Bakteriendecken auf der
Oberflache der Nahrlosung. Die unterhalb der Bakterienhédute befindliche klare
Fliissigkeit wird nun abgehebert, die Bakterienhdute mit Wasser ausgewaschen
und zwischen Tonplatten getrocknet. Nach etwa 24 Stunden wird die Bakterien-
masse in das 10—20fache Gewicht Aceton eingetragen, zu einem feinen Pulver
verrieben, nach 10 Minuten abfiltriert, mit Ather nachgewaschen und im Vakuum
iiber Schwefelsdure getrocknet. Man erhélt so ein gelbliches staubiges Pulver,
durch das 4proz. Losungen von Athylalkohol in Gegenwart antiseptischer Mittel
(Toluol) und Durchleiten eines Luftstromes oder unter Schiitteln in geringem
MaBle in Essigsaure iibergefiihrt werden.

b) Qlucose-Oxydase. Nach MULLER* wird 1 Teil der trocken gepreBiten Pilz-
masse (Aspergillus niger) mit 1 Teil reinem Quarzsand und 0,35 Teilen Kiesel-
gur im Moérser angeriihrt, bis die Mischung eine feuchtklebrige Konsistenz
besitzt. Dieselbe wird dann mittels einer Buchnerpresse (300 Atm.) ausgepreft.
Es resultieren 0,5 Teile Prefisaft. Dieser wird in 96proz. Alkohol, Alkohol-

! WieLanp u. G. FiscHEr: B. 59, 1180 (1926).

? BucHNER u. MEISENHEIMER: B. 36, 637 (1903).
3 BUCHNER u. GAUNT: A. 349y 140 (1906).

4 MtrrER: Bio. Z. 199, 136 (1928).
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Ather-Mischung oder Aceton tropfenweise unter kriftigem Riihren eingetragen,
der Niederschlag abgesaugt, und bevor die Mutterlauge vollig entfernt ist, mit
absolutem Alkohol wiederholt gewaschen, schlieBlich mit Ather gespiilt und
sodann das Préparat im Vakuumexsiccator belassen. Zwecks weiterer Reinigung
(MtoLLERY) wird dasselbe 3 Tage gegen stromendes Wasser dialysiert und die
TInnenfliissigkeit wieder durch Eintropfeln in ein Alkohol-Ather-Gemisch (2:1
gefallt.

¢) Peroxydase. Dieselbe wird nach WILSTATTER und STOLL? sowie WIL-
STATTER® in hochgereinigtem Zustande in folgender Weise erhalten: 5 kg Meer-
rettich werden nach entsprechender Vorreinigung 24 Stunden in Wasser ein-
gelegt, sodann in diinne Scheiben geschnitten, 7—9 Tage durch flieBendes
Leitungswasser dialysiert und sodann moglichst trocken gesaugt. Durch drei-
stiindige Digestion in 15 1 Wasser, die 30 g Oxalséure enthalten, wird das Enzym
niedergeschlagen, die Schnitzel abgesaugt und abgeprefit und in einer geeigneten
Miihle zu einem diinnen Brei zerkleinert. Nach Vermischen dieses mit 6—8 1
Wasser, Abfiltrieren, Nachwaschen mit etwa 0,1proz. Oxalsdurelosung und
Auspressen wird der Riickstand fein verrieben und unter kréftigem Umriihren
mit Bariumhydroxydlésung versetzt. Nach 1/,stiindigem Durchkneten wird die
Masse mittels einer Buchnerpresse abgepreft, wodurch ein méafBig wirksamer
Extrakt erhalten wird. Bei nochmaliger analoger Behandlung des Riickstandes
mit kalt gesittigter Bariumhydroxydlésung und Abpressen erhilt man einen
sehr wirksamen Enzymextrakt, der sogleich mit Kohlensdure behandelt wird.
Aus dem Prefikuchen konnen bei Wiederholung der gleichen Operationen weitere
schwicher wirksame Extrakte erhalten werden. Aus den mit CO, behandelten
Extrakten kénnen sodann durch Zusatz von Alkohol (%/,, des Volumens) schleim-
artige Korper niedergeschlagen werden. Aus der Losung wird nun das Roh-
enzym durch Zusatz der fiinffachen Menge absoluten Alkohols ausgefallt. Das-
selbe wird beim Anreiben mit Alkohol pulverig und kann auf gehartetem Filter
mit Alkohol gewaschen werden. Die weitere Reinigung erfolgt am besten durch
Adsorption, wobei sich besonders Aluminiumhydroxyd und Kaolin bewéhrten;
die Loésung des Rohproduktes in 50proz. Alkohol wird dabei in eine Auf-
schwemmung von sulfathaltigem Aluminiumhydroxyd in kleinen Mengen ein-
getragen, sodann das Adsorbat durch Alkohol niedergeschlagen, absitzen gelassen
und abzentrifugiert. Durch Anriihren mit eiskaltem Wasser und Einleiten von
Kohlensidure wird das Ferment eluiert, die Elution durch Hartfilter abgesaugt
bzw. zentrifugiert und bei 10—15° eingeengt. Durch Wiederholung dieser
Operationen und schliefiliche Adsorption an Kaolin gelingt eine weitere Reinigung.

B. Chemischer Teil.

Hinsichtlich der Aufarbeitung der Géransitze im allgemeinen ist zu sagen,
daB die Garprodukte zumeist in Form geeigneter Salze aus den verarbeiteten
Losungen zu isolieren sein werden, da wir es bei den oxydativen Gérungen vor-
nehmlich mit der Bildung von Sauren zu tun haben. Im speziellen Teil wird
ersichtlich gemacht, welche Salze oder sonstigen Derivate fiir die Isolierung der
Gérprodukte jeweils in Frage kommen.

Weiterhin ist vielfach insbesondere fiir die Feststellung von Zwischen-
produkten oder bestimmter Umwandlungsprodukte usw. die Probeentnahme
und Priifung der Proben von Wichtigkeit. Auch hierfiir sind im speziellen Teil

1 MtLLER: Bio. Z. 232, 423 (1931). 2 WILSTATTER u. SToLL: A. 416, 28 (1918).
8 WILSTATTER: A. 422, 55 (1921).
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Tabelle 8.
Abkiirzungen und Bemerkungen zu den Tabellen: 1.1. = leicht 16slich; s. 1. 1. = sehr leicht 16slich;
Wenn bei Angabe der Loslichkeit nichts weiter bemerkt
a \ b c
5 Nadeln, Fp. 132 | Eisenchloridre- | Oxydation  zu
1. d-Gluconssure, CgH;,0, bis 133° (Sintern |aktion2, Orcin-| Zuckersdure.
H H OHH ab 125°)1, 1.1. W., {reaktion® (nach| CO,-Abspaltung
CH,OH i || E : COOH |1 A, unl. Ae. {«])2 | Einwirkung von| gibt Arabinose.
OH OH H OH = —0,28 (sofort), NaOCI).

y- und J-Lacton.
2. d-Mannonsdure, C¢H,,0, Sirup, lactonisiert | Analog wie 1. |Oxydation zu
H H OH OH leicht.  y-Lacton, Mannozucker-
. sure?
CH,OH : Il || : COOH é-Lacton. siure”.
OHOH H H
3. d-Galaktonséure, CgH,,0, Nadeln {aus A.)| Analog wie 1. |Oxydation zu
H OH OH H Fp. 140—141°, Schleimséure1°.
[ I g |6l = —12,23°
CH,0H— | | [ COOH (sofort). y-Lacton.
OHH H OH
4. 1-Arabonsiure, CyH,,Oq Fp.118—119° (bei | Isatinreaktion. —
OH OH H 110° erweichend,
| I | bei 110—111° sin-
CH,OH——————COOH | 4ernd), aus A, [4]20
H H OH = —047° (so-
fort)!.  y-Lacton.
5. 1-Xylonsaure, C;H,,O, Sirup, leicht lac- — —
H OH H tonisierend.
CHZOH—:——:—*—}—COOH
OH H OH
6. Glucuronsiure, C¢H,,0, Fp. 156°, [«x]2’| Phloroglucin- |Oxydation zu
OH H OH OH = 35,219, Lacton |reaktion. Orcin-|Zuckersidure, Re-
\ i | [ | ’ (Glucuron).  Fp. |reaktion. Naph-|duktion von FER-
CHO | | [ —COOH 175—176°, [oq% thoresorcinreak- | rINGscher Lo-
H OHH H — 18,9°. tion 20, sung.
" 7. 5-Ketogluconsdure, CgH,,0, Sirup. «-Naphthol-, Re- | Reduktion von
. H OH H sorcin-, Phloro-| FrnLINGscher
| | i glucin und Orcin- | Lésung und am-
CH,0H ] l T COOH reaktion26. | mon. Ag-Losung.
O OH H OH
8. d-Zuckersdure, C4H,,Oq Fp. 125—126°, | Isatinreaktion®2 | Reduktion von
H H OH H [o]p = 6,9° 30, Zuk- ammon. AgNO;.
kerlactonsédure,

000H—+——1—1—coon
OH OH H OH

Fp. 130—132°3%,

9. Kojissure, CgHgO,
Co
H.C/\C-0H

|
CH,0H - C.J\ /|C -H
0

1 ReHORST: B. 63, 2279 (1930).
BERG: Bio. Z. 11, 218 (1915).
MORE: B. 22, 2731 (1889).
369 (1927).
9 FiscHER: B. 22, 3219 (1886).
1552 (1885).
380 (1884).

B 19, 3031 (1886). — K1L1aNI u. SCHAFER: B. 29, 1765 (1896).
(1891); %, 501 (1892); 15, 592 (1896). — Vgl. WipTsok: B. 33, 136, Anm. (1900).

Fp. 152° (154°).

BERG: B. 35, 1473 (1902). — NEr: A. 403, 254 (1914).

2 Bera: B (3) 11, 883 (1894).

¢ FIScHER, E.: B. 23, 803 (1890).
¢ BERNHAUER: Bio. Z. 112, 305 (1926).
8 NEF: A. 403, 306 (1914). — LEVENE u. MEYER: J. biol. Chem. 26, 359 (1916).
10 TorLENS u. KENT: A. 227, 222 (1885).

12 KrrranNi: B. 19, 3031 (1886); 21, 3007 (1888).
MU NEF: A. 357, 227 (1907). — GLATTFELD : Am., Soc. 5;), 147 (1928). |
¢ BeErTRAND: Bl. (3) 5, 556

FeCl;-Reaktion
(Rotfarbung).

Reduktion von
FenLINGscher
Losung 3.

3 MANDEL u. NEU-
5 F1scHER, E. u. Pass-
7 Kiriani: . B. 63,

11 Krr1aNTI: B. 18,
13 BAUER: J. pr. (2) 30,

15 KILIANT:

17 NEU-
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Tabelle 8 (Fortsetzung).
schw. 1. = schwer 1oslich; unl. = unléslich; W. = Wasser; A. = Alkohol; Ae. = Ather.

ist, so bedeutet dies die Loslichkeit in Wasser.
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Ca-Salz, blumenkohlartig, Cinchoninsalz, Fp. 187°4,
Phenylhydrazid, Fp.198—200°5, Amid, Fp.143
bis 144°.

Annihernd als
Ca-Salz®.

Ca-Salz, Prismen, Brucinsalz, Nadeln, Fp. 212°
(aus W. oder aus A.)%, Amid, Fp.172—173°.

Aus Steinnuf3-
spanen®.

Ca-Salz (+ 4 H,0), Cd-Salz (+ 2 H,0), kleine Na-
deln aus heifl konz. Losung.

Aus Milchzucker?,

Ca-Salz (+ 5 H,0), Nadeln oder Prismen 12, Cd-Salz
(mittels A. aus wiBriger Losung), seideglinzende
Nadeln®®, Strychninsalz 117° (164° ohne H,0).

Mittels Brom 15!

Cd-Xylono-bromid (C;Hy0g), Cd + CdBr + 2 H,0,

prism. Nadeln, charakt.1®, Brucinsalz, Fp.172—174°,

176°17, Cinchoninsalz, Fp.180°7, Amid, - Fp. 81
bis 82°.

Mittels Brom18. )

Ba-Salz amorph., Cinchoninsalz, Nadeln, Fp. 204 °21,

Brucinsalz (H,0) Fp. 156—157°11, Phenylosazon,

Nadeln, Fp. 200—202°, p-Bromphenylosazon,

Fp. 2362, Ba-Salz des p-Bromphenylosazons,
Fp. 216°22,

Colorimetrisch mit-
tels der Naphthore-
sorcinreaktion 23,

Aus Mentholglucu-
ronsidure?* aus ara-
bischem Gummi?5,

Ca-Salz, schw. l.

Mittels FEHLING-
scher Losung?.

Aus Ca-Gluconat mit

bas. Ferriacetat und

H,0,2, aus Glucose
mittels HNO,2.

Mono-K-Salz, schw.l.; zur Abscheidung geeignet.
Ca-Salz, schw.l., Phenylhydrazid, Fp.210°, Th-Salz.

Durch Oxydation
von Stirke32.

Monobrom-Kojisdure Fp. 159—160°.

L W.

unl.

Cu-Salz,

Als Cu-Salz34, Ti-
tration (Alizarin-
Orange)34.

Am besten biologisch
(rein chemisch?).

18 BerTRAND: Bl (3) 5, 556 (1891); 15, 593 (1896). — CLowEs u. TOLLENS: A. 310, 175

(1900).
DIVE: B. 41, 1786 (1908).

¥ EHrLICH u. REHORST: B. 58, 1989 (1925); 62, 628 (1929).

20 TorLLENS u. Ro-

% NEUBERG: B. 32, 2395, 3386, 3388 (1899); 33, 3320 (1900).

22 (GOLDSCHMIDT u. ZERNER: M. 33, 1229 (1912). — Asanima u. Movoma: A. Pharm. 252, 66

(1914). 2 Torrexs: H. 61, 109 (1909).
— BaANG: Bio. Z. 32, 443 (1911).
573 (1900).
29 Kir1ant: B. 55, 2820 (1922).
A. 245, 1 (1888).

2 WEINMANN : B. 62, 1637 (1929).
2’ BERNHAUER u. ScHON: H. 180, 232 (1929).

30 REHORST: B. 61, 163 (1928).
%2 Yoper u. ToLLENS: B. 34, 3461 (1901).
3¢ May, Mover, WELLS u. HeErRICK: Am. Soc. 53, 774 (1931).

24 NEUBERG U. LACHMANN: Bio. Z. 24, 416 (1910).
26 NEUBERG : H. 31, 564,
% RUFF: B. 32, 550, 2270 (1899).
31 SoHST u. TOLLENS:
33 K1L1aNI: B. 58, 2345 (1925).

3 MAvURER: B. 63, 25 (1930).
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die jeweils geeignetsten Proben angefiihrt, die zur Erkennung der einzelnen
Sauren in Betracht zu ziehen sind. Im Hinblick auf den Nachweis sowie die
Isolierung und Identifizierung der einzelnen Substanzen soll jedoch auf die ver-
schiedenen Methoden und Méglichkeiten nicht erschopfend eingegangen werden,
sondern es sollen nur die praktisch in Frage kommenden Reaktionen, Derivate usw.
Beriicksichtigung finden.

Die Anordnung des Stoffes erfolgt in enger Anlehnung an die Haupt-
kapitel, und zwar:

1. Produkte der primiren Oxydationsvorginge: Zuckercarbonsiuren.

2. Cy-Sturen: Essigsiure, Glykol-, Glyoxyl- und Oxalsiure.

3. Die zweibasischen C,-Sduren: Bernstein-, Fumar-, Apfel-, Trauben-, Wein-
saure und Oxalessigséure.

4. Citronenséure und deren Abbauprodukte: Aconitsiure, Acetondicarbon-
sdure, Acetessigsdure.

5. Sonstige Sauren: Milch-, Brenztrauben-, Malon- und Ameisenséure.

6. Einige Zwischen- und Nebenprodukte: Alkohol, Acetaldehyd, Aceton,
Glycerin, Methylglyoxal.

7. Einige Zuckerarten: Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, Arabinose, Xylose,
Glucose, Fructose.

Die Stoffanordnung in jedem Einzelkapitel wurde so gewahlt, daBl zunéchst
durch eine Tabelle eine Ubersicht der einzelnen Reaktionen geschaffen und
sodann die Durchfithrung einzelner Reaktionen beschrieben wird, woran einige
Beispiele fiir die Isolierung und Identifizierung usw. angeschlossen werden.

Die einzelnen Tabellen beinhalten jeweils unter

a) Eigenschaften der betreffenden Substanz (insbesondere physikalische);

b) qualitative, orientierende Reaktionen: Farbreaktionen usw.;

)} Abbaureaktionen: Oxydationen, Spaltungen usw.;
) Salze und Derivate, die zur Isolierung und Identifizierung dienen kénnen;
) mikrochemischer Nachweis;

f) quantitative Bestimmungsmethoden;

g) Darstellungsmethoden, in Fallen, bei denen es sich um schwieriger zu-
gangliche Substanzen handelt und die Heranziehung von Vergleichspraparaten
zwecks Identifizierung ratsam erscheint.

¢
d
e

1. Produkte der primiren Oxydationsvorgéinge.
a) Allgemeine Ubersicht (s. Tabelle 8).

b) Durchfiihrung einzelner Reaktionen.

1. Zuckermonocarbonsiuren. Eisenchloridreaktion'. Die Losung von Oxy-
sduren gibt auf Zusatz verdiinnter Eisenchloridlosung eine intensive Gelbfirbung.

Orcinreaktion (bei Hexonsduren) (3, S.150): Die Probe (enthaltend die freien
Sauren oder deren Salze) wird mit 3 Tropfen n-NaOCI-Losung versetzt und 1 Minute
gekocht. Nach weiterem Zusatz von 3 Tropfen wird die Operation wiederholt;
die noch heiBle Fliissigkeit wird mit 3 Tropfen konzentrierter Salzséure versetzt
und 1/,—1 Minute zur Zerstorung des Hypochlorits und Austreibung des Chlors
gekocht, wobei eine voéllig farblose Fliissigkeit entstehen muf}. Sodann wird
mit der gleichen Menge rauchender Salzsiure und einer Messerspitze Orcin
versetzt und aufgekocht: violette oder griinblaue Farbung; mit Amylalkohol
ausschiittelbar, manchmal mit mehr olivbrauner Farbung. Die Reaktion beruht
wohl auf einen Abbau der Hexonsduren zu Pentosen.

1 Bera: Bl (3) 11, 883 (1894).
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Isatinreaktion (bei Pentonsiuren: Arabonsdure): Etwa 2 ccm konz. Schwefel-
sdure wird mit 1—2 mg Substanz und etwa der gleichen Menge Isatin langsam
erhitzt, bei 150—160° findet Violettfarbung statt. Die Reaktion beruht wahr-
scheinlich auf der Bildung von Furanderivaten.

Dicarbonsduren (Zuckersdure) geben in analoger Weise bei 140—150°
Griinfarbung. :

2. Oxocarbonsiuren (26, S. 151). «-Naphtholreaktion (MoLiscH- UDRANSKY):
Die Probe (!/, ccm) wird mit einem Tropfen kalt gesédttigter, alkoholischer
o-Naphthollgsung versetzt und vorsichtig mit 1 cem konz. Schwefelsidure unter-
schichtet : violetter Ring, beim Mischen (unter Kiihlung) rote bis blauviolette Farbe.

Phloroglucinreaktion (TOLLENS): Zu einigen ccm rauchender Salzsiure wird
so viel der Probe hinzugefiigt, dall die Mischung etwa 18proz. an Salzsdure ist
(d = 1,09), und so viel Phloroglucin, daB in der Wirme etwas ungeldst bleibt;
beim Erhitzen findet kirschrote Farbung statt, allméhliche Abscheidung eines
roten Farbstoffes; nach dem Erkalten mit Amylalkohol ausschiitteln: rote
Losung.

Orcinreaktion (ToLLENS): Die Probe wird mit Salzsdure und Orcin versetzt
(etwa 18proz. an Salzsiure) und erwidrmt: Rote, violette und schliellich blau-
grime Farbung, Abscheidung griinblauer Flocken, die von Amylalkohol mit
blaugriiner Farbe aufgenommen werden.

Resorcinreaktion (SELIWANOFF; Ketosenreaktion): Die Probe (sehr geringe
Menge) wird mit 2 cem eines Gemisches gleicher Teile rauchender Salzsdure
und Wasser versetzt und nach Zusatz einiger Krystalle Resorcin erhitzt: Tief-
rote Farbung, Ausfillung eines braunroten Farbstoffes, in Alkohol mit tiefroter
Farbe loslich. '

Naphthoresorcinreaktion (20, 8. 151): Die Probe wird mit Naphthoresorcin und
Salzsiure gekocht: Niederschlag, nach dem Erkalten mit Ather ausgeschiittelt:
Blaue bis rotviolette Farbung. Zum Nachweis von Glucuronsiure neben
Pentosen geeignet.

2. C,-Siuren.
a) Allgemeine Ubersicht (s. Tabelle 9).
b) Durchfiihrung einzelner Reaktionen.

Essigséure.

Ferriacetatreaktion: Anorganische Ferrisalze geben in neutraler Losung in
der Kailte eine blutrote Féarbung, unter Bildung der Hexa-acetato-ferri-Base:

(CH, - 000>1
(OH),
Erwarmen der Probe bewirkt Abscheidung eines basischen Salzes, unter Ver-

schwinden der Rotfarbung.

Essigsduredthylester: Geruchsreaktion beim Erwirmen der Probe mit konz.
Schwefelsiure und Athylalkohol.

Kakodylreaktion: Das trockene Alkaliacetat wird mit Arseniksiureanhydrid
im Reagensrohr erhitzt; die Bildung von Kakodyl As,(CH;), und Kakodyloxyd
As,(CH,),0 ist am tiblen Geruch erkennbar. Die néichsthoheren Homologen der
Essigsaure geben die gleiche Reaktion.

Acetonbildung: Ca-Acetat gibt beim trockenen Destillieren Aceton, dessen
Dampfe zweckmaBigerweise in Wasser aufgefangen werden, mit dem nun die
Acetonreaktionen vorgenommen werden kénnen.

CH, - COO | Fe,
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Tabelle 9.
a b c
Essigsdure Kp. 117,9°, Fp. 16,6° | Ferriacetat-Reakt., ge- Acetonbildung 2
CH..coon |mit Wasserdampf fliich- | ringe Empfindlichkeit*.
3 tig; mischbar mit W., | Essigsiuredthylester;
A., Ae., nicht mit CS,. Kakodylreaktion.
Glykolsaure Nadeln (aus Wasser), | Kodeinreaktion: Gelb- | Oxydation mit HNO,
CH.OH . cooH | FP- 78—79°; Blatter | farbung, in Violett iiber- | gibt Oxalséure. Erhitzen
2 (aus Ae.) 1. 1. W.; A,, Ae. | gehend. p-Kresol-Reak- | mit H,SO, gibt Formal-
tion: griine bis griin- | dehyd u. Ameisensaure.
braune Firbung?. Gua-
jacolreaktion: Violett-
farbung.
Glyoxylsaure | Sirup, schwer krystalli- | Naphthoresorcinreak- | Oxydation gibt Oxal-
CHO . COOH sierbar, 1.1. W. und A., | tion: Violettfarbung®. | siure; beim Eindampfen
mit Wasserdampf fliich- Pyrogallolreaktion: von Glyoxylsdure mit
tig (aus konzentrierter | Blaufirbung (bis Car- | Harnstoff und konzen-
Lésung). minrot) 5. trierter HCl entsteht
Allantoin 6.
Oxalsaure Fp. (+2 H,0) 102—-103°, | Resorcinreaktion: Griin- | Zersetzung mit H,SO0,
COOH - COOH Fp. (ohne H,0) 189,5°, bis Blaufarbung?. in CO,, CO und H,O.
sublimierbar (150 bis Oxydation mit KMnO,
160°). Bei hoherer Tem- zu 2CO, und H,O0.
peratur Zerfall in CO,
und H - COOH bzw. CO
und H,0. 1. W. (daraus
umkryst.), 1. A. (teilw.

veresternd) schw. 1. Ae.

Silberacetat, durch Neutralisieren der freien Saure mittels Silbercarbonat und

Eindampfen bis zur Krystallisation, oder durch Féllen der konzentrierten Alkali-
acetatlosung mit Silbernitrat. Umkrystallisieren aus heiBem Wasser. In Gegen-
~ wart von Ameisenséure wird die Losung zunéchst mit Bleicarbonat behandelt,
aus dem Filtrat das Bleiformiat durch Krystallisation moglichst entfernt, die
letzten Reste durch Behandlung mit Alkohol, in dem Bleiacetat 16slich ist. Das
Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff entbleit, derselbe aus dem Filtrat durch
einen Luftstrom vertrieben, das Filtrat mit Silbercarbonat umgesetzt, und zur
Entfernung der letzten Spuren Ameisensiure, eine Zeitlang gekocht. Silber-
acetat krystallisiert dann aus.

Glykolséaure.
Farbreaktionen sind zuriickzufithren auf Formaldehyd, der aus Glykol-
siure beim Erhitzen mit Schwefelsiure entsteht.

L CurTMAN u. HaRris: Am. Soc. 39, 1315 (1917). — WEINLAND u. GUSSMANN: Z.f{.
anorg. Ch. 66, 157 (1910).

2 BonnEes: C. 1913 I, 1364. — ROSENTHALER: Z.f. anal. Ch. 44, 292 (1905).

3 DevicEs: Bull. (4) 5, 647 (1909) — A. ch. (8) 18, 178 (1909).

¢ NEUBERG: Bio. Z. 23, 148 (1910); 24, 436 (1910). — Baur: B. 46, 856 (1913).

5 FEArON: Bioch. J. 14, 548 (1920) — C. 1921 II, 6.

¢ BOTTINGER: B. 11, 1783 (1878). 7 RosExtHALER: Nachw. org. Verb., S. 327 (1923).
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Tabelle 9 (Fortsetzung).

155

d

e

f

Ag-Salz, perlmutterglinzende
Bldttchen, Hg-Salz, fallt bei
Zusatz von HgNO; auch aus
ziemlich verdiinnter Losung.
Amid, Fp.82—83°,1.1. W., Ani-
lid, Fp. 112°, schw.1. W., p-To-
luidid, Fp. 153°, schw.1.W., Te-
trachlorhydrochinondiacetat,
Fp. 245°.

Uranylformiat und
Na-Formiat geben
Tetraederd. Na-Ura-
nylacetates. Hg-

Salz, Blattchen und
Nadeln, zu Sternen
und Biischeln ver-

einigt.

Titration im Wasser-
dampfdestillat
(Phenolphthalein?).
Potentiometrische
Titration 2. Titration
neben HCl oder
H,S0,3.

Ca-Salz, schw. 1. W., Pb-Salz,
Niederschlag aus konzentrier-
ter Losung, Ag-Salz, aus W.
umkrystallisiert, Phenylhydra-
zid, Nadeln, Fp.115—120°4

Ca-, Cu- und Ag-
Salz 5.

Aus  Chloressig-
séure, mittels
Wasser 6, mittels
CaCO0,7%, mittels
BaCO,8.

Ca-Salz (+2H,0), schw.1l. W.,
Phenylhydrazon, gelbe Nadeln,
Fp. 143—145°9, p-Nitrophe-
nylhydrazon1?, Fp. ca. 200°
(Zers.), Kondensationsprodukt
mit Aminoguanidin **; Dixan-
thylhydrazin 12,

Phenylhydrazon, Ca-
Salz.

Aus Oxalsdure
durch elektrolyt.
Red.!3. Herstellg.

walr. Losung
durch Red. von
i Oxalséure mit
Mg-Pulver 4.

Ca-Salz (+H,0), 1. HCl und
HNO,, unléslich Essigsaure.
KHC,0, - H,O, schw.1. W., Pb-
Salz, mikrokrystallinischer Nie-
derschlag, Mercuro- und Mer-
curisalz, unl. W., Dihydrazid,
Blattchen, Fp. 243—244° s,
schw. 1. A., Diphenylhydrazid,
Fp. 184° (Zers.) 15,

Ferrooxalat, K-Bi-

oxalat.

Fillung als Ca-Salz
und Titration mit
KMnO,.

Kodeinreaktion: Erhitzen der Probe nach Zusatz von konz. Schwefelsiure bis
zum Entweichen kleiner Gasblasen. Zusatz eines Tropfens einer 5proz. alkoho-
lischen Kodeinlosung, nach FErkalten der Probe findet Gelbfarbung statt, in

Violett iibergehend.

p-Kresolreaktion: Erhitzen der Probe mit Eisessig, Schwefelsdure und einem
Tropfen p-Kresol: Griine bis griinblaue Farbung; in analoger Weise gibt Guajacol

violette Farbung.

Bleisalz: Zur Abscheidung der Glykolsdure geeignet, bei Fillung mit basi-
schem Bleiacetat und Ammoniak. Zerlegung des Niederschlages mittels
Schwefelwasserstoff, Eindampfen, Krystallisation.

1 Siehe auch HEusgr: Ch. Ztg 39, 57 (1915).
3 CLARK u. LuBBs: Am. Soc. 40, 1445 (1918).

* Maver: H. 38, 141 (1903).
¢ Frrrie u. THOoMsON: A. 200, 76 (1880).

8 WITZEMANN: Am. Soc. 39, 110 (1917).
® FiscHER, E.: B. 17, 577 (1884). — Yay u. Curtius: B. 2%, 778 (1894).

-

11
13
14
15

2 HILDEBRAND: Am. Soc. 35, 854 (1913).

* DaxiN: J. biol. Chem. 4, 237 (1908); 15, 137 (1914).
Borringer: B. 11, 1783 (1878).

5 Emicu: Lehrb. d. Mikrochemie.
" Horzer, B. 16, 2955 (1883).

12 Fosse u. Hievrne: C.r. 181, 286 (1925).

MeyEer, H.: B. 3%, 3592 (1904). — Darapskr u. PraBHAKAR: B. 45, 2623 (1912).
BeneDIKT: C. 1909 1, 1645.
BAMBERGER u. Suzuxri: B. 45, 2752, Anm. (1912).
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Phenylhydrazid Darstellung (4, S. 155) : 1 g Glykolséure in 20 ccm Wasser gelést,
mit 2 g Phenylhydrazin versetzt, auf dem Wasserbad zum Sirup verdampft, Riick-
stand mit Ather behandelt, Krystallbrei abgesaugt, aus Essigester umkrystalli-
siert; schneeweile, prismatische Nadeln, Fp. 115—120°; die Mutterlauge gibt
auf Zusatz von Ligroin (/5 Volumen) eine weitere Menge. Gibt die Hydrazin-
reaktion von Birow!: Rotviolette Farbung auf Zusatz eines Tropfens Eisen-
chloridlésung und konz. Schwefelsdure.

Trennung der Glykolsiure von Milchsiure, Apfelsiure und Citronensiure
s. Pinnow 2.

Glyoxylsaure.

Naphthoresorcinreaktion: Die stark verdinnte Probe wird nach Zusatz einer
Messerspitze des Reagens und etwa 5 ccm rauchender Salzsiure zum Sieden
erhitzt, nach dem Erkalten mit etwas Wasser verdiinnt und mit Ather ausge-
schittelt: Violette bis tiefrote Farbung.

Pyrogallolreaktion: Die Probe wird mit einer 1proz. Pyrogallollésung in
konz. Schwefelsiure maBig erwérmt: Die tiefblaue Farbung schligt bei Zu-
~ satz von Wasser in Tiefcarminrot um; Schwefelsdure bewirkt wieder Blau-
farbung.

Aminoguanidylglyoxylsiure (11,S.155) : Geeignet zur Abscheidung auch aus ver-
diinntesten Losungen (auch neben anderen Séuren): H,N-C(:NH)-N:CH-COOH.
Durch Zusatz einer Loésung von Aminoguanidinacetat in Eisessig und Stehen-
lassen bis zur Abscheidung des Kondensationsproduktes. Umkrystallisieren aus
viel heilem Wasser. Fp. 155°.

Dizanthylhydrazin (12, 8. 155): Durch Zusatz von Hydrazinhydrat (50proz.
Losung) und Xanthinlosung in Eisessig (etwa 1/,proz.) unter Schiitteln; Nieder-
schlag mit normaler alkoholischer Natronlauge und dann mit Essigsiure aus-
waschen. Umkrystallisieren aus Chloroform-Petrolather, Fp. 147°.

Trennung der Glyoxylsdure von Weinséure und Oxalsiure durch Behandlung
der Ca-Salze mit 50proz. Alkohol, in dem sich glyoxylsaures Calcium am leich-
testen 1ost.

Oxalsdure.

Resorcinreaktion (7, S. 154): Beim Uberschichten einer Lésung von Resorcin
in konz. Schwefelsiure mit Oxalsdurelosung entsteht ein griiner, bald blau wer-
dender Ring. .

Ca-Ozalat gibt (zum Unterschied von sonstigen schwer loslichen Ca-Salzen) in
wenig Salzsdure geldst, auf Zusatz von Kupferacetat, eine Fallung von Cu-Oxalat;
analog in salpetersaurer Losung mit Silbernitrat: Ag,-Oxalat; mit Mercuro-
und Mercurinitrat in salpetersaurer Losung: Hg,- und Hg-Oxalat. Reinigung
von Ca-Oxalat durch Umfillen der salzsauren Losung mit Ammoniak.

c) Beispiele.
Essigsaure.

(In einem Garsatz mit Citronensaure®.) Nachweis durch Dampfdestillation
und Titration. Isolierung und Identifizierung: Dampfdestillation, Darstellung
des Na-Salzes, Verdampfungsriickstand in 95proz. Alkohol aufgenommen, ver-
dampft, Riickstand in das Silbersalz verwandelt bzw. Sdure mit Phosphor-
siure freigemacht, destilliert, Destillat ins Ca-Salz verwandelt, trocken destil-
liert gibt Aceton, Identifizierung dieses.

1 BLow: A. 236, 195 (1886). 2 Pinvow: C. 1916 II, 954; 1919 IV, 441.
3 WALKER: SUBRAMANIAM u. CHALLENGER: Soc. 1927, 3051.
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Glykolsdure.

(In Géransitzen mit Ca-Acetat!.) Nachweis durch Farbreaktion mit p-Kresol
bzw. Kodein. Isolierung in Substanz, nach Ausfillung des Calciums mittels
Oxalsdure, der iiberschiissigen Oxalsiure mit Bleiacetat, Entfernung des Bleis
aus dem Filtrat mittels Schwefelwasserstoff und Verdampfung zur Krystallisation.

Glyoxylsaure.

(In Géransédtzen mit Citronensdure, Malonsiure bzw. Ca-Acetatl.) Nachweis
durch Farbreaktion mit Naphthoresorcin und Salzsiure. Isolierung und Identi-
fizierung als Aminoguanidinderivat sowie als Dixanthylhydrazin der Glyoxyl-
saure.

3. Die zweibasischen C,-Siduren.
a) Allgemeine Ubersicht (s. Tabelle 10 u. 11).

b) Durchfiihrung einzelner Reaktionen.
Bernsteinsaure.

Resorcinreaktion: Erwarmen von Bernsteinsdure mit konz. Schwefelsdure auf
190—195°; Erkalten lassen, Verdiinnen, Aufkochen, Erkalten, Ammoniak zu-
setzen: Rotfirbung mit griiner Fluorescenz.

Pyrrolreaktion (nicht spezifisch): Eindampfen von Bernsteinsiure mit
Ammoniak zur Trockne, Riickstand erhitzen (besonders mit Zinkstaub).
Bildung von Pyrrol, nachweisbar durch Rotfirbung eines mit Salzsiure be-
feuchteten Fichtenspans. )

Isolierung aus wéfriger Losung durch Extraktion mit Ather oder Fallung
mit Bleiacetat (aus konzentrierter Lésung).

Trennung von Fumarsaure s. d.

Fumarsiure.

Ca-Salz, in Wasser sehr schwer l6slich; zwecks Umwandlung desselben in
die freie Sdure wird es am besten in Salzsidure gelost. Beim Erkalten krystalli-
siert die freie Saure aus.

Zur Trennung der Fumarsiure von Bernsteinsidure und Apfelsiure wird nach
HaeN und HAARMANN (12, 5. 159) in salpetersaurer Loésung mittels Mercuro-
nitrat gefillt; als Fallungsmittel dient eine Losung von 10% krystallisiertem
Mercuronitrat in 5proz. Salpetersaure. Die Probe wird salpetersauer gemacht
(6%) und pro Gramm Fumarsdure mit 50 ccm des Fallungsmittels versetzt,
iiber Nacht stehengelassen, abgesaugt und mit 5proz. Salpetersiure und Wasser
gewaschen. Ausbeute etwa 95%. Es fillt dabei ein komplexes fumarsaures
Hg-Salz. Zur Abscheidung der anderen Sduren kann mit Bleiacetat und Am-
moniak versetzt und mit dem doppelten Volumen Alkohol gefallt werden.

Quantitative Bestimmung der Bernsteinsiure und Fumarsiure (nach BUTKE-
witscH und FEDOROFF2). Extraktion beider Siuren mittels Ather (z.'B. im
Apparat von KuTscHER und STEUDEL), und Ermittlung der Gesamtmenge durch
Wiagung. Bei Titration des Gemenges mit Kaliumpermanganat wird nur die
Fumarséure zerstort. Die abgewogene Menge (enthaltend etwa 0,02 bis 0,05 g
Fumarsdure) wird in Wasser geldst, mit Schwefelsdure versetzt, erhitzt und mit
/., Kaliumpermanganat titriert; als Endpunkt wird jener Moment angenommen,
in dem sich die durch einen Tropfen Permanganatlgsung hervorgerufene Fir-

1 WALKER, SUBRAMANIAM u. CHALLENGER: Soc. 1927, 207.
2 BurkEWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 206, 442 (1929).




158 Chemischer Teil.
Tabelle 10.
a b c
Bernsteinsdure | Fp. 185°, monokline Siu- | Resorcinreak- Pyrrolreaktion 2.
CH. . COOH len; sublimierbar (besonders | tion' FeCl, gibt
| 2 im Vakuum), Kp. 235° (un- Fallung.
CH,-COOH | ter Anhydridbildung), 1. W.
(1:20, bei 15°), 1. A. (1:10),
1. Ae. (1:82), Extraktion
aus wafriger Losung, 1
Aceton (1:18).
Fumarsiiure Fp. 286—287° (im geschlos- | BaAyERscheReak- | KMnO, gibt Traubensiure,
COOH.CH senen Rohr); aus Wasser | tion (Doppelbin- | Na-Amalgam gibt Bern-

I
CH.COOH

krystallisierbar, sublimiert

dung), HgNO,-

steinsiure, FErhitzen mit

iiber 200° und gibt dann Reaktion. Wasser auf 150—170° gibt
Maleinsdureanhydrid (Fp. d, 1-Apfelssure3, ebenfalls
60°), L' W.(1:150,bei16,5°), mit wiBr. NaOH im Wasser-

L. 1. in heiffem W., 1. 1. A. bad4.

und Ae.

1-Apfelsaure Fp. 100°, hygroskopisch, | DENIcES’ Reak- | Zersetzt sich beim Erhitzen
CH. - COOH [¢]p = —5,7, ziemlich kon- | tion% Diazoreak- | in Fumarsiure und H,0;
| 2 stant in Aceton. [«]3° tion”,Co-Reakt.b. | gibt beim FErhitzen mit
CHOH - COOH | = —501° in 1 proz. Losung Schwefelsidure (oder Chlor-

mit Uranylacetat®, 1.1. W.
und A., schw.l. Ae.

zink) = Malonsgurehalbalde-
hyd und weiter Cumalin-
saure. JH -gibt Bernstein-
sdure; KMnO, (sauer) gibt
Acetaldehyd und CO,.

d, 1-Apfelsiure

Wie zuvor.

Wie zuvor.

Fp.133° (nicht zerflieBlich),
L1 W.

bung etwa wihrend einer halben Minute erhilt. 2 Mol Permanganat zeigen
1 Mol Fumarsédure an; 1cem ®/;-KMnO, = 0,001853 ¢ Fumarsiure, gemal
der Gleichung:

C,H,0, + 2KMnO, + 3 H,S0, = 3CO0, -+ CH,0, + 4H,0 + K,S0, + 2MnS0,.

1-Apfelsiure.

Denigés’ Reaktion: Die Probe wird mit einer Losung von Mercuriacetat und
etwas Essigsdure versetzt, wenn nétig filtriert und ?/;y-KMnO, zutropfen
gelassen: Weiller Niederschlag (basisches Quecksilbersalz der Oxalessigsdure).
Citronensiure gibt gleichfalls einen weillen Niederschlag.

Diazoreaktion: Bei Zusatz einer Apfelsiurelésung zu dem alkalisch gemachten,
aus Sulfanilsiure und Natriumnitrit hergestellten Diazoreagens tritt in der
Kailte, bei Aufrechterhaltung der alkalischen Reaktion, allméhlich rotviolette
Farbung ein.

! RoseNTHALER: Nachw. org. Verb., S. 331 (1923).

2 NeuBerG: H. 31, 574 (1901).

3 JunerLEIscH: Bl. (2) 30, 147 (1878). — SkravP: M. 12, 116 (1869). — JAMES u. JONES:
Soc. 101, 1160 (1912).

4 Lroyp: A. 192, 81 (1878). — WEiss u. DowNs: Am. Soc. 44, 1118 (1922).

5 YobEgr: Z. f. Unt. d. Nahrungs- und GenufBimittel 22, 329 (1911) — C. 1911 L, 905. —
OTtHA, Bio. Z. 44, 484 (1912). — DaxiIN: J. Biol. Chem. 59, 11 (1924).

¢ Denieis: C.r. 130, 32 (1900). ” ROSENTHALER: Chem. Ztg 36, 830 (1912).

8 Tocuer: C. 1906 II, 823.
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d

e

f

Ca-Salz (aus konzentrierter Lo&-
sung), Pb-Salz (Niederschlag mit

Krystallform der
frei gemachten

Als Ba-Salz aus neu-
traler Losung?, als

Pb-Acetat), in Essigsiure 1., Ag- | Siure, Pb-Salz. | Ag-Salz aus neutra-

Salz (Niederschlag mit AgNO,), ler Losung®, als Ca-

Fe-Salz, brauner Niederschlag, Di- Salz  (unléslich in

hydrazid, Nadeln, Fp. 167—168°, 85proz. Alkohol)é, als

schw. 1. A.1, Amid, Nadeln, Fp. basisches Fe-Salz 7.

260°2, p-Nitrobenzylester, Fp.

88,4°3,
Ca-Salz (4 3 H,0), schw.l W, Sublimation. Atherextraktion und | Durch Erhitzen

Pb-Salz (+ 2H,0), in heifem W.

besser 1., Ag-Salz, unl. W., saures

Anilinsalz8, p-Nitrobenzylester,

Fp. 150,8°°, Phenacylester, Fp.
197,5°10,

Titration mit
KMnO, 4, als kom-
plexes Hg-Salz1?.

v. Apfelsdure auf
140—150° 13,

Ca-Salz (+2H,0), 1.1. W.14, Pb-
Salz (4 3H,0), Ag-Salz, aus
konzentrierter Losung Spéaroide,
Fe-Salz®%, Diphenylhydrazid, Fp.
220—223°, Di-p-Nitrobenzylester,
Fp.125°1, Cinchoninsalz, Fp. 197°
(aus Wasser), in Menthanol
schw. 1.17,

|

Uberfithrung in
Fumarsiure und
Maleinsdurean-
hydrid, durch Er-
hitzen und Subli-
mation.

Durch Uberfiihrung
in Fumarsdure 18; als
Ca-Salz'®, als Ba-
Salz?® (Kritisches®').

Aus
Vogelbeeren 22.

Pb-Salz, amorph, Cinchoninsalz 3,
Fp. 135—140°, Di-p-Nitrobenzyl-
ester, Fp. 109° 2%,

|
|

Bleisalz, mittels Pb-Acetat als amorpher, spater krystallinisch werdender
Niederschlag (beim Erhitzen in der Fillungsfliissigkeit zum Teil harzartig
schmelzend, zum Teil in Lésung gehend und daraus in Nadeln krystallisierend.
Vervollstindigung der Fallung durch Zusatz von 4 Volumteilen 96 proz. Alkohols.

1 BiLow u. WeipLicH: B. 39, 3376 (1906).
2 MorRELL: Soc. 105, 1737, 2705 (1914).
2 LymMaN u. Reip: Am. Soc. 39, 707 (1917).

4 Scumirr u. Hiere: Fr. 21, 536 (1882).
¢ GreY: BL (4) 21, 136 (1925).
8 TINGLE u. BaTES: Am. Soc. 31, 1238 (1909).

9 LyMaAN u. REID: Am. Soc. 39, 708 (1917).
10 RATHER u. REID: Am. Soc. 41, 80 (1919).
11 BUTREWITSCH u. FEDOROFF: Bio. Z. 207, 311 (1929).

12 HauN u. Haarmann: Z. 1. Biol. 87, 107 (1927) — C. 1928 I, 2076.
13 BAYER: B. 18, 676 (1885).

(1924).
18 Kuwnz: C. 1903 11, 855.

14 BarpoED: Fr. 7, 405 (1868).
15 ROSENTHALER: Arch. Pharm. 241, 479 (1903); 246, 51 (1908).
16 LymMAN u. REID: Am. Soc. 39, 708 (1917).
17 LinpeT: Bl. (3) 15, 1161 (1896). — Vgl. Daxin: J. biol. Chem. 39, 7 (1924); 61, 139

19 Cowres: Am. Soc. 30, 1285 (1908).
20 JorGENSEN: C. 1907 I. 1225; 1909 1, 1607.
21 Pozzi-Escor: C. 19091, 106, 402. — vo~N pER Hripe u. SteiNer: C. 1909 I, 1611.
22 Lrgpic: A. 38, 259 (1843). — MuLLER: J. pr. (1) 60, 477 (1853).
2 ProTeT: B. 14, 2649 (1881). — BrENNER: B. 13, 352 (1880).

24 CHALLENGER u. KLEIN: Soc. 1929, 1647.

5 Ravu: Fr. 32, 484 (1893).
7 AvBamary: C. 1912 I, 1503.
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Tabelle 11.
a b c
d-Weinssure Fp. 168—170° (Ubergang | FeNtoxsche Reak- | Zersetzung bei Er-
OH H in Metaweinsdure), [x]¥ |tion!, Resorcin- | hitzen in Brenztrau-
o [ +12° (in 20 proz. Losung), | probe?,  «-Naph- | ben- und Brenzwein-
HOO | [ COOH Uranylacetat bewirkt starke | tholprobe3, Molyb- | siure wirkt reduz.
H OH Erhohung, s. 1. 1W. (1:0,75 | datreaktion *. Silberspiegel.
bei 15°), L L A, 1 Ae.
(1:50; in abs. Ae. 1:250).
Traubenséure Fp. 205—206° (bei 100° Wie 1. Wie 1.

(d,1-Weinsgure)
CH 0, + H,0

krystallwasserfrei), 1. 1. W.
(1:5 bei 20°).

Oxalessigsdure Oxymaleinsidure, Fp. 152° | Mit FeCl; Rotfir- | Zersetzt sich in wib-
CO . COOH (aus Aceton-Benzol), L. LW., | bung?, mit Nitro- | riger Losung all-
i A., Aceton, schw. 1. Ae., | brusid-N und NH, | méhlich in CO, und
CH, - COOH unl. Bz., Chlfm., Ligroin. Blaufirbung. Brenztraubenséure.
.C. Oxyfumarsiure, Fp. 184°
HO ﬁj COOH (aus Aceton-Benzol), L LW.,
H.C.COOH A., Ae., unl. Chlfm., Bzl
HOOC.C-. OH
i
H.C.COOH

Calciumsalz, fallt beim Kochen mit CaCl, und Ammoniak aus konzentrierter
Lésung als CaC,H,0 -H,0. Ammonchlorid verhindert die Fillung, die dann
erst auf Zusatz von Alkohol erfolgt.

Eisensalz, basisch, mit Eisenchlorid aus neutraler, konzentrierter Lésung
beim Kochen, l6slich in der erkaltenden Fliissigkeit.

Trennung der 1-Apfelsdure von Oxalsiure, Weinsdure und Citronensiure
nach HarTSEN® durch Behandlung des Gemenges der Bleisalze mit verdiinnter
Essigsdure bei 50—70°, wobei nur Blei-1-Malat in Losung geht und aus dem
Filtrat beim Abkiihlen auf 40—30° auskrystallisiert.

d-Weinssure.
Fentonsche Reaktion!: Die Losung (sauer oder neutral) wird mit sehr ver-

diinnter Ferrosulfatlosung und 1—2 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd versetzt:
Zusatz von Alkali gibt sodann intensiv violette Farbung, infolge Bildung von
Dioxymaleinsgure.

Resorcinprobe?: Beim Erwirmen von Weinsiure mit etwas Resorcin und
konz. Schwefelsdure im Porzellanschilchen auf 125—130° findet Rotfirbung
statt, infolge Abspaltung aldehydartiger Korper und Kondensation dieser mit
Resorcin. Als Reagens verwendet man am besten eine Losung von 1 g Re-
sorcin in 100 ccm Schwefelsdure.

o-Naphthol gibt in analoger Weise eine blaue, in Griin {ibergehende Farbung3.

Molybdatreakiion*: Die Probe wird mit 1 cem 20proz. Ammonmolybdat-
Iosung und 2—3 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd (0,2proz.) 3 Minuten auf dem
Wasserbad erwiarmt; Umschiitteln: Blaufarbung.

1 FEnTON: Fr. 21, 123 (1882) — vgl. Soc. 65, 899 (1894); 69, 546 (1896).

2 MomLER: BL. (3) 4, 728 (1890). — DEnicEs: Bl (4) 5, 19, 323 (1909).

3 PINERUA: Chem. News 91, 179 — Jb. d. Pharm. 32, 384 (1897).

4 CrismEeR: BL (3) 6, 23 (1891). — Borranp: M. 31, 387 (1910).

5 Smvon: C. r. 137, 857 (1903). — Woumr, B. 40, 2284 (1907). — FENTON u. JoNEs: Soc.
T, 78 (1900).

6 HArRTSEN: Arch. Pharm. 206, 110 — C. 1875, 194.
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Tabelle 11 (Fortsetzung).

d e ] f f g

KHC,H,0y, schw. 1. W., K-Bitartrat, Als K-Bitartrat® —
CaC,H,Oq - 4 H,O, schw. 1. Ag-Bitartrat,
W., w.l. Essigsiure. Pb-Salz Ca-Bitartrat?
unl. Essigsidure, Diphenyl-
hydrazid, Fp. 240° Zers.
Paranitrophenylhydrazid *.

CaC,H,O; - 4 HyO, unl. W.4, — — Durch Racemisierung
Paranitrobenzylester von 1-Weinséure®.
Fp. 147,6%.
(NH,),C,H,0;, weiller Nie- — i — Durch Oxydation von
derschlag, Fp.75—77° (Zer- Apfelsdure®, Oxyma-
setzung), Harnstoffsalz, leinsgure 1, Oxyfumar-
krystall. Niederschlag (aus séure 1.

Alkohol). Fp. 124° (Zer-
setzung)’, Phenylhydrazon?,
Oxalacetanilid.

|
|

K-Bitartrat, zur Abscheidung von Weinsdure auch neben anderen Pflanzen-
sduren geeignet, fallt mit K-Acetat, eventuell erst auf Zusatz von Essigsaure;
durch Alkohol kann die Fallung vervollstindigt werden; Unterscheidung von
K-Bioxalat durch Farbreaktionen oder durch Untersuchung der freien Saure,
die man am besten in der Weise erhalt, daBl das K-Bitartrat in Kalilauge gelost,
mit Bleiacetat gefillt und das Bleisalz mit Schwefelwasserstoff zerlegt wird.

Trennung der Weinsiure von Apfelsiure und Bernsteinsiure (FERENTZY'2).

Unterscheidung von Traubensiure. Das Ca-Salz* der letzteren wird selbst
durch Gipswasser gefallt, ist unléslich in Essigsaure, l6slich in Salzsaure,
wird daraus durch Ammoniak sogleich wieder gefallt, ist unléslich in Ammon-
chloridlésung.

¢) Beispiele.
Fumarséure.

(In Géransitzen mit Na-Acetat®). Fallung der konzentrierten Losung mit
Bleiacetat, Niederschlag zur Abtrennung von bernsteinsaurem und &pfelsaurem
Blei mit verdiinnter Essigsdure bei 70° digeriert. Der unldsliche Anteil mit

Schwefelwasserstoff in der Hitze zerlegt. Filtrat eingedampft, Riickstand aus

Wasser umkrystallisiert. Identifizierung durch Schmelzpunkt und Titration.

Zur Umwandlung des in Kulturfliissigkeiten vielfach zur Abscheidung
gelangenden Ca-Salzes in die freie Siure erwarmt man dasselbe mit Salzséure,
wobei Losung stattfindet; im Filtrat krystallisiert die freie Fumarsiure aus.

! DakiN: Bioch.dJ. 10, 317 (1916). 2 Orrxer: Ch. Ztg 31, 74 (1907).

3 FrriscHER: Fr. 13, 329 (1874). — GorLDENBERG: Fr. 3%, 312, 382 (1898); 4%, 57 (1908).
4 ANscHUTZ: A. 226, 197 (1884). 5 LymaN u. REIp: Am. Soc. 39, 709 (1917).

¢ HorLEMANN: Rec. 17, 83 (1898). 7 FENTON u. JoNES: Soc. %9, 96 (1901).
8 FeNToN u. JoNEs: Soc. %%, 80 (1900). — Frrrre: A. 331, 102 (1904).

® WoHL u. OrSTERLIN: B. 34, 1145 (1901). — Dz~icis: C.r. 130, 34 (1900).
10 WomL u. Lips: B. 40, 2294 (1907).

11 WoHL u. CLaUSNER: B. 40, 2308 (1907).

12 FrreNTZY: Ch. Ztg 31, 1118 (1907).

18 CHrzaszcz u. Tiuvkow: Bio. Z. 229, 352 (1930).

Bernhauer, Garungen. 11
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Tabelle 12.
a b c
Citronenséure Fp. (H,O - frei) 153—154° |DEN1GES’Reaktion?!,| Bildung von Aceton-
COOH (sinternd bei 70—75°); Fp. |STarrEs Reaktion?,| dicarbonsiure unter
(EH‘A' (mit H,0) rasch erhitzt Nitroprussid- CO-Abspaltung mit-
. gegen 100°, langsam er-| Na-Reaktion3. tels H,S0, usw.;
?(OH) COOH hitzt nach Abgabe von H,0 Abbau zu‘.lPen’ca-
CH, - COOH (130°) bei 153°; 16sl.: 0,75 bromaceton
TL. W. (kalt), ca. 1 TL A. (Fp. 73—175°).
(90 proz.), 1,3 T1. A. (abs.),
50 T1. Ae.
) Aconitsgure Blattchen Fp. 186° (Zers.); | Reaktion mit Essig- | Gibt iiber ihren Fp.
CH . COOH L1LW.(1:5,5 bei 13°); | saure-Anhydrid%. |erhitzt Itaconsaure
I L. 1. A. (80proz., 1:2. bei und CO,.
C.COOH 12°); 1. 1. Ae.; umkrystalli-
\ sierbar aus konzentrierter
CH,-COOH HCl oder Eisessig.
Acetondicarbonsiure | Nadeln (aus Essigester), Mit FeCl, Zersetzt sich beim
CH,-COOH Fp. 135° (Zers.), LLW., A., | violette Férbung?®. | Aufbewahren usw. in
1 schw. 1. Ae. CO, und Aceton.
Co Gibt Pentabrom-
| ton .
CH, - COOH aeeton
Acetessigsdure Flussig, mit W., A., Ae.,| FeCl; gibt rot- | Zerfillt (besonders
CH,.COOH mischbar, zersetzt sich beim | violette Firbung?; | beim Erhitzen) in
| Erwarmen. Lrcarsche Probe | CO, und Aceton?.
CO - CH, (siehe Aceton).

1-Apfelsiure.
(In Géransdtzen- mit K-Fumarat®.) Nachweis mittels DeNIGES’ Reaktion,

Zerlegung des Niederschlages durch Destillation mit einer waflrigen Lésung von
Kaliumjodid, wobei Acetaldehyd ins Destillat iibergeht. Identifizierung dieses
als 2,4-Dinitrophenylhydrazon. Oder: Konzentrierung der wafrigen Losung und
Fallung mit Bleiacetat, Zersetzung des Bleiniederschlages mit Schwefelwasser-
stoff, Konzentrierung des Filtrates, Abtrennung von auskrystallisierter Fumar-
siure; Riickstand sirupartig, im Exsiccator krystallisierend. Umkrystallisieren
aus trockenem Petrolather, Identifizierung durch Schmelzpunkt, Drehung nach
Zusatz von Uranylacetat, Cinchoninsalz und p-Nitrobenzylester.

4. Citronensiaure und deren Abbauprodukte.
a) Allgemeine Ubersicht (s. Tabelle 12).
b) Durchfiihrung einzelner Reaktionen.

Citronensaure.

Denigés’ Reaktion: Die Loésung wird mit etwa 1/,; Volumen Denigés-
Reagens (b g rotes Quecksilberoxyd, gelost in 20 ccm konz. Schwefelsdure und
100 ccm Wasser) versetzt, zum Sieden erhitzt, falls erforderlich filtriert (und zwar

1 Denigiis: C.r. 128, 680 (1899). — Brrer u. NEuUMANN: Z. {. Unters. d. Nahr.- u.
GenuBmittel 29, 410 (1915).

2 Stamre: Fr. 41, 77 (1902). 3 Merxk: C. 1903 II, 1396.

4 Tavror: Soc. 115, 886 (1920). 5 v. PEcHMANN: A. 261, 158 (1891).

¢ BErRGESIO u. SaBBATANI: C. 1899 I, 596.

7 CERESOLE: B. 15, 1327 (1872). — MavEer: C. 1906 I, 406.

8 CHALLENGER u. KLEIN: Soc. 1929, 1646.
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Tabelle 12 (Fortsetzung).

d e [ f

IS

Cay (CeH;0,). - 4 H,0,

Umwandlung in !

Als Ca-Salz?®,

Pb, (CsH;0,), - H,O Citraconsaure- als Ba-Salz4,
unlosl. in Essigsaure, anhydrid, als Pentabromaceton .
I. NH;, Triphenacylester Bi-Salz.

Fp. 104—105°1, Trihydr-
azid Fp. 107°2,

Ca-Salz (bei Zusatz von A.).

Aus Citronensiure
mittels H,SO,°.

Reaktion mit Benzoldi-
azoniumchlorid?, Reaktion
mit Phenylhydrazin8,
2HgC,H,0, - HgSO, - 2HgO
mittels DENIGES’ Reagens®.

i

7 Chronometrisch
| mittels HgSO,.

Aus Citronensiure
mittels Oleum'°.

| Durch Ubertithrung in
Aceton und jodometri-

Durch Verseifung von
Acetessigester

sche Bestimmung
dieses!!.

(1, 8. 162).

in Gegenwart von Oxalsiure, Aceton, Acetondicarbonsédure, eventuell Acetol!2),
und mit einigen Tropfen /;,-KMnO, versetzt (eventuell ausgeschiedener Braun-
stein kann durch H,0, gelost werden): Weille Fallung, bestehend aus einer
Doppelverbindung von acetondicarbonsaurem Hg und Mercurisulfat. Der Nieder-
schlag gibt nach dem Auswaschen mit Wasser mit verdiinnter Eisenchloridlésung
himbeerrote Farbung (eventuell nach Losen des Niederschlages in Natrium-
chloridl6sung).

Stahres Reaktion (2, S.162): Die Losung wird mit einigen Tropfen »/,,-KMnO,
auf etwa 30° erwérmt, falls erforderlich durch Zusatz von Ammonoxalatlésung
und 10proz. Schwefelsdure gekliart und mit einer Losung von Brom in Brom-
kali versetzt: Triibung durch Ausscheidung von Pentabromaceton (charak-
teristischer. Geruch und Reizung der Augen).

Nitroprussidnatriumreaktion (3, S.162) : Nach Erwirmen der Substanz mit kon-
zentrierter Schwefelsdure auf 90—95° wihrend 5—10 Minuten wird mit Wasser-
verdiinnt, alkalisch gemacht und Nitroprussidnatriumlésung hinzugefiigt : Rubin-
rote Farbung, Essigsiure bewirkt Umschlag in Violett.

1 KrEMERS u. HArL: J. Biol. Chem. 41, 15 (1920) — C. 1920 IH, 96.

2 Curtrvs: J. pr. (2) 95, 246 (1917).

3 BUTKEWITSCH: Bio. Z. 136, 226 (1923). ¢ CrEUSE: J. 1873, 970.

5 Kunz: Arch. {. Ch. u. Mikrosk. %, 298 (1914). — FrEY: Arch. f. Mikrobiol. 2, 285 (1931).
— Siehe auch Hrmpuscaka u. Pyrigi: C. 1930 I, 906.

¢ HENTSCHEL: J. pr. (2) 35, 205 (1887). — Frrric: A. 314, 15 (1901).

? v.PECHMANN u.JENISCH: B. 24, 3257 (1891). —Vgl. HENLE u. ScHUPP: B. 38, 1372 (1905).

8 v. PECHMANN u. JENIScH: B. 24, 3254 (1891).

® Denteis: C.r. 128, 680 (1899); 130, 33 (1900).

10 WILLSTATTER u. PFANNENSTIEL: A. 422, 5 (1921). — IncoLp u. NIckorLs: Soc. 121,
1642 (1922).

1 Foriw: C. 1907 II, 431. — Harr: C. 1908 II, 985. 12 MierTa: C. 1930 X, 962.
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Quantitative Bestimmung als Ca-Salz: Die Losung wird mit CaCly, versetzt,
zum Sieden erhitzt und durch Zusatz von Ammoniak gefillt. Unter dauernder
Erhaltung der alkalischen Reaktion wird durch Einkochen konzentriert, heif.
filtriert, mit heilem Wasser ausgewaschen und im Glassintertiegel bei 130°
getrocknet. Das Ca-Citrat ist dann krystallwasserfrei (3, S.163) und enthilt
33,74% CaO. Fehler etwa 5—10%, bei stark verdiinnten Lésungen noch wesent-
lich grofer. Die Fallung kann durch Alkohol vervollstindigt werden, falls Sub-
stanzen, die zugleich ausfallen kénnten, nicht anwesend sind?.

Quantitative Bestimmung als Pentabromaceton (5, S. 163): Fiir je 10 ccm der
Probe werden 2 cem Schwefelsdure (1:1) und 1 cem Kaliumbromidlsung (15 g in
40 ccm Wasser) hinzugefiigt, auf 50° erwirmt, 10 cem KMnO,-Losung (5proz.)
auf einmal hinzufliefen gelassen; unter 6fteren Umschwenken wird nun erkalten
gelassen. Falls Losung des Braunsteins erfolgt, werden weitere Mengen KMnO,
hinzugefiigt. Nach dem Erkalten wird der Braunstein durch Zusatz von Ferro-
sulfatlosung (20 g in 100 ccm Wasser) in Losung gebracht, iiber Nacht bei 0°
stehengelassen und dann durch einen Glassintertiegel filtriert. Nach dem
Trocknen bei 35—40° iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz und
Wigen wird der Niederschlag mit Alkohol und Ather herausgelést und nach
nochmaligem Trocknen wieder gewogen. Die Differenz gibt die Menge Penta-
bromaceton an.

Aconitséure.

Essigsiureanhydrid (4, S. 162) zibt mit der festen Substanz Rotfirbung, bald
in Fuchsinrot iibergehend; in der Hitze blaugriin, schlieflich blau; wird die
fuchsinrote Losung mit Wasser versetzt und mit Ather ausgeschiittelt, so farbt
sich die adtherische Losung blau.

Acetondicarbonséiure.

Benzoldiazoniumchlorid und Na-Acetat geben eine Abscheidung von Mesoxal-
dialdehyd-bisphenylhydrazon: CO(CH:N-NH-C.H,), (7, S. 163).

¢) Beispiele.
Citronenséure.

(In Géaransitzen mit saurem zuckersaurem Kalium?). Verdampfung der
Fliissigkeit, Auskochen der K-Salze mit 65proz. Alkohol, in dem Kaliumcitrat
leicht 16slich ist. Umwandlung des K-Salzes in das Bleisalz, Zerlegung dieses
mit Schwefelwasserstoff, Verdampfung zur Krystallisation, Umkrystallisieren des
Produktes aus trockenem Petroldther. Darstellung des Thalliumsalzes. Oder:
Uberfithrung der Citronensiure in Acetondicarbonsiure mittels Kaliumper-
manganat in schwefelsaurer Losung und Umwandlung derselben in Aceton
durch langsame Destillation. Behandlung des Destillates mit DEnigEs’ Mercuri-
sulfatlosung; Zerlegung des Niederschlages durch Destillation nach Zusatz von
Wasser und Natriumjodid. Behandlung des Destillates mit alkoholischer Losung
von Benzaldehyd in Gegenwart von Natronlauge: Dibenzylidenaceton (Fp. 113°).

Acetondicarbonséure.

(In Géransdtzen mit Ammoncitrat?). Auffindung derselben mittels Denigés-
Reagens (in der Kilte) sowie Rotfarbung mittels Benzoldiazoniumchlorid. Iso-
lierung als Mesoxaldialdehyddiphenylhydrazon (Fp.175—176°; Reaktion dieses
nach Btrow: Tiefe Violettfirbung mit Schwefelsiure).

! BERNHAUER: Bio. Z. 192, 303 (1926).
2 WALKER, SUBRAMANIAM u. CHALLENGER: Soc. 1927, 3050.
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5. Sonstige Sauren.
a) Allgemeine Ubersicht (s. Tabelle 13).
b) Durchfiihrung einzelner Reaktionen.

Milchséaure.

Thiophenreaktion (2, S.166): 5 ccm konz. Schwefelsaure, 1 Tropfen konz.
Kupfersulfatlssung und einige Tropfen der Probe werden nach kraftigem Um-
schiitteln 1 bis 2 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt und erkalten ge-
lassen. Zusatz von 2—3 Tropfen einer !/,proz. alkoholischen Thiophenlésung
bewirkt nach dem Erwirmen im siedenden Wasserbad kirschrote Farbung.

Guajacolreaktion (3, S. 166) : Einige Tropfen der stark verdiinnten Probe werden
mit 2 cem Schwefelsdure 2 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, nach dem
Erkalten mit 1—2 Tropfen einer 5proz. alkoholischen Guajacollésung ver-
setzt: Rosa- bis fuchsinrote Farbung; Kodeinlisung gibt gelbe bis gelbrote
Farbung.

Uberfiihrung in Acetaldehyd und Ameisensiure: Die zur Trockne verdampfte
Probe wird nach Zusatz von 60proz. Schwefelsiure destilliert und im Destillat
Acetaldehyd und Ameisenséure in {iblicher Weise nachgewiesen; oder wird nach
Herzog! die Milchsdure in ihr Silbersalz iibergefiihrt, dieses in einem Kélbchen
mit Jod erhitzt und die Dampfe in Wasser geleitet, in dem man den Acetaldehyd
nachweist. Ferner kann durch Erwidrmen der Probe (3 ccm) mit Kalium-
permanganatlosung (10 cocm, 1:1000) Acetaldehyd entwickelt werden.

Brenztraubensiaure.

Diazoreaktion: Alkalische Benzoldiazoniumchloridlosung gibt in Gegenwart
von Na-Acetat bei 0° Rotfirbung; bei Anwesenheit gréBerer Mengen einen
Niederschlag von Formacylglyoxylsiaure CgH;-NH-N:C(-N:N-CgH;)-CO-COOH
und Benzolazoformacyl CeH,-NH-N:C(N:N-CgH;),.

Nitroprussidnatriumreaktion (5, S. 166): Die mit Kalilauge versetzte Probe gibt
mit konzentrierter Nitroprussidnatriumlosung violette Farbung; bei Anwendung
von Ammoniak statt Kalilauge entsteht eine charakteristische violettblaue
Farbung, die mit Kalilauge in Dunkelrot, mit Essigsdure in Blau iibergeht.

Guanylhydrazon der Brenztraubensdure (11, S. 167): Eine konzentrierte wifrige
Losung von Aminoguanidinnitrat gibt mit Brenztraubensiure eine Fillung des
Guanylhydrazons CHj,-C(: N-NH-C[: NH] - NH,)- COOH, Fp.206°, aus viel
heilem Wasser umkrystallisiert: Trimeres Produkt (schmilzt nicht bei 350°).

Malonséure.

Kleemanns Reaktion (8, S.166): Beim Erwarmen der Substanz mit Essigsdure-
anhydrid und Eisessig entsteht eine gelbrote bis gelbgriine Fluorescenz.

Cinnamyliden- Malonsiure (14, S.167): Die Substanz (etwa 1 g) wird mit
Eisessig (etwa 2 ccm) und Zimtaldehyd (etwa 1 ccm) im zugeschmolzenen Rohr
10 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt, die Probe nach Zusatz von Soda-
losung filtriert, unveranderter Zimtaldehyd durch Auséthern entfernt und aus
der Losung durch Ansiuern das Kondensationsprodukt ausgefillt. Fp. 208°.
Auch geeignet zur Isolierung der Malonsiure aus Mischungen.

Formacylwasserstoff (9,S.166): C.H,-NH-N:CH-N:NCzH;. Benzoldiazonium-
chlorid gibt in Gegenwart eines Uberschusses von Na-Acetat Rotfirbung, beim
Stehen einen roten Niederschlag von Formacylwasserstoff; mit kaltem Wasser

! Herzoc: A. 351, 263 (1907).
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Tabelle 13.
a b 9
d,1-Milchsdure | Fp. 18°, meist sirupfor- Thiophenreaktion?2, Spaltung in Ameisen-
C,H0,4 mig, Kp.;, 119°, mit W. Guajacolreaktion?, siure und Acetalde-
COOH und A. mischbar; 1. in Jodoformreaktion. hyd mit H,S0, oder
| Ae. sowie Amylalkohol ?, KMnO,.
CHOH mit iiberhitztem W.D.
l im Vakuum fliichtig.
CHj,

Brenztraubensiure | Fp. 13,6°, meist fliissig, | Diazoreaktion?, Nitro- | Wirkt reduzierend,
C,H,0, Kp. 165—170° (unter | prussid-Na-Reaktion5, Silberspiegel.
COOH teilweiser Zersetzung), Pyrrolreaktion®,

[ mischbar mit A.,W., Ae. Indigoreaktion?.
CO

!
CH,

Malonséiure Fp.134°, Blattchen .W. | KLEEMANNs Reaktion8, | Zerfillt bei 150° in
C;H,0, (1:0,7 bei 15°), 1. A,, Diazoreaktion?. CO, und Essigsiure.
COOH . Ae. (1:12,5 bei 15°).

[
CH,
I
COOH
Ameisensiure Fp. 8,6°, Kp. 100,8°, in | Entfarbung von Me- Wirkt reduzierend,
CH,0, jedem Verhaltnis mit W. | thylenblau'?, Resorcin- | Ag-Spiegel, Kalomel
H . COOH und A. mischbar. probe!!, Ferrireaktion | Umwandlungin Form-
(wie bei Essigsdure). aldehyd 2

waschen, trocknen, aus Methylalkohol-Wasser oder Benzol-Petrolither um-
krystallisieren; Fp. 119°. Btrows Reaktion mit Schwefelsdure: Griinfarbung.

Ameisensiure.

Resorcinprobe1: Die Probe wird mit einer schwach schwefelsauern Resorcin-
lésung versetzt und mit 10 cem konz. Schwefelséure vorsichtig unterschichtet:
Orangefarbenes Band.

Entfirbung von Methylenblaul®: Die ameisensdurehaltige Probe (einige
cem) wird mit wilriger Methylenblaulésung (einige Tropfen, Verdiinnung
1:5000) versetzt, zum Sieden erhitzt und mit der gleichen Menge Bisulfitlosung
(etwa 35proz.) durchgeschiittelt: Entfarbung infolge Bildung von hydroschwef-
liger Saure.

Bleisalz, 16slich in Wasser 1:63 (16°), aus Wasser umzukrystallisieren, un-
16slich in Alkohol. Bei Fillung mit Bleiacetat wirkt ein UberschuB desselben

1osend.

1 Onwson: C. 1916 II, 172.

2 FLErcHER u. Hopkins: J. Physiol. 35, 247 (1907) — C. 1907 I, 1442. — PaRrNas:
Bio. Z. 30, 58 (1911).

3 DenicEs: Fr. 50, 189 (1911).

5 Smow: C.r. 125, 534 (1897). 6 NrusErG: C. 1904 II, 1435.

7 BAEYER u. DREWSEN: B. 15, 2856 (1882). 8 KLEEMANN: B. 19, 2030 (1886).

9 BuscH u. WOLBRING: J. pr. (2) 71, 366 (1905). — v. PEcHMANN: B. 25, 3175 (1892).

10 DrNicks: Fr. 51, 685 (1912). 11 KraUS u. TraMPRE: Ch. Ztg 45, 521 (1921).

12 ROSENTHALER: Pharm. Zentralh. 48, 252 (1907). — FeNTOoN u. Sisser: C. 1908 I,
1379. — Bacon: Fr. 52, 55 (1913). — Fincke: Bio. Z. 51, 258 (1913).

¢ BAMBERGER u. MULLER: B. 2%, 147 (1894).
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Tabelle 13 (Fortsetzung).
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d

e

f

Zn(CH;0,),H,O0 (1. W. 1:60
bei 15°), Ag-Salz (1. W. 1:20
beil5°), Benzylidenmilchséure-
hydrazid, Fp. 158—159°1, Ba-
Salz, 1. A., Ca-Salz, 1. A., Gua-

nidinlactat, Fp. 160°2, Chinin- |
lactat, Fp. 166°2, Pb-Salz, fllt |

mit Pb-Acetat NH,.

Zinklactat
Kobaltolac-
tat

Durch Uberfithrung in Acet-

aldehyd?3, durch Oxyda-

tion zu Essigsiure?, neben

Brenztraubensiure, als

Zinklactat®, neben KEssig-
sdure”.

Phenylhydrazon, Fp. 192°8, p-
Nitrophenylhydrazon (aus Al-
kohol), Fp. 220°%, Oxim, Fp.
178°, Semicarbazon, Fp. 200°
(Zers.)'®, Guanylhydrazon .

Als Phenyhyldrazon?'2.

1 Aus Weinsdure!?

Ca (C4H,0,),, unl. in kaltem W.,

Cinnamyliden-Malonsiure, Fp.

208°1,  Formacylwasserstoff,
Fp. 119° (9, S.166).

Pb-Salz

Als Ba-Salz1%, als Pb-Salz16,
mittels Mercuriacetatlo-
sung1?. \

|

Aus Chloressig-
sdure und KCN1.

Pb-Salz, Nadeln, schw. 1. W.,
Anilid, Fp. 46°, p-Toluidid, Fp.
53°, 1.1. W., Cu-Salz.

Pb-Formiat
Ce-Formiat

Durch Reduktion von Su-
blimat1°.

Umwandlung in Formaldehyd: Nach ROSENTHALER (12, S.166) wird die Lo-
sung mit einem kleinen Uberschuff an Calciumcarbonat zur Trockne verdampft,
der Riickstand erhitzt und die Dampfe in wenig Wasser geleitet. Destillat
gibt Formaldehydreaktionen.

! FranzeN u. STerN: H. 115, 270 (1921).

2 PHELPS u. PALMER: Am. Soc. 39, 136 (1917).

3 v. ForTE u. CHarNASS: Bio. Z. 26, 199, 210 (1910). — Siehe OpPENHEIMER: Fer-

mente (Methodik) 3, 1270 (1929).
4 SzeBERENYI: Fr. 56, 505 (1917). — Vgl. Scaureri: C. 1919 II, 894. — Grey: Soc. 105,

2204 (1914).

5 Czapski: Bio. Z. 71, 167 (1915).

5 BUCHNER u. MEISENHEIMER: B. 37, 425 (1904). — MEISENHEIMER: B. 41, 1415 (1908).
— Suzuxri u. Harr: Am. Soc. 31, 1366 (1909).

? PARTHELL u. HUBNER: Arch. f. Pharm. 241, 432 (1903).

8 FiscHER, E. u. Jorpan: B. 16, 2241 (1883). — FiscHER, E.: B. 17, 578 (1884). —

CurtIiUs: B. 45, 1072 (1912).
® FErnNBACH u. ScHOEN: C.r. 158, 1720 (1914).

11 WEDEKIND u. BRONSTEIN: A. 307, 298 (1899).
12 DE Jong: Rec. 19, 280 (1900). — MacLean: Bioch. J. %, 611 (1913).
13 LANGENBECK u. HUTSCHENREUTER: Z. f. anorg. u. allgem. Ch. 188, 1 (1930) — C. 1930 I,

2551.

10 BackER: Rec.

31, 27 (1912).

14 Boucaurt: J. Pharm. Chem. (7) 8, 289 (1913). — RimBEr: B. 3%, 3123 (1904).

15 CoNTELLE: J. pr. (2) ¥3, 76 (1906).

17 DENicES: A. ch. (8) 12, 402 (1907).

18 ConraD: A. 204, 126 (1881). — v. MiLLER: J. pr. (2) 19, 326 (1879).

19 Scara: G. 20, 394 (1891). — LieseN: M. 14, 753 (1873). — FRANZEN u. GREVE: J. pr.
(2) 80, 368 (1909). — Franzen u. EcGEr: J. pr. (2) 83, 323 (1911). — FinckE: Bio. Z. 51,

268 (1913). — Rimsser: H. 96, 357 (1916).

16 Sy: C. 1906 11, 714.
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Nach FenToN und S1ssER (12, 8. 166) findet Reduktion zu Formaldehyd durch
nascierenden Wasserstoff statt, z. B. indem die Probe mit Schwefelsiure ange-
siuert und Magnesiumfeilspane hinzugefiigt werden, wobei lebhafte Wasser-
stoffentwicklung stattfindet; diese wird bei geringer Ameisensadurekonzentration
etwa 1 Stunde in Gang gehalten. Das Filtrat wird auf Formaldehyd gepriift,
indem z. B. 2 cem frische Milch und 7 cem konz. Salzsiure, die auf 100 cem
0,2 ccm einer 10proz. Eisenchloridlosung enthilt, zugesetzt und die Fliissigkeit
1 Minute lang in lebhaftem Sieden gehalten wird: Violettfairbung. Oder wird
das Filtrat (bzw. Destillat) durch Zusatz eines Tropfens einer 1proz. Phenollésung
und Unterschichtung mit konz. Schwefelsdure gepriift: Karmoisinroter Ring, bei
hoherer Konzentration weille bis rétliche Abscheidung; mit Resorcin analog:
Violette Zone.

Nachweis neben Essigsdure!: Neutralisierung der Probe (eventuell des Dampf-
destillates) mit Calciumcarbonat, Eindampfung ohne Filtration; trockene
Destillation des Riickstandes; Priifung des in wenig Wasser aufgefangenen
Destillates auf Aldehyde (Formaldehyd aus Ca-Formiat, Acetaldehyd aus
Ca-Acetat und Ca-Formiat) und Aceton (aus Ca-Acetat).

c¢) Beispiele.
Brenztraubensiure.

(In Géransatzen mit Bernsteinsdure?) Isolierung als 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazon, p-Nitrophenylhydrazon, Phenylhydrazon, trimeres Guanylhydrazon.

Malonséure.

(In Géransétzen mit Citronensidured.) Auffindung infolge Rotfarbung mit
Benzoldiazoniumchlorid, Isolierung als Formacylwasserstoff. Oder: Einengung
der Losung, Neutralisation mit Soda, Verdampfung; Riickstand mit 60proz.
Alkohol allméhlich extrahiert, wobei Na-Malonat in Losung geht; verdampft,
Riickstand gibt griinlichrote Fluorescenz mit Essigsdureanhydrid und Eisessig.
Identifizierung als Cinnamyliden-Malonséure (Fp. 207°). Oder: Isolierung der
Malonséure durch Fillung des alkoholischen Extraktes (Na-Salz) mit Blei-
acetat und Zerlegung des Niederschlages mit Schwefelwasserstoff. Extraktion
des Verdampfungsriickstandes mit Ather gibt Malonséure (Fp.132—133°).

6. Einige Zwischen- und Nebenprodukte.
a) Allgemeine Ubersicht (s. Tabelle 14).

b) Durchfiihrung einzelner Reaktionen.

Athylalkohol.

Jodoformreaktion: Die Probe (Destillat) wird mit Kalilauge im UberschuB
versetzt, auf 50—60° erwirmt, Jodkaliumlésung bis zur bleibenden Gelbfirbung
hinzugefiigt und sodann noch etwas Kalilauge: Triibung, Krystéllchen von
Jodoform, Geruch. In zweifelhaften Fillen kann mit dem ausgeétherten Jodo-
form die Isonitrilreaktion (Geruch nach dem Erwirmen mit Anilin und Kali-
lauge) und Resorcinreaktion (Rotfirbung beim Erwirmen mit Resorcin und
Alkali) vorgenommen werden. Nach Kunzk kann die Reaktion wesentlich

1 BonnNer: C. 1913 I, 1364.
2 SUBRAMANIAM, STENT u. WALKER: Soc. 1929, 2489.
3 CHALLENGER, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1927, 205.
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empfindlicher gestaltet werden (1:4000), indem man zu 10 ccm der Probe 1 bis
1,5 ccm 4n-NaOH, 0,15 g KJ und 0,2 g K- oder Ammoniumpersulfat zufiigt und
auf 50—60° erwirmt: Jodoformniederschlag, lingstens nach 10 Minuten.

Athylbenzoatprobe: Die Probe (Destillat) wird mit einigen Tropfen Benzoyl-
chlorid versetzt und nach gutem Durchschiitteln tropfenweise konz. Kalilauge
bis zur stark alkalischen Reaktion hinzugefiigt; bei schwachem Erwirmen:
Geruch nach Benzoesiureathylester.

Athyl-p-Nitrobenzoat (3, S.170), bei Verwendung von p-Nitrobenzoylchlorid;
Abscheidung in fester Form, falls erforderlich durch Auséthern zu gewinnen.
Fp. 57°.

P Ozydation zu Acetaldehyd: Die Probe (Destillat) wird nach Zusatz von
Kaliumpermanganat und Schwefelsiure destilliert, das Destillat in Wasser auf-
gefangen; Nachweis des Acetaldehyds in diesem.

Nachweis neben Aceton am besten als Benzoat oder Nitrobenzoat.

Acetaldehyd.

Riminis Reaktion (10, S.170): Die Probe wird mit einigen Tropfen einer etwa
4proz. Nitroprussidnatriumlésung und einer etwa 3proz. Piperidinlosung ver-
setzt : Blaufarbung, auf vorsichtigen Zusatz von Essigsaure in Violett itbergehend.
Gegenwart von Ammoniak verhindert die Reaktionl. Bei Zusatz von Alkali
statt Piperidin: Kirschrote Farbung, mit Essigsdure allméhlich verschwindend?2.

m-Nitrobenzol und Alkali: Violettrote Farbung, auf Essigsdurezusatz gelbrot.

m-Phenylendiamin (11, S.170) in Salzsiure gelost gibt Gelbfarbung, auf
Alkalizusatz verschwindend, mit Salzséiure wiederkehrend ; in konzentrierteren Lo-
sungen dunkelbraunrote, harzige Masse; deren Losung (in Wasser oder Alkohol)
blutrot, griin fluorescierend.

Aceton.

Jodoformreaktion: Um Verwechslung mit Alkohol zu vermeiden, wird die
Probe mit Ammoniak und einer Losung von Jod in Ammoniumjodid versetzt3.

Legalsche Probe: Zusatz von einigen Tropfen frisch bereiteter 10proz. Nitro-
prussidnatriumlésung und 1 ccm 15proz. Natronlauge gibt gelbrote bis rubin-
rote Farbung, auf Zusatz von Essigsiure in Weinrot bis Rotviolett iibergehend.
Steigerung der Empfindlichkeit4, wenn die Probe (0,5 ccm) mit 1 ccm ammoniaka-
lischer Ammonsulfatlésung und 1—2 Tropfen 20 proz. Nitroprussidnatriumlésung
versetzt wird: Carminrote Farbung (lingstens im Laufe einer halben Stunde).

Zusatz priméarer Amine gibt intensive Rotviolettfarbung, Zusatz sekundarer
und tertidrer Amine orangerote Farbung?®.

Bromnitrosoreaktion (20, S. 170): Die neutrale Probe wird mit je einem Tropfen
einer 10proz. Hydroxylaminchlorhydratldsung, 5proz. Natronlauge und Pyridin
versetzt, mit Ather iiberschichtet und unter Umschiitteln allmahlich Bromwasser
hinzugefiigt bis zur Gelbfirbung des Athers; Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd
bewirkt Blaufarbung unter Bildung von (CH,),: Cgro

Dibenzalacetorn (23, S. 171): Die Probe wird mit Natronlauge und einer alkoho-
lischen Losung von Benzaldehyd versetzt: Krystallinische Fallung, eventuell in
Ather aufnehmen, Fp. 112°.

Denigés’ Reaktion (21, S.170): Die Probe gibt mit schwefelsaurem Mercuri-
sulfat beim Erwirmen eine weille Fillung.

1 LEBEDEW: B. 47, 672 (Anm. 1.) (1914).

® v. Brrro: A. 267, 376 (1892). 8 GunniNeg: Fr. 24, 147 (1885).
¢ Roraera: C. 1909 I 402. 5 Rimani: C. 1898 I 133.
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Tabelle 14.
a b [¢
1. Alkohol ‘Kp. 78,4°, mischbar mit | Jodoformreaktion!, Es- | Oxydation gibt Acetal-
C,H,0 W., Ae., Glycerin, Pe- | sigester, Geruch, Athyl- | dehyd und dann Essig-
CH,0H troldther usw. benzoatprobe, Reaktion sdure.
I von TONINELLIZ
CH,

2. Acetaldehyd

Kp 20,8°, mischbar mit

Rimints Reaktion 19, Jo-
doformreaktion, m-Ni-

Wirkt reduzierend: Ag-
Spiegel, FERLING!2.

C,H,0 W., A., Ae., aus wiB-

CHO riger Losung mittels | trobenzolreaktion, m-
| CaCl, abscheidbar. Phenylendiaminreak-
CH, tion 1.

3. Aceton Kp. 56,3°, mischbar mit | Jodoformreaktion, Le- | Oxydation gibt Amei-

C,H,0 W., A., Ae., aus wiB- | gaLsche Probe, Indigo- | sensiure und Essig-
H, riger Losung abscheid- | reaktion'®, Bromnitroso- séure.

| bar (z.B. mittelsNaOH). | reaktion®, DEnicis’ Re-

CO aktion L.

|

CH,

4. Glycerin Fp. 20°, Kp.290° (un- | Phenolreaktion®, Rot- | Umwandlung in Acro-
C,H,0, ter geringer Zersetzung), | firbung mit p-Phenyl- | lein®, Oxydation gibt
CH,OH hygroskopisch, mischbar | hydrazinsulfosiure 2. Glycerose??, 31,
| mit W. und A., schw.l.

CHOH Ae. (1:500), unl. Petrol-
| ather, Benzol, Chloro-
CH,0H form; mit Wasserdampf

im Vakuum fliichtig.

5. Methylglyoxal

Gelbe Flussigkeit (in mo-

Nitroprussid - Na- Reak-
tion® (NaOH: tiefrot,

Fenvinagsche Losung
wird nur schw. reduziert

C,H,0, nomolekular. Zustand),

CHO Kp. 72° (gritner Dampf), | Piperidin: violett, mit | (infolge Umwandlung in
i polymerisiert sich bei | Essigsdure: stahlblau). | Milchsdure durch Al-
co gewohnl. Temperatur. kali), BarroEDs Rea-
| genz sowie OsTsche Sul-
CH, fitlosung werden kréftig

L LieBen: A. Spl. 7, 218, 377 (1870). — Hacer: Fr. 9, 492 (1870).
C. 1914 II, 85. — Siehe ROSENTHALER: 1, S. 158.
4 Branksma: C. 1914 I, 574.

624 (1905).

C. r. Soc. Biol. (10) 3, 841
1917 1, 818; 1918 1, 379.

reduziert 40,

2 TONINELLI:

3 BucHNER u. MEISENHEIMER: B. 38,
5 Remp: Am. Soc. 39, 1251 (1917).
— BL (3) 35, 330 (1906) — siehe auch C. 19101, 1273;
7 ViLLEDIEN u. HEBERT: C. 1917 I, 694.

6 NICLAUX:

8 Strrtar: H. 50,

22 (1907). — REacm: Bio. Z. 3, 328 (1907). — Mikro, RiprER u. Wonack: C. 1917 I1, 83.

® Kosryrscaew u. HuBBENET: H. %9, 363 (1912) — Bio. Z. 64, 249 (1914). —
NEUBERG u. REINFURTH: Bio. Z. 89, 397 (1918). — NEeuBErG u. HirscH: Bio. Z. 98,
150 (1919). 10 Rivni: Fr. 43, 517 (1904). 11 'WinpiscH: Fr. 27, 514 (1888).

(

12 TorLeNs: B. 15, 1635 (1882). 13 Vgl. Brapy u. ELsNziE: Analyst 51, 77 (1926).
14 NEUBERG u. REINFURTH: Bio. Z. 106, 286 (1920). !5 BerrEns: Ch. Ztg 26, 1125 (1902).
16 RrepER: M. 21, 1079 (1880). FortE u. CHARNASS: Bio. Z. 26, 207 (1911).
7 HiceLunp: Fr. 53, 433 (1914). — Horepxer: C. 1918 L 379. 18 Pauwn: Fr. 35, 648
(1896). 1% v. Baver u. DrEwsEN: B. 15, 2860 (1882). — PENzoLDT: Fr. 24, 149 (1885).
20 Prrory: B. 35, 3099 (1902). — BLUMENTHAL u. NEUBERG: D. med. Wschr. 1901, 6, 79.
21 Denicis: C.r. 127, 963 (1898). — OPPENHEIMER: B. 32, 986 (1899).
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d

e

f

p-Nitro-benzoat, Fp.57°3, Phe-
nylcarbaminsiureester (aus W.
oder A.), Fp. 52°, 2,4-Dinitro-
phenetol, ¥p. 85°¢, Phthal-
siduredithylester, Fp. 80°3.

Durch Oxydation mit
Kaliumbichromat 6,
durch Uberfithrung in
Jodoform? als Athyl-
jodid®, neben Acetal-
dehyd ®.

Phenylhydrazon, Fp.81° (aus
W.), p-Nitrophenylhydrazon,
Fp. 128,5°, 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazon, Fp. 164° (aus A.)%,
p-Bromphenylhydrazon,
Fp. 87° (aus Ligroin), Acetal-
domedon, F. 139—140°14 (An-
hydrid, Fp. 174°), Semicarba-
zon, Fp.162° (aus W. oder A.).

Semicarbazon,
Chinaldinreak-
tion 15.

Durch Titration in Sul-

fitlsung 16 neben Ace-

ton und Alkohol?, co-

lorimetrisch  (Fuchsin-
l6sung) 8.

Oxim, Fp. 59—60°, p-Nitrophe-
nylhydrazon, Fp.148° (aus W.),
p - Bromphenylhydrazon, Fp.
98-—99°, Semicarbazon, Fp.
190—191° (Zersetzung)??, Di-

benzalaceton. Fp. 112°2,

p-Nitrophenyl-
hydrazon.

AlsJodoform (durch Zu-

riicktitrieren) %4, mittels

Mercurisulfat 25, colori-
metrisch 26.

Tribenzoat, Fp.76°32, Glyce- ‘
rin - & - Naphthylurethan, Fp.
279° (Erweichen bei 264 °).

Acrolein 33, Ni-
troglycerin 3.

Als Triacetat 3, als Iso-
propyljodid %, als Tri-
benzoat 37, mittels
KMnO, %.

Phenylosazon, Fp. 145°, p-Ni-
trophenylosazon, Fp. 302—304°
(Zersetzung), gibt mit NaOH-
Alkohol tiefblaue Farbung, Bis-
semicarbazon, Fp. 257°.

22 CraMICIAN u. SILBER: B. 48, 186 (1915).
VorLANDER u. HoBoEM: B. 29, 1840 (1896).
Chemie 1. — Siehe LsuncpanL: Bio. Z. 83, 103 (1917); 96, 345 (1919).
~icis: C.r. 129, 963 (1898). — HrikeL: Ch. Ztg 32, 75 (1908).
2 REICHEL: Dinglers Polytechn. J. 235, 232.
2 Konn: Fr. 30, 619 (1891). — GrinmuT: Fr. 38, 41 (1899).
570 (1909) — BL. (4) 5, 421 (1909) — A. ch. (8) I8, 160 (1909).
%2 Proty, S.: B. 30, 3167 (1897).
% EmicH: Lehrb. d. Mikrochemie.
(1866). — Hem~NEr: Fr. 28, 359 (1889). — Lewkowrrscu: C. 1903 II 397.
u. Faxto: C. 190111 113; 19021 1424.
HAGEN, KoONi¢ u. ScHOLL: Bio. Z. 35, 185 (1911).
4 FiscHLER, Hauss u. TiureL: Bio. Z. 22%, 156 (1930).

516.

BERG: Bio. Z. ¥1, 214 (1916).

1105 (1903).

Z. f. anal. Ch. 74, 27 (1928).

HAUER u. GORLICH: Bio. Z. 212, 452 (1929).

(1930).

Als Jodoform 41,

Aus Triosen %9,
42 ~ 45

% CLAISEN: A. 223, 143 (1884). —
# UrLmaNN: Enzyklopidie der techn.

3 Dierz: H. 11, 472 (1887).

% Dg-

26 KrgseL: C. 1903 II
2% Wacker: H. 71, 145 (1911).
30 Denteis: C.r. 148,
31 ManDpEL u. NEU-

3 Berrens: Ch. Ztg 27,
% BENEDIKT u. CanTOR: M. 9, 522

36 ZEISEL
38 GREIFEN-

% NEUBERG: Bio. Z. 71, 150 (1915).
41 FISCHLER u. BOTTNER:
42 SjoLLEMA u. Kam: Rec. 36, 186 (1916).

45 BERN-

4 NEUBERG u. HOFMANN: Bio. Z. 224, 491

% FiscHEr u. TAuBE: B. 5%, 1502 (1924); 62, 864 (1929).
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Glycerin.

Phenolreaktion (27, S.171): Einige Tropfen der konzentrierten Probe werden
mit je 2 Tropfen fliissigen Phenols und konz. Schwefelsdure auf etwa 120° erhitzt,
nach dem Erkalten etwas Wasser und einige Tropfen Ammoniak hinzugefiigt:
Carminrote Farbung. Die Reaktion wird durch Anwesenheit geringer Zucker-
mengen verhindert. In diesem Falle wird die Probe nach Zusatz von Kalkhydrat
und Seesand am Wasserbad bis zur teigigen Konsistenz verdampft. Aus dem
gepulverten Riickstand wird durch eine Mischung gleicher Volumina absoluten
Alkohols und Athers das Glycerin extrahiert.

Umwandlung in Acrolein (29, S.171): Die Probe wird mit KHSO, am Wasser-
bad zur Trockne verdampft und der Riickstand in einem Proberohr aus Kaliglas
erhitzt. Die entweichenden Gase werden durch ein Glasrohr in Wasser geleitet
und in diesem Acrolein nachgewiesen, und zwar:

Nitroprussidnatrium und Piperidin geben enzianblaue oder griinliche Fiarbung,
die durch Ammoniak violett, durch Natronlauge erst rosaviolett, dann rostfarbig,
durch Eisessig blaugriin wird (Acetaldehyd analog)!.

Voiseners Formaldehydreagens gibt griine bis griinlichblaue Farbung,
indem das Destillat mit 2—3 cem Eiweilllésung (hergestellt durch Schlagen von
einem Eiweill mit 5—7 com destilliertem Wasser und Auspressen durch ein
Koliertuch) und dem 3fachen Volumen Reagens (200 cem Salzsgure und 0,1 ccm
einer 3,6proz. Kaliumnitritlosung) versetzt wird2.

Identifizierung des Acroleins als p-Nitrophenylhydrazon [auch mikro-
chemisch verwendbar (29, S.171)].

Oxydation zu Glycerose (31, S.171): 2—3 cem der verdiinnten Glycerinlésung
(1 bis 0,1proz.) werden mit Natriumhypochloritlosung behandelt und sodann die
Orcinreaktion vorgenommen (Durchfithrung wie bei den Hexonsiuren).

Oxydation zu Dioxyaceton (30, S.171): Etwa 0,1 g Glycerin wird mit 10 ccm
frisch bereiteten 0,3 proz. Bromwassers 20 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt,
der Bromiiberschufl weggekocht und am besten die Kodeinreaktion auf Dioxy-
aceton vorgenommen: 0,4 ccm der oxydierten Probe und 0,1 ccm einer 5proz.
alkoholischen Kodeinlésung werden mit 2 ccm konz. Schwefelsdure versetzt und
2 Minuten im siedenden Wasserbad belassen: Griinlichblaue Farbung. In
analoger Weise gibt Resorcin (bereits bei gewohnlicher Temperatur) blutrote
Fiarbung, auf Zusatz von Eisessig in Rotgelb bis Gelb umschlagend, Thymol
eine weinrote Farbung, §-Naphthol (2proz.) smaragdgriine Farbung (Wasserbad).
Identifizierung des Dioxyacetons als Glycerosazon (Fp.132°), indem die oxy-
dierte Losung mit Phenylhydrazin-Essigsdure und Na-Acetat versetzt wird, oder
als Methylglyoxylosazon, indem die oxydierte Losung nach Zusatz von Schwefel-
sdure destilliert und das Destillat mit Phenylhydrazin-Essigsidure behandelt wird.

Tribenzoat (32, 8.171): Der zu priifende Verdampfungsriickstand wird mit der
sechsfachen Menge Benzoylchlorid und iiberschiissiger Natronlauge geschiittelt,
das abgeschiedene Produkt aus Ligroin umkrystallisiert; lange Nadeln, Fp. 76°.

¢) Beispiele.
Athylalkohol.

(In Géransatzen mit Brenztraubensaure®.) Nachweis durch Jodoformreaktion
des Destillates, bei negativer Aldehydreaktion. Destillat mit Na-Dichromat und
konz. Schwefelsiure erhitzt, Destillat nach guter Kondensation (2 Spiralen-
kiihler) unter Eiskiihlung aufgefangen; gibt Riminis Reaktion. Identifizierung
als Acetaldomedon.

1 Lewin: B. 32, 3388 (1899). 2 VOISENET: J. Pharm. Chim. (7) 2, 214 (1910).
3 WaALKER u. Corpock: Soc. 1928, 808.
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Aceton.

(In Géransétzen mit Citronensdure!l.) Nachweis durch Jodoformreaktion.
Destillation der neutralisierten Losung, Behandlung des Destillates mit DENIGES’
Reagens (unter Rickflufl 40 Minuten gekocht); Niederschlag nach dem Waschen
und Trocknen in Portionen von je 15 g mit 30 g Natriumjodid in 120 ccm Wasser
destilliert; je 15 ccm Destillat gesammelt. 55 ccm Destillat mit 60 cem aceton-
freiem Alkohol, 3 ccm Benzaldehyd und 3 ccm 10proz. Natronlauge versetzt:
Kondensationsprodukt aus Petroldther umkrystallisiert, Fp. 113°. Oder:
Destillat mit p-Nitrophenylhydrazin-Essigsdure versetzt, Kondensationsprodukt
aus Petrolither umkrystallisiert, Fp. 148,5°.

7. Einige Zuckerarten.

a) Allgemeine Ubersicht (s. Tabelle 15).
b) Durchfiihrung einzelner Reaktionen.

Allgemeine Zuckerreaktionen.

Umwandlung in Furanderivate: Dieselben entstehen aus Zuckerarten beim
Erwirmen mit konz. Mineralsduren (insbesondere Salz- und Schwefelsiaure), wobei
aus Pentosen Furfurol und aus Hexosen Oxymethylfurfurol gebildet wird, die
mit Phenolen charakteristische Farbreaktionen geben.

a-Naphtholreaktion (MoLISCH-UDRANSKY): Die Probe (1 ccm) wird mit
2 Tropfen einer alkoholischen Losung von «-Naphthol (15proz.) versetzt und
mit konz. Schwefelsdure unterschichtet. In Gegenwart von Zuckerarten bildet
sich ein violetter oder blauer Ring; beim Umschiitteln findet Farbung der ganzen
Fliissigkeit statt. Bei Verwendung von Thymol, Kresol oder Guajacol treten
meist rote Farbungen ein.

Resorcinreaktion (auf Aldosen): 2 ccm der Probe werden mit etwa 0,2 g
Resorcin versetzt und unter Kiihlung mit Salzsiuregas gesittigt. Nach einer
Stunde bzw. bei Spuren nach 12 Stunden wird mit Wasser verdiinnt, mit Natron-
lauge tibersattigt und mit einigen Tropfen FEHLINGscher Losung erwarmt: Rot-
violette Farbung (nicht bestdndig). Bei Ketosen findet die SELIWANOFFsche
Reaktion statt.

Verhalten gegeniiber Metalloxyden: Reduktion von Kupferlosungen unter
Abscheidung von Kupferoxydul: FrrLiNGsche Losung, Sorpainis Reagens
(Kupfercarbonat und Kaliumcarbonat), Ostsche Losung (Kupfersulfat, Kalium-
carbonat und Kaliumbicarbonat), BARFoEDs Reagens (Kupferacetat und Essig-
sdure). Sonstige Metalloxydlosungen: BoéTrcERsche Probe (basisches Wismut-
nitrat und Natronlauge), NYLANDER-ALMENsche Losung (Wismutsubnitrat,
Seignettesalz und Natronlauge), Sacassche Losung (Quecksilberjodid, Jodkali
und Kalilauge) usw.

Quantitative Bestimmungsmethoden: Mittels FEHLINGscher Losung (z. B. nach
BerTRAND) oder durch Reduktion von Ferricyanidlésung nach HAGEDORN-JENSEN.
Bestimmung von Aldosen neben Ketosen nach WILLSTATTER und SCHUDEL.

Charakteristisch fiir die Zuckerarten im allgemeinen ist weiterhin die Bildung
von Phenylhydrazonen und Osazonen, sowie die Gérungsproben, die auch fiir die
quantitative Bestimmung der vergéirbare Zuckerarten verwendet werden kénnen.

Glycerinaldehyd.

Uberfithrung in Methylglyoxal (ebenso bei Dioxyaceton) (3, S. 174): Aus einem
mit Tropftrichter versehenen Destillierkolben wird die zu untersuchende Probe

1 CHALLENGER, SUBRAMANIAM u. WALKER: Soc. 1927, 206.



1 Ngusgre: Bio. Z. 11, 150 (1915).

¢ WonL: B. 31, 1796, 2394 (1898).
% NEUBERG: Bio.Z. 221, 492 (1930).
8 VIRTANEN u. BARLUND:Bio. Z. 169, 169 (1926).

% BERNHAUER u. SCHON: H. 177, 109 (1928).
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Tabelle 15.
a b c
1. Glycerinaldehyd | Fp. 138°, 1. 1. W., | a-Naphtholreaktion, | Reduziert FEHLINGsche
CHO L A., unl. Ae. Orcinreaktion!,Phlo- | Losung in der Kailte. Um-
| roglucinreaktion®. | wandlung in Methylglyoxal
CHOH durch Destillation mit ver-
CllHZ Ol diinnter Schwefelssure 3.
2. Dioxyaceton Fp.68—175° 1. 1. W., | a-Naphthol-, Orcin- Wie 1.
CH,OH I. A., unl. Ae. und  Phloroglucin-
| reaktion®, Resorcin-
CO reaktion?.
|
CH,0H
3. 1-Arabinose Fp. 160°, 1. 1. W.,| Phloroglucinreak- Reduziert FEHLINGsche
CHO schw. 1.in 90proz.A., | tion 1% Orcinreak- | Losung usw., Umwandlung
| unl. abs. A. und Ae., tion 11, in Furfurol.
H- (Ij - OH [x]1f = +107,4°.
HO-C-H
|
HO-.-C.-H
|
CH,0H
4. 1-Xylose Fp. 154°, 1. W. und Wie 3. Wie 3.
CHO A., unl. Ae. und kal-
| tem abs. A.
H.C.OH (o]l = +18,97°.
|
HO.C.-H
' .
H.C.O0H
|
CH,0H
5. d-Glucose Fp. 147—149°, 1. 1.7 Kobaltnitrat und | Reduziert FEnLINGsche
CHO W., 1. A., unl Ae., | NaOH geben Blau-| Lésung usw., ebenfalls
| [a]p = 52,56°. | farbung, in Griin Farbstoffe zu Leukover-
H.C.OH iibergehend 12. bindungen. Oxydation gibt
| | Gluconsgure und weiter
HO - (Ij -H : Zuckerséure.
H.C.OH
l
H.C.OH
|
CH,0H
6. d-Fructose Fp. 103°, 1. 1. W.| Resorcinreaktion !4, —
CH,O0H und A., 1. in Aceton, | Diphenylaminreak-
| I. in A.-Ae. tion %, Naphthore-
Co [a]p = 92°. sorcinreaktion .
l
HO.C.H
|
H.C.OH
|
H.C.OH
|
CH,0H

2 Wounr, u. NEUBERG: B. 33, 3095 (1900).
3 NEUBERG, FARBER, LEVITE u. SCHWENK: Bio. Z. 83, 262 (1917).

5 WiTzEMANN: Am. Soc. 36, 2223 (1914).
7 NevBerG: H. 31, 564 (1900).

10 WHEELER u. ToLLENS: A. 254, 329 (1889).
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Tabelle 15 (Fortsetzung).

d e | £ g
Phenylosazon, Fp. 132° (aus — Mittels FenLiNGscher | Aus Acrolein?, durch
Benzol), p-Bromphenylosa- Losung. Oxydation von Gly-
zon, Fp. 168°, p-Nitro- cerin® 8,
phenylosazon, Fp. 315°

(Zersetzung). ‘
Methylphenylosazon, ‘ — | Mittels FEHLINGscher Biologisch.

Fp.127—130° (Zersetzung), | Losung® 2.
sonstige Osazone wie beil, i
|

Oxim Fp. 84°.

Phenylosazon, Fp. 160°, —_ — —
p - Bromphenylosazon,
Fp. 196—200° (sintern).

Phenylosazon, Fp. 152 bis — — —
155° (170°), p-Bromphe-
nylosazon, Fp. 208°.

Phenylosazon, Fp. 215°,| Phenylosazon, | Mittels FEnLinGscher —
p - Bromphenylosazon, | Diphenylhydrazon. | Losung usw., durch
Fp. 215—216° (222°), Jodtitration 3.

p - Nitrophenylosazon,

Fp. 252° (257°), mit NaOH

in der Warme Blauférbung.

Osazone wie bei 5., Methyl- — Mittels FEHLINGscher —
phenylosazon, Fp. 158 bis Losung usw.
160°.

| |
1 AppeN u. Torrexns: B. 29, 1204 (1894). '* Rerca: Arch. d. Pharm. 50, 293 (1847).
13 WILLSTATTER u. SCHUDEL: B. 51, 780 (1918). — AUERBACH u. BODLANDER: Z. f.
anorg. Ch. 36, 602 (1923). — Siehe auch BERNHAUER u. ScrON, H. 180, 235, Anm. (1929).
14 SELIWANOFF: B. 20, 181 (1887).
15 THL-PECHMANN nach Jorres: B. d. d. pharm. Ges. 19, 484 (1909).
16 ToLLENs und Rorive: B. 41, 1783 (1908).
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nach Zusatz von konz. Schwefelsdure (2 g fiir 10 cem Probe) destilliert, nach Ab-
destillieren von je 5 ccm Fliissigkeit wird diese durch Zusatz von Wasser erginzt
und diese Behandlung fortgesetzt, bis das Destillat praktisch keine Jodoform-
reaktion oder mit Phenylhydrazin bzw. mit p-Nitrophenylhydrazin keine
Triibung mehr gibt. Aus dem Destillat wird das Methylglyoxal als Phenylosazon
oder p-Nitrophenylosazon abgeschieden und als solches identifiziert.

Phloroglucinreaktion (2, S.174): Die Probe wird mit 0,5 ccm kalt gesittigter
Phloroglucinlosung und einer Spur Schwefelsiure kurze Zeit in heilem Wasser
erwérmt; es entsteht eine milchige Triibung bzw. ein flockiger Niederschlag.

Orcinreaktion (1, 8. 174): Die konzentrierte Probe wird in 3 ccm Eisessig aufge-
nommen und Orcin sowie konz. Salzsdure zugesetzt: Rotfirbung der Losung,
spater dunkler Niederschlag.

Dioxyaceton.

Resorcinreaktion (7, S.174): Die Probe wird mit Resorcin und Salzsiure (so
viel, daf} die Losung etwa 18proz. ist) erwirmt: Rote Farbung bzw. braunroter
Niederschlag, in Alkohol mit dunkelroter Farbe l6slich.

Phloroglucinreaktion (11, S. 174): Die Losung von wenig Dioxyaceton in 3 ccm
Hisessig gibt auf Zusatz von Phloroglucin und 3 Tropfen konz. Salzsiure kirsch-
rote bis blaue Farbung.

Pentosen.

Phloroglucinreaktion (10, S.174): Die Probe wird mit einer Mischung gleicher
Teile konz. Salzsdure (d = 1,19) und Wasser, die etwas mehr Phloroglucin ent-
halt als sich beim Schiitteln 16st, versetzt und fast zum Sieden erhitzt: Kirchrote
Firbung, die nach kurzer Zeit unter Bildung eines Niederschlages verschwindet.

Orcinreaktion (11,S8.174) : Die Pentosenlosung wird mit dem Reagens (1/,g Orcin
in 50 ccm einer Mischung gleicher Teile konz. Salzsiure und Wasser) erwirmt:
Rotliche Farbung, sodann violettblaue Tritbung, schlieflich Abscheidung blau-
griiner Flocken. Diese kénnen nach dem Filtrieren und Waschen mit Wasser
in Alkohol geldst (griinblaue Losung) oder mit Amylalkohol ausgeschiittelt werden.

Modifikation der Reaktion nach NEumanN!: 10 Tropfen der zu priifenden
Fliissigkeit werden mit 5 ccm Eisessig und einigen Tropfen einer 5proz. alkoho-
lischen Orcinlésung versetzt, zum Sieden erhitzt und dann tropfenweise konz.
Schwefelsiure hinzugefiigt, bis die Farbe bestehen bleibt. Arabinose gibt violette,
Xylose violettblaue Farbung, die auf Zusatz von Wasser bestehen bleibt.
Glucuronséure gibt gleichfalls Farbung, die aber auf Wasserzusatz in Rot
umschlégt.

Fructose.

Resorcinreaktion (SELIWANOFF) (14, S. 175): Ausfithrungsform nach ToLLENS?:
Die Probe wird mit dem gleichen Volumen rauchender Salzséure versetzt und sodann
mit dem Reagens (Ldsung von 0,5 g Resorcin in 60 ccm etwa 18 proz. Salzséure).
Nach vorsichtigem Erhitzen findet Rotfarbung statt, bei weiterem Erwéirmen
Abscheidung eines roten Niederschlages, in Alkohol mit roter Farbe loslich.
Verschirfung der Reaktion nach Rosing, indem nach Erkalten der Probe Natrium-
carbonat im UberschuB zugesetzt und mit Amylalkohol ausgeschiittelt wird,
der den roten Farbstoff aufnimmt.

Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose soll nach KoN1esFELD? die Salz-
sdure hochstens 12,5proz. sein, nur 20—30 Sekunden lang erhitzt werden und
nicht mehr als 2% Glucose vorhanden sein.

1 NEumMaNN: Berl. klin. Wschr. 1904, Nr 41. — Siehe Sachs: Bio. Z. 1, 394 (1906).
2 ToLLENS: Z. d. V. f. Zuckerind. 41, 895.
3 Rosin: H. 38, 555 (1903). ¢ KoniesrELD: B. 38, 310 (1912).
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Diphenylaminreaktion (IHL-PECHMANN) (15, S. 175): Dieselbe wird in gleicher
Weise wie mit Resorcin durchgefiihrt: Dunkelblaue Farbung bzw. Niederschlag,
in Alkohol léslich, mit Amylalkohol ausschiittelbar.

Naphthoresorcinreakiion (16, S.175): Die Probe férbt sich beim Erwérmen mit
Naphthoresorcin und Salzsdure purpur- bis violettrot.

8. Methoden zum Nachweis und zur Isolierung einiger
Garprodukte (inshesondere Séuren) bei Vorliegen von Gemischen.

Da bei der Vergirung von Zuckerarten usw. zumeist verschiedene Produkte
gebildet werden, soll hier auf einige prinzipielle Wege zur Trennung der einzelnen
Garprodukte in Kiirze eingegangen werden. Das Hauptaugenmerk wird dabei
auf die Sduren gerichtet, die bei oxydativen Gérungsvorgingen entstehen koénnen.
Das Verhalten der verschiedenen Séuren gegeniiber einigen allgemeinen Reagen-
zien wird dabei in iibersichtlicher Weise zusammengestellt.

a) Verhalten der Siuren gegeniiber bestimmten Reagenzien.

Aus der Tab. 16 geht hervor, welche Sauren bei positivem Ausfall der be-
treffenden Probe vorliegen kénnen, auf die sodann mittels der bereits behandelten
Spezialreagenzien gepriift werden kann. Sobald man auf Grund dieser Vor-
proben sich ein Bild iiber die Anwesenheit der einzelnen Séuren gemacht hat,
kann an die Trennung derselben sowie ihre Isolierung und Identifizierung
geschritten werden.

b) Die Trennung einiger Gérprodukte (insbesondere Siuren).

Bei der Untersuchung und Aufarbeitung wird im allgemeinen, falls nicht bereits
das Vorliegen bestimmter Gérprodukte sichergestellt ist, die bereits in besonderer
Weise isoliert werden konnen, folgender Weg eingeschlagen werden kénnen:

1. Abtrennung der neutralen fliichtigen Bestandteile durch Destillation der
neutralen Losung (eventuell im Dampfstrom). Das Destillat kann insbesondere
Athylalkohol, Acetaldehyd und Aceton enthalten. Uber die Anwesenheit dieser
Produkte gibt zunéchst die Jodoformreaktion Aufschlufl. Auf Acetaldehyd kann
sodann mittels Riminis Reaktion gepriift werden, auf Aceton mittels Dexiais’
Reagens. Bei Abwesenheit von Acetaldehyd kann Alkohol durch Oxydation zu
Acetaldehyd nachgewiesen werden; ansonsten am besten als p-Nitrobenzoat.

2. Zwecks Isolierung der flichtigen Séuren wird der nach Abtrennen der
neutralen fliichtigen Bestandteile verbleibende Destillationsriickstand mit
Schwefelsaure angesduert (bis Kongopapier gerade blau gefirbt wird) und der
Dampfdestillation unterworfen; der Endpunkt wird am besten durch jeweiliges
Auffangen von 1—2 ccm Probe und Titration derselben mit */,, Lauge (Phenol-
phthalein) ermittelt. Sobald nur 2—3 Tropfen Lauge erforderlich sind, kann
unterbrochen werden. Neben der eventuellen Anwesenheit von Ameisensiure,
die am besten mittels Sublimat nachgewiesen wird, ist das Destillat insbesondere
auf Hssigsdure zu priifen.

3. Der Dampfdestillationsriickstand wird sodann vor allem auf nichtfliichtige
Séuren zu untersuchen sein. Dieselben konnen entweder aus der schwefelsauren
wiBrigen Losung durch Extraktion mit Ather in einem geeigneten Extraktions-
apparat! isoliert oder nach dem Verdampfen der walirigen Losung zur Trockne
(am besten im Vakuum) im Soxhletapparat extrahiert werden. Die Extraktion

1 KurscHER u. STEUDEL: H. 39, 474 (1903). — Kemer: H. 37, 774 (1913). — LAQUER:
H. 118, 215 (1922).

Bernhauer, Girungen. 12
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Tabelle 16.
Zusatz von Zusatz von
Pb-Acetat
i Zl];‘se%blz ;’D(.)n Nitroprussid- |, Resorcin + Diazo
in essig- in essig- | IR am- s e = . -
saure;g‘ r;ae;fref klglci);]clﬁ:ar nfggla;l;r Na + Alkali H.SO, * reagens
Ldsung
Essigsdure . . . 0 0 0  [Rotfarbung 0 0 0
Glykolsaure 0 0  |Nieder-
schlag
Glyoxylsiure . . 0 desgl.
Oxalsdure . |Nieder- Nieder- ’ Griin- griiner bis
schlag schlag farbung, blauer Ring
‘ braunroter
Nieder-
schlag beim
Kochen
Bernsteinsidure . 0 0 » braunroter nach Er-
Nieder- wirmen
schlag usw.+NHj:
Rotfarbung
mit griiner
Fluorescenz
Fumarsiure . |Nieder- Nieder- .
. schlag schlag
Apfelsdure . . . 0 0 ' Nieder- Violett-
schlag farbung
aus konzen-
trierter Lo-
sung beim
Kochen
Weinsdure . . .|Nieder- Nieder-| ,, |gelber Nie- beim
schlag schlag derschlag Erwiarmen
(in beim Rotfarbung
NaOH Kochen
loslich)
Citronenséaure. . 0 desgl. » desgl. nach Be- 0 allmahlich
handlung rotliche
mit, H,SO,: Firbung
Rotfarbung
Acetondicarbon- Violett- [Rotfarbung | Rotfar-
sdure farbung bung bis
Nieder-
Acetessigsaure 0 Rotviolett-| + NaOH , schlag
farbung |Rotfidrbung !
Milchsgure . . . 0 Gelb-
farbung
Brenztrauben- 0 4+ KOH: Rotfar-
saure Violett bung bis
NH;: Nieder-
Violettblau schlag
Malonsgure . . . 0 0 desgl.
Ameisensdure . . 0 Nieder- Rotfarbung orange
schlag
Oxalessigsdure . 0 +NH;: blau

* Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Oxal-, Wein- und Ameisensdure werden nach
Kraus und Tampke [Chem. Ztg. 45, 521 (1921)] 5 ccm der zu untersuchenden Probe mit
0,2 cem Resorcin und etwas Schwefelsiure versetzt, und mit 10 cem konz. Schwefelsiure
unterschichtet. Ameisensiure ergibt ein orangefarbiges, sich langsam verbreiterndes Band,
Oxalsiure einen darunter befindlichen blauen Ring. Sehr vorsichtiges Erwérmen der
Schwefelsidure ergibt sodann bei Anwesenheit von Weinsdure einen unteren tiefroten Ring.
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kann nach je 5—6 Stunden abgebrochen und der Extrakt nach Abdestillieren des
Athers untersucht werden. Die ersten Extrakte konnen enthalten: Milchsiure,
Bernsteinsiure, Fumarsiure, Oxalsiure; die weiteren Extrakte: Apfelséure, die
letzten Extrakte: Apfelsiure, Citronensiure, Weinsiure, bei lange dauernder
Extraktion. Natiirlicherweise sind gewisse Mengen der Produkte der ersten
Extrakte auch noch in den spiteren Extrakten enthalten.

4. Zur Trennung der nichtfliichtigen Sauren kann auch die Féillung mittels
Bleiacetat verwendet werden, indem die urspriingliche Losung nach dem Ab-
destillieren der neutralen fliichtigen Bestandteile mit Bleiacetat und Essigsiure .
versetzt wird. Die entstehende Fillung (A) enthilt die Bleisalze der Oxalsiure,
Citronensiure, Fumarsiure und Weinsdure, das Filtrat wird sedann mit
Ammoniak und eventuell Alkohol versetzt; es fallen (B) die Bleisalze der Bern-
steinsaure, Apfelsaure, Glykolsaure, Milchsdure und Malonsdure. Die Bleinieder-
schlidge werden durch Behandlung mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die Losung
der freien Séuren verdampft. Aus Anteil A krystallisiert zunéchst Fumarsiure
aus, die abgetrennt wird; die nach dem vélligen Verdampfen zuriickbleibende
Oxal- und Citronensiure (eventuell Weinsiiure) werden in iiblicher Weise ge-
trennt und identifiziert. Aus Anteil B krystallisiert zunichst die Bernsteinsiure
aus. Aus dem Filtrat konnen sodann die sonstigen Sauren gewonnen werden,
die durch jeweilige Spezialmethoden nachzuweisen und zu identifizieren sind.

5. Die Trennung der nichtfliichtigen Siuren kann auch mittels der Ca-Salze
vorgenommen werden, indem die Losung mit Ca-Acetat und Kalkwasser ver-
setzt wird. Die Ca-Fillung enthalt Oxalsiure, Fumarsiure und Weinsiure, die
in analoger Weise wie zuvor getrennt werden kénnen. Aus dem Filtrat wird
Ca-Citrat durch langeres Kochen abgeschieden und heif3 abfiltriert. Das nun-
mehr verbleibende Filtrat enthélt die sonstigen, oben angefiihrten Sduren.

Fiir die Trennung der Gérprodukte ergibt sich demnach folgendes Schema:

Gérlosung
Neutralisation
Destillation
|
neutrale fliichtige Destillationsriickstand
Bestandteile: (evtl. konzentrieren)
Alkohol e i
Acetaldehyd
Aceton mit Schwefelsiure v Zusatz von
ansiuern (Kongorot Zusatz VOO (. Acetat und
bzw. Malachitgriin) Pb-Acetat und g lkwagser
Dampfdestillation Essigsaure
[ |
- . Y Ca-Fall Filirat
fliichtige Sauren nichtfliichtige Sauren a-talung UL
Essigsiure fraktionierte Oxalsgure  lingere Zeit
Atherextraktion Fumarsiure  kochen
| (Weinsiure) | |
v
Pp-Fallung: Filtrat: Zusatz von G F$ll l
Oxalséure Ammoniak O'ta. atung
Citronenséure (und evtl. Alkohol) lironensaure |
Fumarséure Pb-Fallung Tiltrat:
(Weinséure) ngggfsigsigre Bernsteinsiure
- Apfelsiure
(ot Giiomi
yograg Malonsgure
Milchséaure Milchsiure

12%



Sachverzeichnis.

Das Sachverzeichnis wurde nach einem bestimmten System angeordnet und in einzelne
Abschnitte zerlegt, wodurch eine bessere Ubersicht des behandelten Stoffes geschaffen
werden soll. Im ersten Abschnitt sind die verschiedenen in der vorliegenden Monographie
behandelten chemischen Substanzen alphabetisch geordnet und deren jeweilige Bildungs-
weisen sowie deren Abbau und Umwandlung ersichtlich gemacht. Im zweiten Abschnitt
sind die einzelnen im voranstehenden behandelten Gérungsorganismen alphabetisch ge-
ordnet und auf deren chemische Wirkungen verwiesen. Der dritte Abschnitt beinhaltet
das sonstige Sachverzeichnis. Durch diese Anordnung soll es ermdglicht werden, sich
rasch iiber die Bildungsweise und Umwandlung der verschiedenen chemischen Stoffe durch
die einzelnen Gérungsorganismen zu orientieren. '

1. Bildung und Umwandlung verschiedener Substanzen durch Mikroorganismen.

J -
Substanz | Bildung Ymwenlinng (n) und Sonstiges
Acetaldehyd ..... aus Brenztraubensiure | Acetoin 45, 47 Eigenschaften 170
40, 41, 45 Acetaldol 45, 48 Nachweis 170f.
bei der alkoholischen | durch Dismutation mit | Bestimmung 171
Gérung 41, 46 Methylglyoxal 37, 45,
bei der Bernsteinsiure- 138; mit sich selbst
bildung 69, 72 45, 46, 56, 57, 138
bei der Buttersduregi- | Essigsiure 56
rung 42 Phenylacetylcarbinol 47
bei der Citronensiure- | Resynthese zu Zucker 50
garung 1011
bei der Essigsauregi-
rung 55
durch Mucoraceen 12, 69
Acetaldol . ....... bei der Acetongéirung 48 | Aceton 45, 48 Dismutation 45
» s Buttersiure- Butylalkohol 45
garung 42
bei der Butylalkohol-
girung 44
Acetessigsdure. . .. | aus Buttersiure 59 Aceton 48 Eigenschaften 162
,» Acetondicarbon- Resynthese zu Zucker 50 | Nachweis 1621., 178
sdure 105 Bestimmung 163
aus KEssigsiure 48
Acetoin.......... aus Acetaldehyd 47, 58
,» Butylenglykol 24,
119 ,
aus Milchsdure 52
,» Alkohol 58
Darstellung 119
Acetol........... aus Propylenglykol 24 | Vergérbarkeit 34
»» Methylglyoxal 38
Aceton .......... aus Isopropylalkohol 56 | Brenztraubensiure 61, | Eigenschaften 170
,» Acetessigsiure 48, 105 Nachweis 170f.
59, 105 Phoron 49
bei der Acetongirung 48
neben Butylalkohol 45
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Substanz

Bildung

Umwandlung (in) und
Abbau (zu)

Sonstiges

Acetondicarbon-

Aconitsaure . .....
Acrylséure
Adipinsaure. . ....
Apfelsdure

Athylalkohol

Athylbenzol. ... ..
Athylenglykol . . ..

Ameisensédure . ...

Anthracen
Arabinose

Arabit
Arabonsiure

Asparaginsiure . . .

Benzin
Benzol

Bernsteinsiure . . .

aus Citronensidure 103f.

aus Citronensaure 67,75,
104

durch Aspergillaceen 65,
73

durch Rhizopusarten 69

bei der Hefegirung 64

aus Fumarsiure 62, 74,
117

aus Oxalessigsaure 76,
117

ausOxyglutaminsgure68

aus Bernsteinsaure 73

durch Aspergillaceen 9
,»  Mucoraceen 11f.,
68

durch Hefe 46

aus Gluconsaure 22

,» Acetaldehyd 41, 46,
117

neben Butylalkohol 44

aus Weinsaure 67

aus Brenztraubensiure
41, 42

neben Buttersiure 43

aus Diketoadipinsiure
70

ausGlyoxylsaurel14,117

aus Gluconsiure 73

» Methylalkohol 57
,» Milchsdure 40, 117

aus Arabinose 15

aus Fumarsiure 68, 75

durch Aspergillaceen 63,
65

durch Allescheria 9
,,» Mucoraceen 13,63
bei der Coligérung 62, 64

LRI ]

Hefegarung 64 |

Acetessigsaure 105
Malonséure 105
Essigsaure 105
Glutaminsaure 75

Milchsaure 74
Citronensiure 97
Citronensaure 117
Fumarsiure 62, 75, 117
Milchsaure 76
Oxalsdure 112, 115
Oxalessigsaure 76, 117

durch Essigbakt. 2, 5,
531f.
durch Aspergillaceen 9,
91, 98, 102, 112
durch Mucoraceen 12, 68,
71
Bernsteinsidure 71
Fumarsaure 71
Citronensaure 98
Oxalsdure 112
Resynthese zu Zucker 50
\‘durch Bakterien 132
durch Essigbakterien 5
Oxalsdure 22, 112
Glykolsiure 22
Kohlendioxyd u. Was-
serstoff 49, 117
Kohlendioxyd und Was-
ser 61, 117

durch Bakterien 132,133
durch Essighakterien 5
Arabonsiure 15
Oxalsaure 112
Arabinoketose 35

Bernsteinsaure 64, 72
Fumarsiure 68, 75
Malonsdure 78

durch Bakterien 128
durch Bakterien 132
im Tierkorper 136
Ameisensédure 76
Aminosauren 75
Apfelsaure 112, 114, 115
Essigséure 76
Fumarsaure 71, 73, 75,
117

| Eigenschaften 162
| Nachweis 162f., 178
Eigenschaften 162
Nachweis 162f., 164

Nachweis 1581., 162

I Eigenschaften 158
‘Darstellung 159

\
\
Eigenschaften 169

Nachweis 169f.
Bestimmung 170

Eigenschaften 166
Nachweis 166f., 178

Eigenschaften 174
Nachweis 174f.

Eigenschaften 150
Nachweis 150f.
Darstellung 151

Eigenschaften 157
Nachweis 157 £., 178
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Substanz

Bildung

Umwandlung (in) und
Abbau (zu)

Sonstiges

Bernsteinsiure . ..

Brenzcatechin. . ..

Brenzcatechincar-
bonsiure
Brenztraubensidure

Brenztrauben-
sdurealdol

Buttersidure

Butylalkohol . . . ..

1, 3-Butylenglykol
2, 3-Butylenglykol

Butyraldehyd . ...
Caprinsiure. . ....
Capronsiure
Caprylen
Caprylsdure
Chinasgure.......

aus Athylalkohol 58, 68
,, Aminosiuren 64, 65,
68

aus Brenztraubensiure
69, 70

aus Buttersiure 67

,» Citronensiure 65, 67
,» Hssigsdure 67, 71,
117

aus Fumarsidure 67, 75
,»» Gluconséure 67

,» Glucuronsdure 67
»»  Glycerin 64, 68

,» Maleinsdure 67

»» Malonsédure 106

»» P-Oxybuttersiure 67
,» Zuckersdure 67

aus Chinasiure 130, 131
»» Salicylssure 134

aus Salicylsdure 134

anoxybiontisch 37, 117

oxybiontisch 51, 117

aus Fumarsidure 77

» Glycerinsdure 37
»» Methylglyoxal 37,
117

aus Milchsiure 51, 52,
61, 117

aus Oxalessigsdure 77,
117

aus Propionsiure 61

bei der Buttersiure-
garung 41, 42, 117

durch Bakterien 42, 44
aus Brenztraubensiure-
aldol 41, 42, 117

aus Milchsiure 40

aus Glycerin 44

neben Aceton 45
,»» Athylalkohol 44

aus Brenztraubensiure-
aldol 41, 44

aus f-Oxybuttersiure 67

d-Form aus dem Race-
mat 24

aus Acetoin 47

aus Butylalkohol 56

}neben Buttersdure 42

neben Buttersiure 42
aus Zucker 129, 130

Oxalsgure 112, 114, 115
Propionsdure 76

durch Bakterien 131,133
durch Pilze 131

durch Bakterien 54
Acetaldehyd 40, 41, 138
Ameisensidure 42
Essigsdure 51, 52, 53, 61
Bernsteinsdure 69, 70
Oxalsédure 112
Vergirung 39
Aldolisierung 42, 43
Resynthese zu Zucker 50

Buttersidure 42, 117

Butylalkohol u. Aceton
45

durch Dismutation 45

zu hoheren Fettsiuren
43

Aceton 59

Acetessigsdure 59

pB-Oxybuttersidure 59,
117 )

Oxalsdure 112

Acetoin 24

Dismutation 47

durch Bakterien 129

Chinhydron 130
Protocatechusiure 130
Oxalsaure 113, 131

Eigenschaften 166
Nachweis 165f., 178
Darstellung 167

wird von Essigsaure-
bakterien nicht an-
gegriffen 58

als Stoffwechselpro-
dukt 129
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Umwandlung (in) und

Substanz Bildung ‘Abbau (zu) Sonstiges
Citraconséure . ... |aus Citronensiure 104
Citrazinsaure. . . .. aus Citronenséure 105
Citronensaure . ... |durch Aspergillaceen 7, | Acetondicarbonsiure Eigenschaften 162
9, 15, 64, 65, 781. 1031. Nachweis 162f., 164,
durch Mucoraceen 13 | Aconitsdure 75, 104 178
bei der Aminosiuresyn- | Aminosduren 93 Bestimmung 163,164
these 75, 92, 93 Bernsteinsdure 104
technische Darstellung | Citrazinsaure 105
124 ff. Essigsdure 67, 104
aus Alkohol 91, 98 Ttaconsdure !
,» Cy-Verbindungen95, | Malonsiure 105
1011. Oxalsdure 111
aus Dicarbonséuren mit
6 C-Atomen 22, 97
aus Essigsiure 98, 103
,, Gluconsiure 22, 96,
98
aus Oxalessigsdure 99
,» Pepton 93
,» Zuckeralkoholen 95
,» Zuckerarten 64, 85,
94, 95, 96
Crotonséure. ... .. aus Buttersdure 74 f-Oxybuttersdure 74
8;33%::::::::::: } { | durch Bakterien 132
Decan........... durch Bakterien 129
Dextrin ......... durch Essigbakterien 5
Alkohol 9
Diacetyl......... aus Milchséure 52 als Trager d. Butter-
,» Acetoin 52, 117 aromas 52
Dibenzyl ........ durch Bakterien 132
Digallussaure . ... ,, Pilze 8
Di-iso-amyl ... ... ,, Bakterien 129
«-, §-Diketo-
adipinséure ... | aus Zuckersiure 22 Bernsteinsiure u. Amei- | bei der Synthese von
,»»  Brenztraubensidure | sensiure 70 Aminosiuren 22
53, 70
«-, y-Diketo-
adipinsdure ... | aus Zucker 72 Oxalséiure 113
,»  Zuckersidure 99 Oxalessigsdure 72, 99
f-, y- Diketo-
adipinsdure (Ke-
tipinsdure). ... | aus Zuckersiure 22, 71, | Citronensdure 22
100
Dioxyaceton ... .. aus Gluconsiure 22, 34| Glycerinaldehyd 35 Eigenschaften 174
,»» Glycerin 23 Hexose 34 Nachweis 174ff.
,» Zuckerarten 34, 117 | Methylglyoxal 23 aus Glycerin 172
praparative Darstellung | Vergirung 34
118 durch  Schardinger-
techn. Darstellung 123 | enzym 35
Diphenyl ........ durch Bakterien 132
Duleit........... Galaktose 21
Erythrit......... durch Essigbakterien 25
Erythrulose 25
Oxalsaure 112
Essigsaure .. ..... durch Essigbakterien 2, | Acetessigsdure 48 Eigenschaften 154

4, 53
aus Acetaldehyd:
durch Dismutation 46
,,  Oxydation 56

Aceton 48
Bernsteinsiure 62, 71,72
Citronensiure 98, 103
Glykolsaure 62, 114

1 KinosHITA: Acta phytochim. 5, 271 (1931).

Nachweis 153f., 178
Bestimmung 155
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Substanz Bildung Umw?gg:ﬂg(z(g;) und Sonstiges
Essigsdure ......|aus Acetondicarbon- Glyoxalsdure 114
sdure 105 Methan 49
aus Athylalkohol 2, 4, 53 | Oxalsdure 113
»  Brenztraubensaure | Resynthese zu Zucker 50
42, 51, 61
aus Milchsiure 39, 47
durch Rhizopusarten 54,
69
techn. Darstellung 1221,
Formaldehyd.. ... aus Dioxyaceton 23 bei der Chinasdure-
bildung 129, 130
Fructose ........ ., Mannit 25, 26 durch Essigbakterien 5
Citronensiure 94
Ketogluconsiure 20, 21
Oxalsdure 112
Fumarsiure...... durch Aspergillaceen 63, | Apfelsaure 62, 74, 75, | Eigenschatfen 157
65, 80, 81 117 Nachweis 161, 178
durchMucoraceenl3 63 | Asparaginsiure 75 Bestimmung 157,
aus Apfelsiure 62, 117 | Bernsteinsiure 75 159
,» Athylalkohol 68 Brenztraubensiure 77
,» Bernsteinsaure 73, | Essigsdure 67
117 Maleinsiure 75
aus Essigsiure 67
,» Gluconsiure 67
,»» Glycerin 68
,» p-Oxybuttersiure 67
,, Weinsdure 67
,» Zuckerarten 66, 67
praparative Darstell. 121
Galaktonsdure ... |aus Galaktose 14 Eigenschaften 150
Nachweis 1501.
Galaktose ....... aus Duleit 21 Galaktonsdure 14
durch Essigbakterien 5
Gallussaure ... ... Oxalsiure 112, 113, 135
durch Pen. glaucum
133
Gluconsaure . .... durch Essigbakterien Bernsteinsiure 67, 73 Eigenschaften 150
13f. Citronensaure 22, 96, 98 | Nachweis 150f.
durch Aspergillaceen Essigsaure 22, 67
15f., 81 Fumarsiure 67, 73
durch Rhizopusarten 69 | 5-Ketogluconsaure 20
neben Citronenséure 87, | 6-Oxogluconsiure 21
89
neben Fumarsiure 64, 69
priparative Darstellung
120, 121
techn. Darstellung 123,
127
Glucose ......... durch Essigbakterien 5 |in Nahrboden 4, 140

d-Glucuronsiure. .

l-Glucuronsiure s.

6-Oxoglucon-
sédure

durch Ustilago vulg. 64
aus Glucose 22, 64, 117

Citronensiure 94
Gluconsiure 13, 15, 16,
120, 121
Fumarsiure 67, 121
Oxalsgure 112
Athylalkohol 67
Bernsteinsdure u. Essig-
sdure 67
Citronensiure 99

Eigenschaften 174
Nachweis 174f.

Eigenschaften 150
Darstellung 151
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Substanz

Bildung

Umwandlung (in) und
Abbau (zu)

Sonstiges

Glutaminséure . . .

Glycerin.........

Glycerinaldehyd . .

Glycerinsaure .. ..

Glykol s. Athylen-
glykol
Glykolsgure. .. ...

Glyoxylsgure. . ...

Hexadecan
Hexadecylen
Hexan
Hydrochinon. . ...

Itaconsiure
(1, S. 183)
Inulin...........

Isobuttersiure ...
Isobutyraldehyd. .
Isopropylalkohol .
Isovaleraldehyd ..
Isovaleriansiure . .

Ketipinsaure siehe
f-, y-Diketoadi-
pinsiure

5-Ketogluconsaure

Kohlensiure
Kojisdure........

Maleinsaure. .. ...

Malonsiure

aus Aconitsdure 75

durch Allescheria 9
,» Mucoraceen 12, 69

bei der alkoholischen
Géarung 38, 41

bei der zweiten Vergi-
rungsform 38, 41

bei der dritten Vergi-
rungsform 69

beider Acetoingirung 38

aus Methylglyoxal 39,
46, 117

neben Fettsiuren 44

aus Glycerin 24

,» Dioxyaceton 35

bei der alkoholischen
Géirung 35

aus Hssigsdure 62, 114,
117
aus Glykol 22

aus Essigsiure 114
aus Glykolsaure 114, 117

aus Chinasiure 129, 131

aus Zucker
,» Citronensiure

aus Isobutylalkohol 56
aus Aceton 49
aus Isoamylalkohol 56

aus Gluconsiure 19, 20,
117

Darstellung 120

bei Gérungen 117

durch Pilze 9, 13, 26f.

Darstellung 121

durch Asp. glaucus 64,
80

aus Fumarsiure 75

» Apfelsdure 77

,» Acetondicarbonsiure
105

aus Asparagin 78

Bernsteinsidure 68, 72
Ketoglutarsdure 68
durch Essigbakterien 5
Citronensiure 95
Dioxyaceton 23,
118
Fumarsiure 68
1,2- und 1, 3-Propan-
diol 49, 117

117,

Vergiarung 34
Glycerin 39

Brenztraubensiure 37
Citronensidure 97
Vergirbarkeit 35, 38

Citronensiure 103
Glyoxylsiure 114
Oxalsdure 62, 113, 114

Ameisensiure 114
Oxalsiure 113
durch Carboligase 48

durch Bakterien 129

Citronensiure 96
Oxalsidure 112
Oxalsdure 112

Aceton 56

Dismutation 47
Aceton 60

durch Bakterien 129

Bernsteinsidure 67

Bernsteinsidure 106
Essigsdure 105, 106
Oxalsiure 112

Eigenschaften 170
Nachweis 1701.
Bestimmung 171

Eigenschaften 174
Nachweis 173f.
Darstellung 175

Eigenschaften 154
Nachweis 154f., 178
Darstellung 155
Vorkommen 115
Eigenschaften 154
Nachweis 154f., 178
Darstellung 155
Vorkommen 115

hydrolytische
tung 11, 18

Spal-

Eigenschaften 150
Nachweis 151f.
Darstellung 151
Bestimmung 143
Eigenschaften 150
Nachweis 150f.

Eigenschaften 166
Nachweis 165f., 178
Bestimmung 167
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Sachverzeichnis.

Substanz

Bildung

TUmwandlung (in) und
Abbau (zu)

Sonstiges

Malonsiure

Maltose

Mannit..........

Mannonséure. .. ..

Mannose.........
Methan..........

Methylacetylcar-
binol s. Acetoin

Methylathylketon.

Methylalkohol. . ..

Methylglyoxal.. ..

Milchsédure. . .....

Milchzucker. . . ...
Naphthalin

Octan...........
Oxalessigséure ...

aus Citronensidure 78,
106
aus Oxalessigsdure 107

aus Mannose 19, 21

aus Mannit 21

durch Cellulosevergi-
rung 49

aus Alkohol 50

» Bssigsdure 49, 117

aus Valeriansidure 59

durch Bakterien 35, 36

bei der Hefegirung 45

bei der Butylalkohol-
girung 44

aus Dioxyaceton 35

,, Milchséure 40

,, Zucker 35

,» Hexosephosphor-
sédure 33, 35

durch Rhizopusarten 69
,»  Bakterien 36

aus Apfelsaure 76

,»» Athylalkohol 158
» Methylglyoxal 35,
36, 37, 117

aus Propionsiure 61

als Zwischenprodukt 72,
113, 114

aus Apfelsiure 75, 76,
117

aus Citronensiure 104

durch Essigbakterien 5
Gluconséure 16
Oxalséure 112

durch Essigbakterien 5
Fructose 25

Mannose 21
Citronensiure 95
Oxalsidure 112

Mannonsiure 19
durch Bakterien 128

durch Essigbakterien 5
Ameisensiure 57, 58
Formaldehyd u. Essig-
sdure 35
Dismutation zu Milch-
sdure 35, 36, 37, 46,
117
Dismutation zu Brenz-
traubensiure 36, 37.
45, 46, 51, 117
Vergirbarkeit 36
Glycerin 39, 46, 117
durchSchardingerenzym
35
Resynthese aus Zucker
50
Acetaldehyd 52
Athylalkohol 40, 52
Ameisensaure 40, 52
Brenztraubensiure 50,
51, 52, 117
Buttersaure 40
Essigsdure 40, 52
Methylglyoxal 40
Oxalsdure 112, 115
Propylalkohol 40, 52
Propionsdure 39
Resynthese zu Zucker
50

durch Essigbakterien 5
durch Bakterien 132

durch Bakterien 129
Acetaldehyd 77
Apfelsdure 76, 117
Citronensgure 75
Brenztraubensaure 77
Malonsiure 77

hydrolyt.Spaltung 8,
11

Eigenschaften 151
Nachweis 1501.
Darstellung 151

Eigenschaften 170

Nachweis 1701.

Darstellung 171

bei der Chinaséure-
bildung 130

Eigenschaften 166
Nachweis 165f., 178
Bestimmung 167

hydrolytische Spal-
tung 8, 10

Eigenschaften 160
Nachweis 160f., 178
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187

Umwandlung (in) und

Substanz Bildung bbau zu Sonstiges
Oxalsgure ....... Oxalsdure und Essig-
sdure 78 )
Oxalsiure........ aus aromatischen Sub- | Kohlensdure 115. Eigenschaften 154

6-Oxogluconsiure
(1-Glucuron-
sdure)

Oxyglutaminsiure
Oxy-iso-butter-

2-Oxy-methyl-5-
furan-carbon-

Oxy-oxo-bern-
steinsédure

f-Oxy-valerian-
sdure..........

Phenol
Phloroglucin
Phoron
1, 2-Propandiol.. . .
1, 3-Propandiol . . .
Propionsaure . ...

Propylaldehyd ...
Propylalkohol ...
Propylenglykol . . .

siehe Propandiol
Protocatechusiure

Pseudocumol. . . . .

Raffinose

(

stanzen 113, 135
durch Aspergillaceen 9,
64, 65, 80, 81, 107

durch Essigbakterien
107

durch Hefen 108
» Mucoraceen 12,
68, 108

aus Zuckerarten u. a.
Stoffen 112

aus Glucose 20, 21
»». Gluconsdure 20, 21
Darstellung 120

aus Citronensiaure 104

aus Glucose 29
aus Glyoxylsdure 48

aus Valeriansidure 59

aus Glycerin 49

aus Glycerin 49, 117
aus Glycerin 49, 117
aus Milchsiure 39, 117
,, Zucker 39

neben Buttersiure 42,43
aus Propylalkohol 56

aus Milchsiure 40

aus a-Ketobuttersiure49
beim EiweiBzerfall 49

aus Chinasiure 130, 131

aus Sorbit 25
Darstellung 119

Apfelsiure 64, 68

Oxalsidure 112

durch Bakterien 128
durch Bakterien 133
durch Bakterien 133,134
durch Bakterien 133

Acetol 24

Milchsdure 58, 61, 117
Oxalsdure 112

Propionséure 58
Propylaldehyd 56
durch Essigbakterien 5
Propionsiure 58

Brenzcatechin 131
durch P. glaucum 133
durch Bakterien 132

durch Essigbakterien 5
Citronensiure 95
Kojisgure 28

durch Essigbakterien 5
Citronensaure 94
Gluconsiure 15, 16
Oxalsiaure 112
Oxalsidure 113, 135
Glutisinsidure 134
Sorbose 25, 118

Nachweis 1541., 156,
178

Vorkommen 129

hydrolyt. Spaltung$,
11

hydrolytische Spal-
tung §, 9, 10, 11,95
in Néhrboden 140



188 Sachverzeichnis.
Substanz Bildung Umwi%%gl‘?%zg?) und Sonstiges
Stérke .......... Vergiarung 9 Verzuckerung 8, 11
Citronensiure 96
Oxalsiure 112
Stilben.......... durch Bakterien 132 |
Tetratriakontan .. . " 129
Toluol........... ’ » 132
Triakontan ...... ! ' ' 129
Valeriansdure .... | aus Milchsiure u. Hexo- | Methyl-athylketon 59
sen 144 B-Oxyvaleriansaure 59
aus Amylalkohol 58
Weinsdure ....... durch Aspergillaceen 65, | Fumarsaure 67 Eigenschaften 160
80 Oxalsiure 112, 115 Nachweis 160f., 178
durch Cytospora dam-
nosa 64
Xylol .......... durch Bakterien 132
Xylonséure ...... aus Xylose 15 Eigenschaften 160
Nachweis 150f.
Darstellung 154
Xylose .......... aus Gluconsdure 22 Oxalsdure 112 Eigenschaften 174
Xylonsaure 15 Nachweis 174f.
Zuckersaure . .... aus Glucose u. Glucon- | Pyrrolderivaten 22 Eigenschaften 150
saure 20, 21, 82 Bernsteinsdure u. Essig- | Nachweis 1501.
sdure 67 Darstellung 151
Citronensiure 82, 97, 99 | Beziehung zu Diketo-
Oxalsdure 97, 115 adipinsaure 22, 71
2. Chemische Wirkungen der einzelnen Girungsorganismen.
Garungsorganismus Bildung von Urr{zvgggllluggnund Sonstiges

Acetobacter me-
lanogen

— suboxydans ...

— rancens
Allescheria Gayoni

Amphiernia rubra
Amylomyces «,

B v

Anthomyces Reu-

kaufii
Aspergillus albus .
— Awamori

— candidus
— cinnamomeus . .
— clavatus
— flavus

— fumigatus

— fumaricus

Dioxyaceton 23
Sorbose 25
5-Ketogluconséure 20
Acetoin 24
Essigsdure 54

Alkohol, Kohlensiure,
Bernsteinsiure, Gly-
cerin 9

Zucksersiaure 21

Zuckersdure 21
Kojiséure 27
Gluconsdure 15
Kojisdure 27

-| Kojisaure 27

Gluconséure 15
Kojisdure 27
Gluconsaure 15
Kojisdure 27, 120
Kojisaure 27

Apfelsiure 64
Citronensiure 64
Fumarsiure 63, 65
Gluconsiure 64

Glycerin 23
Sorbit 25
Gluconsaure 20
Alkohol 54
Butylenglykol 24
Essigsdure 54
Alkohol 9

Glucose 21

Glucose 21

Glucose 15

Glucose 15

Glucose 15

Rohrzucker 65

greift Essigsdure
nicht an 54

hydrolytische Spal-
tungen 8

hydrolytische Spal-
tungen 11

hydrolytische Spal-
tungen 8




Chemische Wirkungen der einzelnen Garungsorganismen.
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Umwandlung und

Gérungsorganismus Bildung von ‘Abbau von Sonstiges
Aspergillus fuscus. | Gluconsiure 15
— giganteus ... .. Kojisdure 27
—glaucus . ...... Alkohol 9 Alkohol 9 hydrolytische Spal-

— gymnosardae ..
— itaconicus
(1, S. 183)

— nidulans
— niger

Bacillus aethacet-
succinicus. ... ..

— butylicus. . ....

—- fluorescens . . }
— helvolus

— lactis aerogenes
— macerans. .....
— mesentericus. . .

——phenanthrenicus
— pyocyaneus. . . .

Kojisaure 27
2-Oxymethyl-5-furan-
carbonsiure 29
Bernstein-, Fumar-, Ma-
lein-, Wein-, Citronen-,
Oxalsiure 64, 80
Gluconsiure 15

Citronensiure
Ttaconsaure
Gluconsiure
Kojisgure 27
Gluconsiure 15, 17, 18,
120
Aceton 59, 60, 105
Apfelsaure 73
Acetondicarbonsiurel03
Brenztraubensiure 52,
61
Citronensiure 79
Malonsiure 106
Milchsdure 61
Methyl-athylketon 59
Oxalsdure 107, 108, 112,
113
B-Oxybuttersiure 59
Triose 25
Zuckersiure 21

Alkohol 9
Kojisgure 27
Oxalsiure 112, 113

Alkohol, Essigsiure,
Bernsteinsiure 47

Acetaldehyd 42

Athylalkohol 44

Ameisensidure 42, 44
Essigsaure 42, 44
Buttersiure 42, 44
Butylalkohol 44
Milchsaure 44
héhere Fettsiuren 44

Essigsdure 106
Aceton, Alkohol 49
Mannose 21
Dioxyaceton 23
Acetoin 47

Ameisensidure 76, 78
Brenztraubensiure 77
Essigsdure 76, 106
Malonséure 78, 106
Propionséure 76

Glucose, Rohrzucker 64

Rohrzucker

Glucose 15, 17, 18
Apfelsdure 112
Aminosiduren 108
Bernsteinsaure 112
Buttersaure 59
Chinasiure 130
Citronensgure 103, 106
Essigsaure 113
Fumarsiure 112
Gluconsiure 25
Glycerin 25
Milchsgure 52
Isovaleriansidure 60
Propionsiure 61
Pepton 108
Valeriansidure 59
Zuckersiure 97
Rohrzucker 9
Bernsteinsiure 112
Essigsgure 113
Chinasiaure 130

Milchsgure, Zucker 47

Brenztraubensédure 42

Brenztraubensiurealdol
43

Glycerin 43

Phenol 133
Citronensiure 106

Mannit 21
Glycerin 23

Phenanthren 133
Asparagin 78
Bernsteinsiure 76
Citronensdure 106
Fumarsiure 77

tungen 8

hydrolytische Spal-
tungen 8

hydrolytische Spal-
tungen 8

bilden keine Glu-
consdure 15



190 Sachverzeichnis.
Girungsorganismus Bildung von Umwandlung und Sonstiges
gs0rg Abban von g
Bacterium aceti .. | Dioxyaceton 24 Alkohol 2, 5, 53, 55
Essigsaure 2, 53, 55 Erythrit 25

— acetigenum. ...

—acetoaethylicum
— acetosum......

— aliphaticum . ..

— ascendens

— dioxyacetonic. .
— enteritides. . ...
— Globigii
— gluconicum. . ..

— industrium . . ..

— Kiitzingianum .

— lactis acidi ....
— lactis aerogenes

— liliensis
— naphthalinicum
— orleanse.......

Erythrulose 25
Gluconséiure 13, 14
Glykolsaure 22
5-Ketogluconsdure 21
Oxalsaure 107
Essigsaure 2, 55
Gluconséiure 13, 14
Oxalsgure 107

Aceton, Alkohol 49
Essigsaure 2, 55
Gluconsiure 14
5-Ketogluconsaure 21
Oxalsdure 107

Acetaldehyd, Alkohol
56

Essigsaure 2, 56

Oxalsgure 107

Alkohol 40, 67

Ameisensiure 40

Essigsaure 40, 67, 106

Bernsteinsiure 64, 67,
106

Milchsédure 36, 40

Essigsaure 2

Oxalsidure 107

Dioxyaceton 23

Acetoin 47
Dioxyaceton 24
Erythrulose 25
Gluconsaure 14
5-Ketogluconséure 20
Sorbose 25

Acetaldehyd 25
Essigsdure 2, 55
Gluconsiure 14
5-Ketogluconsiure 21
6-Oxygluconséur. 21,120
Oxalsaure 107
Essigsaure 2, 55
Gluconsigure 13, 14
Glykolsiure 22
Mannose 21
Oxalsaure 107
Milchsdure 36
Acetoin 24
Bernsteinsidure 67
Essigsaure 67

Dioxyaceton 24
Essigsaure 2, 54
Erythrulose 25

Gluconsiure 21
Glucose 5, 13, 15
Glykol 5, 22
Glycerin 23, 24
Propylalkohol 5
Alkohol 2, 5, 55
Glucose 5, 13, 14
Glykol 5
Propylalkohol 5

Alkohol 2, 5, 55

Galaktose 5

Glucose 5

Glykol 5

Propylalkohol 5

Paraffinkohlenwasser-
stoffe 128, 129

Acetaldehyd 56

Alkohol 2, 5

Ameisensidure 61

Gluconsiure, Glucuron-
siaure, Zuckersidure 67

Citronensiure, Malon-
sdure 106

Milchsiure 40

Alkohol 2, 5

Zuckerarten 5

Alkohole 5

Glycerin 23

Ameisensiure 61

Erythrit 25
Fructose 20
Gluconsiure 20
Glucose 14
Glycerin 25
Mannit 25
Sorbit 25
Alkohol 2, 5, 55
Gluconsiure 21
Zuckeralkohole 5
Zuckerarten 5

Alkohol 2, 5, 55
Glucose 5, 13, 14
Glykol 5, 22
Mannit 21
Propylalkohol 5

Butylenglykol 24

Gluconséaure, Glucuron-
sdure 67

Ameisensidure 61

Naphthalin 132

Alkohol 2, 5

Glycerin 24

Alkohole 5

Dismutationen 57

Dismutationen 57
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Girungsorganismus

Bildung von

Umwandlung und
Abbau von

Sonstiges

Bacterium orlearse

— Pasteurianum. .

— phenanthreni-
Cum..........

— Plymouthensis .

— propionicum. . .

— rancens
— Savastanoi . ...
— Schiitzenbachii

— subtilis

— suipestifer. .. ..
— toluolicum . ...

— tuberculosis ...
— vini acetati....

— xylinoides.. .. ..

Benzolbacterium .

Citromyces glaber

— Pfefferianus ...
Cytosporadamnosa

Dematium pullu-
lans...........

5-Ketogluconséure 21

Essigsédure 2, 55
Fructose 25
Gluconsgure 13, 14
Oxalséure 107
Essigsaure 2, 55
Gluconsiure 13, 14
Glykolsdure 22
Mannose 21
Oxalsdure 107

Essigsdure 39
Propionsiure 39
Essigsiure 2
Gluconsdure 13
Essigsdure 2, 55
Oxalsiure 107
Acetoin 47
Fructose 25
Gluconsiure 14
Essigsdure 106

Oxalséure 107
Essigsaure 2

Dioxyaceton 24
Erythrulose 25
Essigsdure 2, 54
5-Ketogluconsiure 21
Dioxyaceton 23, 24, 118
Erythrulose 25
Essigsdure 2, 54
Fruktose 25
Gluconsiure
120
5-Ketogluconsiure 20,
21, 120
Milchsiure 36
Oxalsaure 107
Sorbose 27, 119

13, 14,

Citronensiure 79
Gluconsigure 15
Oxalsdure 108
Citronensiure 79
Gluconsiure 15
Glucuronsiure 22
Bernsteinsidure 64

Alkohol, Acetaldehyd,
Essigsédure, Milch-
sdure, Bernsteinsidure
64

Gluconsiure 15

Benzolderivate 130

Oxalsdure 108

Gluconsgure 21
Zuckeralkohole 5, 25
Zuckerarten 5
Alkohol 2, 5, 55
Zuckeralkohole 2, 25
Zuckerarten 5, 13, 14

Alkohol 2, 5, 55
Glucose 5, 13, 14
Glykol 5, 23
Mannit 21
Propylalkohol 5

Phenanthren 133
Ameisensiure 61
Brenztraubensiure 39
Milchsiure 39
Alkohol 2
Glucose 13
Alkohol 2, 5, 55
Zuckerarten usw. 5
Glucose 14
Mannit 25
Methylglyoxal 35
Citronensiure 106
Benzolkohlenwasser-
stoffen 132

Alkohol 2, 5
Zuckerarten 5
Alkohol 2, 5
Zuckerarten 5
Gluconsiure 21
Zuckeralkohole 5, 24, 25
Athylalkohol 2
Alkohole 5
Gluconsiure 20
Zuckeralkohole 5, 23, 24,
25
Zuckerarten 5, 13, 14

Benzol, Toluol, Xylol
132
Glucose 15

Chinasaure 130

Glucose 22

Glucose 15, 64
Chinaséure 130

Dismutationen 57

Dismutationen 56

morpholog. Eigen-
schaften 6

morpholog. Eigen-
schaften 6



192 Sachverzeichnis.
Gédrungsorganismus Bildung von Umz&v%%g}fr‘l’%gmd Sonstiges

Endomyces ver-
nalis..........

Fussarium aquae-
ductuum ......

Methanbacillus . . .
Microanthomyces
septentrionalis. .

Micrococcus oblon-

Mucor alternans ..

— circinelloides ..

— cormybifer . ...

—erectus .......
— fragilis
— hiemalis ......
— javanicus .....
— Mucedo .......

— piriformis ... ..

— plumbens
(spinosus)......
—pusillus .......

— racemosus. . ...

— stolonifer siehe
Rhizopus nigricans
— tenuis ........
Mycoderma aceti .

Paraffinbacterium
Penicillium africa-

num ..........
— arenarium.....
— brevicaule... ..
— citricum ......
— divaricatum . ..
— glaucum ......

— italicum.......

Fett 43

Benzolderivate 130
Oxalsédure 108

Gluconsiure 16
Oxalsdure 16

Gluconséure 13
5-Ketogluconséure 20
Alkohol 11

Acetaldehyd 12
Alkohol 11, 12
Bernsteinsdure 69
Glycerin 12, 69

Alkohol 11, 12
Alkohol 11

Alkohol 11, 12
Alkohol 11, 12

Alkohol 11
Citronensiure 13

Alkohol 11

Acetaldehyd 69
Alkohol 11, 12
Alkohol 11
Bernsteinsiure 62
Oxalsdure 108

Alkohol 11
Acetol 24
Acetoin 24, 52
Essigsaure 53
Gluconséiure 13

Gluconséure 15
Citronenséure 80
Alkohol 9
Gluconsiure 15
Gluconsiure 15
Alkohol 9
Citronensiure 79
Gluconsiure 15, 18
Methylketone 16
Oxalsaure 107

Gluconsiure 15

Zucker, Glycerin, Brenz-
traubensiure 43

Acetaldehyd, Alkohol

Milchsdure 44

Chinasdure 130
Methan 128

Glucose 13, 20
Gluconsdure 20
Zucker 11

Zucker 11

Zucker 11

Zucker 11, 13
Zucker 11

Zucker 11
Zucker 11

Zucker 11

Alkohol 53

2, 3-Butylenglykol 24
Glucose 13
Milchsiure 52

1, 2-Propandiol 24
Paraffin 128

Glucose 15

Zucker 9
Glucose 15
Glucose 15
Zucker 9
Glucose 15
Chinasédure 130
Oxyfettsauren 50
Salicylsdure 134
Zimtsiure 132
Glucose 15

keine alkohol.

keine alkohol.

hydrolytische Spal-

tungen 11

hydrolytische Spal-

tungen 11

Ga-
rung 11

hydrolytische Spal-

tungen 10, 11

Gé-
rung 11

hydrolytische Spal-

tungen 10, 11

hydrolytische Spal-

tungen 11

greift Dulcit u. Sor-

bit nicht an 25

Arsennachweis 7

hydrolytische Spal-

tungen 8

hydrolytische Spal-

tungen 8
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Umwandlung und

Garungsorganisnus Bildung von Abbau von Sonstiges
|
Penicillium luteum | Gluconséure 15, 16, 17 | Glucose 15 hydrolytische Spal-
Mannonséure 19 Mannose 19 tungen 8
— oxalicum. ..... Oxalséure 108
— purpurogenum . | Gluconsaure 15
—rubrum ....... hydrolytische Spal-

Peziza skleroti-

Pneumobacterium

Rauschbrandbacil-
lus

Rhizopus chinensis
— japonicus

— nigricans

— tonkinensis. . ..
— tritici.........

Saccharomyces
Hansen........

— Ludwigii
Sakéhefe

Sorbosebacterium
siehe Bact. xyli-
num

Thermobacterium
aceti

Typhusbacillus . ..

Tyrothrix tenuis .

Oxalsdure 108

Buttersiure, Essigsdure,
Propionsdure 43

Alkohol 11

Alkohol 11, 63

Fumarsdure, neben
Apfelsdure, Ameisen-,
Essigsdure, Milchsaure

Alkohol 11, 12, 68
Bernsteinsdure, Fumar-
siure 13, 54, 63, 71
Essigsaure 54, 69
Gluconsiure 69, 73
Oxalsdure 108, 112
Fumarséure neben Ap-
felsdure, Ameisen-
sdure, Alkohol, Essig-
sdure, Milchsiure 63
Alkohol 11

Alkohol 11, 12

Alkohol 11
Fumarsiure 62

Benzolderivate 130
Oxalsdure 108

Essigsaure 54
Propionséure 58

Gluconsiure 14
Oxalséure 107
Benzolderivate 130
Oxalsaure 108
Ameisensidure 42

Acetoin 24

Dioxyaceton aus Gly-
cerin 24

aus Zuckerarten 34

Essigsdure u. Formalde-
hyd 35

Mannose 21

Methylglyoxal 35

Sorbose 25

Bernhauer, Girungen.

Ameisensidure 61

Zucker 11
Zucker 11, 63

Alkohol 54, 69

Zucker 63

Bernsteinsiure 112

Brenztraubensiure 69,
70

Essigsaure 71

Zucker 11
Zucker 11
Zucker 11, 63

Chinaséure 130
Zuckerarten 112
Dioxyaceton 34

Alkohol 54
Propylalkohol 58

Chinaséure 130

Ameisensiure 61
Dioxyaceton 35
Glycerin 23
Mannit 21
Propylenglykol 24
Sorbit 25

tungen 8

hydrolytische Spal-
tungen 11

hydrolytische Spal-
tungen 10, 11

hydrolytische Spal-
tungen 11

hydrolytische Spal-
tungen 11

hydrolytische Spal-
tungen 11

13
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Sachverzeichnis.

Gérungsorganismus

Bildung von

Umwandlung und
Abbau von

Sonstiges

Ustilago vulgaris .

Willia anomala. ..
séure,

58

Abbauschema des Zuckers
117.

Acetongirung 45, 48.

Acetophenon 132.

Acrolein 171, 172.

Acyloinkondensation 45, 47.

Adsorption, von Enzymen
148.

Agar-Nahrboden 140.

Apfelsiuredehydrase 19.

Alketogene Essigbakterien 4.

Aldehydgruppe, Oxydation
137.

Aldolkondensation 45.

Alkoholdehydrase 56; —, Dar-
stellung 148.

Alkoholische Gérung 45f.;
— d. Aspergillaceen 9; —
d. Mucoraceen 11; — von
Vogelbeersaft 25.

Aminosguren 75; —, Abbau
60.

Ammoniak, Oxydation zu Ni-
trit 129; —, Abspaltung
129.

Amylalkohol 58.

Anoxybiontische Brenztrau-
bensaurebildung 37; —
Essigsaurebildung 46.

— Endprodukte,. oxydativer
Abbau derselben 501f.
Anoxydativer Zuckerabbau

o11f., 39ff., 45ff., 49ff.
Anreicherung von Bakterien
140.
Apozymase 35.
Afom}:t%sche Subst., Abbau
1311f.
Aspergillaceen 5£., 13.
Atmungsferment 19.
Atmungsintensitat 143.
Atmungsquotient 143.
AufguBverfahren 133.
Aufziichtung von Pilzen 82.
Autolyse 147.

Barfoeds Reagens 173.

Bayersche Reaktion 158.

Benzolring, Aufspaltg. 133,
138.

Benzophenon 136.

Apfelsiure, Bernstein-
siure, Citronenséiure,
Glucuronsédure, Milch-
siure, Oxalsiure 64

Ameisensiure, Essig-

Valeriansiure

Methylalkohol,
58

Beweglichkeit von Essighak-
terien 2, 3.

Bier 2.

Bieressigbakterien 1, 3, 45;
—, Isolierung 141.

Bierwiirze 140.

Biologische Eigenschaften d.
Essigbakt. 2; —, Asper-
gillaceen 6ff.; —, Mucor-
aceen 10.

Brotnihrboden 139.

Butteraroma 52.

Buttersauregirung 42.

Butyl-athylalkoholische Gé-
rung 44.

Butylalkohol-Aceton-Garung
45.

Carboligase 47, 48.
Carboxylase 41, 54, 77.
Carvacrol 134.

Cellulose, Spaltung 8.

Chemische Wirkungen der
Aspergillaceen 8; —, Essig-
bakterien 4£.; —, Mucora-
ceen 10.

Chemismus d. Citronensiure-
girung 91ff.; —, Essig-
garung 55ff.; —, Fumar-
sguregirung 67 ff.; —, Ko-
jisdurebildung 55£f.

Chinonbildung 135.

Chlamydosporen 10.

Citronensiuregarung 9, 781f.,
62; —, Aullere Faktoren
84ff.; —, Chemismus91ff.

Citronenséuregirungserreger
78.

Co-Ferment (Co-Zymase) 35.

Coligdrung 46.

Columella 10.

Conidien 8; —, Farbe 6.
Conidientriger 6, 8; — als
Einteilungsprinzip 5.

C,-System 33.

Dauerpraparate . von Essig- |

bakterien 56; —, Herstel-
lung 147.
Dauersporen 10.
Decarboxylierung 41, 42, 138.

alkohol, Amylalkohol

Athyl-

3. Sonstiges Sachverzeichnis.

Degeneration v. Pilzen 70, 81.
Dehydratation 138.
Dehydrodicarvacrol 134.
Dehydrodieugenol 134.
Dehydrodithymol 134.
Dehydrodivanillin 134.
Denigés Reaktion 158, 1621.,
169, 1170.
Dialyse 148.
Diazoreaktion 158, 165.
Diphenylaininreaktion 174,
177.
Diphenylmethan 132.
Dismutation 37, 47, 139.
Durchlaufverfahren 123.

Einteilung der Essigbakterien
3, 4.

Eisenbakterien 129.

Eisenchloridreaktion 150,152,
162.

Eiweilspaltung durch Asper-
gillaceen 9; — durch Mu-
coraceen 10.

Eiweilstoffwechsel 112.

Elution 148.

Emporziehen von Bakterien-
hauten 2.

Emulsin 8.

Entliftung v. Pilzkulturen
143.

Enzyme, bei Gluconsdurebil-
dung 18; —, proteoly-
tische 9.

Enzymversuche, Methodik
1461f.

Enzympriparate 18; —, Ge-

~ winnung 146.

Enzyml6sungen, Herst. 147;
—, Reinigung 148.

'_ Ernahrungsphysiologie der

i Aspergillaceen 8; — der

,  Essigbakt. 3; — d. Muco-

i raceen 10.

| Essigbakterien 1ff., 13, 53.

| Essigfabrikation 122.

| Bssiggarung 53ff.; —, Che-

mismus 551f.

! Eugenol 134.

1 Farbung d. Sporen (Coni-
dien) 6, 7, 80; —, Bezie-



hung zum Citronenséure-

bildungsvermégen 83.
Fehlingsche Losung 173.
Fentonsche Reaktion 160.
Fettspaltung durch Aspergil-

laceen 9; — d. Mucora-
ceen 10.

Fliichtige Séuren, Abtren-
nung 177.

Fliissige Néhrboden 140.
Fumarase 77, 138.
Fundquelle fir Pilze 141. .
Furfurol, aus Pentosen 173.

Garansitze, Durchfithrung
1411f.; — Aufarbeitung
149.

Gallusséduregérung 8.

Gelatine 139; —. Verflissi-
gung 3, 9, 10.

Gentianose, Spaltung 8.

Giftstoffe bei Gluconsaure-
garung 128.

Glauconsédure 30.

Gluconsiuregirung 8, 13f,,
151.

Glucose-oxydase 18f.; —,
Darstellung 148f.

Glucoside, Spaltung 8.

Glutisinsgure 134.

Glycerose 172; —, Abbau 95.

Glykokoll 115.

Guajacol 135.

Guajacolreaktion 165.

Harzséureester der Glucon-
sdure 14.

Hautbildung d. Essigbakt. 1,
141.

Hefegirung 11, 12, 34; — von
Gluconségure 22.

Hefewasser, Herst. 139; —als
Néhrboden 14, 21, 139.

Hexite 25.

Hexosediphosphorssure 35,
64.

Hexosemonophosphorséure
63, 73.

Hexosen 94, 112.

Hoshigaki 14.

Hydroarom. Verb., Umwand-
lung in arom. 129ff.

Hydrolytische Spaltungen
138; — d. Aspergillaceen
8; — d. Mucoraceen 10.

Hydroxylgruppe, Einf. in den
Benzolring 134.

Hypertrophische Zellfor-
men 3.

Imptung von Bakterien 141;
— v. Pilzen 142.

Inulase 10.

Isatinreaktion 150, 153.

Sonstiges Sachverzeichnis.

Isolierung von Organismen
140.
Itaconsdure 104,183,185, 189.

Jodoformreaktion 168, 169,
170.

Ketocarbonsauren 13.
Ketogene Essigbakterien 4.
5-Ketomannonsiure 21.
Ketonaldehydmutase 37.
B-Ketossuren, Abbau 60.
Ketosen, Bildung aus Zucker-
alkoholen 13, 22ff.
Kleemanns Reaktion 165.
Kobhlenstoff, Assimilation d.
Bakterien 129.
Kolonienbildung bei Essig-
sdurebakterien 2.
Kombucha 14.
Konstanterhaltung des Gér-
vermdgens bei der Glu-
consaurebildung 16 ; — bei
der Citronensiurebildung
82f.
Kresol 133, 134 135.
Kugelhefe 10, 11.
Kugelzellen d. Mucoraceenl0,
11.
Kulturgefafe 141, 142.

Labenzym 9.
Lederartige
1, 2.
Legalsche Probe 162, 169.

Lipase 9.

Liftung v. Kulturen 143.
Luftdurchleitung 126, 145.
Lufthyphen 10.

Bakterienhiute

Macrosporium 128.

Maische 8.

Maischebakterien 3.

Malachitgriin 135.

Melibiose, Spaltung 11.

Mesaconsaure 104.

Mesoxalsaure 107.

Methangérung 49.

Methylketonbildung 60.

Meyerhofsche Reaktion 40,50.

Mineralsalze bei Essigbakte-
rien 3.

Morphologie d. Aspergilla-
ceen 6; — d. Essigbakt. 1;
— d. Mucoraceen 10.

Mucoraceen 10.

Mucoraceengérung 11f.

Mucorhefe 10.

Myecelbildung bei d. Glucon-
sduregirung 16, 17; — bei
der Citronensauregirung
90£.

Mycelfarbe 7, 15.

Mycelflocken 11.
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Néhrlosung 139, 140; — fiir
Aspergillaceen 8; — fiir
Mucoraceen 10; —, Cur-
riesche 87; —, Molliard-

sche 21, 140.

Néahrbsden 139.

Nahrsalze bei Citronensaure-
bildung 87; — bei Fumar-
sdurebildung 66; — bei
Gluconséurebildung 17.

o-Naphtholreaktion 150, 153,
154, 156, 160, 173.

Naphthoresorcinreaktion150,
153, 177.

Nektarhefe 16, 21.

Nitroprussidnatriumreaktion
162, 163, 165, 166, 170,
178.

Nylander-Almensche Losung
173.

Oberflachengérung 84, 85,
124, 141.

Orcinreaktion 150, 152, 174,
176.

Orleansverfahren 122.

Ostsche Losung 173.

Otomykose 7.

Oxalsduregarung 9, 107{f.

Oxybenzoesdure 131, 133,
134; s. auch Salicylsiure.

Oxybuttersdure 59, 74, 112,
117. :

Oxydation aliph. Kohlen-
wasserstoffe 128; — der
Aldehydgruppe 137; —,
anorganischer Stoffe 129;
— d. Carbinolgruppe 137;
— d. Methylgruppe 136;
— d. Methylengruppel36;
— d. Zuckeralkohole: zu
Aldosen 21, zu Ketosen25.

Oxydationsfermente, Darst.
148.

Oxymethylfurfurol 173.

Pasteurverfahren 122.

Pathogene Eigenschaften von
Aspergillaceen 7.

Pentite 25.

Pentonsduren 15.

Pentosen 95, 112.

Pepton 140; —, Spaltung 9;
—, Abbau zu Citronen-
sdure 93; —, Oxalsiure
113.

Peroxydase, Darst. 149.

Petroleum, Assim. d. Bakt.
128.

Pfannen fir Pilzgarungenl44,
145.

Phenolase 134, 135.

Phenolreaktion 170, 172.

Phenylacetylcarbinol 47.
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Phloroglucinreaktion 150,
153, 174, 176.
Phosphatase 31, 33.
Phosphatese 31.
Phosphorylierung 31, 89.
Phthalsdure 133, 134.
Pilzdecke, Verwendung fer-
tiger 142; — bei d. Glu-
consgurebildung 17; —— b.
der Citronensdurebildg.90.
Plasmolyse 147.
Pneumomykose 7.
Polyphenole 135.
PreBhefe 2, 64, 139.
Propionséduregirung 39.
Purpurogallin 136.
Pyrogallol 135, 136.
Pyrogallolcarbonssure 133.
Pyrrol 22.
Pyrrolreaktion 158.

Raulinsche Nahrlgsung 27.

Reduktion von Methylenblau
19.

Reinziichtung von Organis-
men 140f.

Reis 27.

Reisnahrbéden 139.

Resorcinreaktion 150, 153,
154, 156, 157, 160, 166,
173, 174, 176.

Respirationswert 143.

Rhamnose 28.

Riesenzellen 3.

Riminis Reaktion 168, 170.

Riibenschnitzel fiir Citronen-
sauredarstellung 126.

Sachssche Losung 173.
Saurebildung d. Aspergilla-
ceen 9; — d. Essigbakt.
4; — d. Mucoraceen 12.
Saligenin 133.

Sachverzeichnis.

Schichthshe der Kulturfliis-
sigkeit bei d. Dioxyace-
tonbildung 23, 24; — bei
d. Gluconsigurebildung 18,
114; — bei d. Citronen-
saurebildung 84, 85.

Schlauchfriichte 7, 8.

Schleimbildung bei
bakterien 1, 2.

Schleimessigbakterien 1, 3,
54.

Schnellessigbakterien 1, 3, 4,
5, b4.

Schnellessigverfahren 123.

Schwefelwasserstoff, Oxyda-
tion 129.

Sklerotien 7.

Soldainis Reagens 173.

Sporen, Bildung 6, 10, 82,
83; —, Farbe 15, 83; —,
Einblasen z. Impfung 142;
—, Suspension z. Impfung
142.

Stahres Reaktion 162, 163.

Stearinsidure, Abbau 59.

Sterilisation von Luft 143.

Stickstoffassimilation aus der
Luft 16, 17.

Stickstoffnahrung d. Asper-
gillaceen 16, 86; — der
Essigbakterien 4.

Stimulatoren 17, 87.

Styrol 132.

Submerse Pilzgirung 85, 145.

Succinodehydrase 73, 77, 137.

Essig-

Taka-Diastase 8.

Tannase 8.

Tannin 8.

Tartronsdure 107.

Technik d. Bakteriengérun-
gen 141; — d. Pilzgérun-
gen 141ff.; —, halbtech-
nischer 144ff.

Tetrite 25.
Thiophenreaktion 165.
Toluylsaure 134.
Torf 140.
Traubensaure 160f.
Trennung v. Apfelsiure 160;
—v. Weinsdure 161; — v.
Gérprodukten 1771f.
Trichaegum 128.
Trimethylenglykol 28.
Tritbung v. Flissigkeiten d.
Essigbakterien 1, 2, 23.
Tyrosin 135.
Tyrosinase 135.

Vanillin 134, 135.

Vaselinél, Assimilation durch
Bakterien 128.

Vergirungsform: erste 37,
46; — zweite 38, 41, 46,
47; — dritte 38, 46, 47;
— vierte 38; — fiinfte 36.
36.

Vogelbeeren 159.

Vogelbeersaft 25, 119.

Wasserstoff, bei Gérungen
38, 41, 42, 43, 44, 45, 46.
—, Oxydation 129.

Wasserstoffacceptoren 19, 38,
41.

Weinessig 2, 23.

Weinessighakterien 1, 3, 5,
141.

Wiirzebakterien 3, 5, 54.

Zooglsenbildung 1.

Zuckerarten, garfahige31; —,
Reaktionen 173ff.

Zuckerabbau, Schema 117.

Zuckerformen, girfahige 31.

Ziichtung v. Gérungsorganis-
men 139.
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