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??? Het is mij een groote voldoening op deze plaats allen, dieop eenigerlei wijze hebben medegewerkt aan het tot standkomen van dit proefschrift, dank te zeggen. Deze dank geldt in het bijzonder: U, Hoogleeraren der Wis- en Natuurkundige Faculteit, wiercolleges ?Šn practica mij van zooveel nut geweest zijn. U, Hooggeleerde Schoorl ben ik zeer erkentelijk voor mijnchemisch-pharmaceutische vorming; ik beschouw het als eeneer tot Uw leerlingen te behooren. Hooggeleerde De Graaff, Hooggeachte Promotor. Hetgetuigt van Uw ruime opvatting, dat Gij, onder de bijzondereomstandigheden waaronder dit proefschrift bewerkt is, debereidwilligheid hebt gehad als mijn Promotor te willenoptreden. Door Uw boeiend onderwijs hebt Gij mijn belang-stelling voor Microbiologie weten aan te wakkeren, hetgeenmijn verdere studierichting bepaalde. Bovendien heb ik U mijn botanisch-pharmaceutische oplei-ding te danken. Hooggeleerde S??hngen, het is mij een vreugde hier degelegenheid te kunnen aangrijpen U dank te zeggen voor alhetgeen ik U

verschuldigd ben. Uw steun en nooit verflau-wende belangstelling voor mijn werk zijn mede oorzaak geweest,dat ik dit onderzoek heb kunnen afsluiten. Als een groot voorrecht beschouw ik het, ofschoon niet totUw leerlingen behoorend, dit proefschrift onder Uw leidingte hebben mogen bewerken, en door persoonlijken omgangUw meening omtrent de vele vraagstukken der Microbiologiete hebben leeren kennen. De buitengewone gastvrijheid, waarmede Gij mij in UwLaboratorium een zoo bevoorrechte plaats hebt gegeven, en



??? den vriendschappelijken omgang met U zal ik steeds metgroote erkentelijkheid erkennen. U, Zeergeleerde Wierenga ben ik dankbaar voor Uw hulpen prettige samenwerking. Daar ik steeds alle problemen ookmet U kon bespreken, hebt Gij, door menige raadgeving,medegewerkt aan het tot stand komen van dit proefschrift. Tenslotte een woord van dank aan de beide amanuenses vanhet Laboratorium voor Microbiologie der Landbouwhoogeschool.



??? EINLEITUNG. Trotzdem die praktische Bedeutung der alkoholischenG?¤rung im Altertum schon allgemein bekannt war, wussteman, bis Lavoisiers Untersuchungen am Ende des IStenJahrhunderts, von dem Chemismus nichts weiter, als dassbei dieser Verg?¤rung Kohlens?¤ure und Alkohol entstehen. Lavoisier war der erste, der es versuchte diesen Vorgangquantitativ zu verfolgen. Gay-L??ssac und Dumas geb??hren die Ehre eine Formelaufgestellt zu haben welche bis auf heute in Kraft geblieben ist: C?ŸHi^Oe = 2CO2 2C2H5OH. Ein Teil des Zuckers wird jedoch durch die Hefe assimiliertund ein ?¤usserst geringer Teil verwandelt in Nebenprodukte. Nachdem versuchte man eine genauere Einsicht in diealkoholische Zuckerg?¤rung zu bekommen. Die hervorragendstenUntersucher nehmen an, dass der Weg vom Zucker zum Alkoholdurch eine Reihe von Zwischenstufen f??hrt, und diese Stufen-reaktionen unter Einfluss verschiedener Enzyme vorsichgehen.Die von diesen Untersuchern abgefassten Schemata

habeneinen bedeutenden Ber??hrungspunkt: und zwar dass demAcetaldehyd die zentrale Stellung im Abbauprozesse desZuckermolek??ls zuerkannt wird. Dieser Acetaldehyd sollteaus der Brenztraubens?¤ure entstehen. Zweck meiner Untersuchung war die alkoholische Verg?¤rungder ?„pfels?¤ure durch Schizosaccharomyces Pombe zu erforschen.Kluyver meint dass ?„pfels?¤ure, sei es auch bei Anwesenheitvon Zucker, durch diese Hefe direkt verwandelt in Kohlen-s?¤ure und Alkohol. Weil obenererw?¤hntes Prinzip, dass manden Prozess der alkoholischen Zuckerg?¤rung aufzufassen hatals eine Reihenfolge von Reaktionen, angewandt wird auf fastalle Prozesse der lebenden Natur, und der Acetaldehyd alsintermedi?¤res Stoffwechselprodukt bei zahlreichen Mikroorga-nismen, sowie bei h??her entwickelten Pflanzen und Tieren



??? nachgewiesen sein sollte, w?¤re die Zerlegung der ?„pfels?¤uredurch Schizosaccharomyces Pombe (wobei ohnehin dieselbenEndprodukte entstehen als bei der alkoholischen Zuckerg?¤rung)als eine Ausnahme von der , .allgemeinen Regelquot; zu betrachten. Diese blosse Tatsache schien schon einer n?¤heren Unter-suchung wert. Es ist kein Bedenken gegen das theoretische Auftreten desAcetaldehyds als Zwischenprodukt bei dieser Spaltung, trotzdemMilchs?¤ure und ?Ÿ Oxy-propions?¤ure durch SchizosaccharomycesPombe nicht in G?¤rung gesetzt werden. Man kann sich ja denken,dass aus 1 Mol ?„pfels?¤ure erst 1 Mol Kohlens?¤ure entsteht, unddie hierbei gebildete Verbindung, der Formel CgHgOa ent-sprechend, denselben Weg verfolgt als bei der alkoholischenZuckerg?¤rung : QHeOs = CO2 -f CgHgOg (eins der vielen m??glichen Isomerevon Methylglyoxal-hydrat). Im Zusammenhang mit dieser Untersuchung musste auchdie alkoholische Zuckerg?¤rung selbst n?¤her erforscht werden,namentlich die zweite und dritte Verg?¤rungsform.

NachNeuberg tritt diese zweite Verg?¤rungsform auf bei Hinzuf??-gung von Sulfit oder Dimedon, die dritte unter Einfiuss vonAlkali. In dieser Dissertation werden die ersten Ver?¤nderungenwelche das Hexosemolek??l erleidet, n?¤mlich die Phosphory-lierung, unber??cksichtigt gelassen.



??? 1. TEIL. BEITRAG ZUR KENNTNIS DER ALKOHOLISCHENVERG?„RUNG DER ?„PFELS?„URE DURCHSCHIZOSACCHAROMYCES POMBE.
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??? i. kapitel. DIE ALKOHOLISCHE VERG?„RUNG DER ?„PFELS?„UREDURCH SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE. Â§ 1. ?„LTERE UNTERSUCHUNG. Kluyver 1) u.a. haben bemerkt, dass Schiz. Pombe einegrosse Menge Kohlens?¤ure aus ?„pfels?¤ure entwickeln kann.Die Resultate von Kluyvers Untersuchung (angestellt mitdem Verg?¤rungsapparat von Van Itersonâ€”Kluyver) sind: 1.nbsp;Die Zerlegung verl?¤uft haupts?¤chlich nach der Gleichung:COOH . CHOH . CHa. COOH = 2 COg CgHgOH. 2.nbsp;Die Verg?¤rung findet nicht oder wenigstens nicht wahr-nehmbar statt, wenn nicht zugleicher Zeit Zucker anwesend ist. 3.nbsp;Acetaldehyd ist kein Zwischenprodukt bei dieser Ver-g?¤rung. Anl?¤sslich der letzten FoWerung zitiere ich Kluyver Seite146: ,,ln tegenstelling met hetgeen bij de waarnemingen vanNeuberg geconstateerd werd, waar althans als primair productder vergisting aldehyd ontstaat (dat dan misschien voor eengedeelte secundair in alcohol wordt omgezet), zou hier bij devergisting van appelzuur

door S. Pombe het eerste geval gevon-den zijn, waarin een niet-suiker direct in koolzuur en alcoholwordt omgezet, al zouden deze producten dan ook niet indezelfde verhouding als bij de alcoholische gisting der suikersgevormd worden.quot; Und Seite ,150: .,Van Neuberg\'s omzettingen, waarbij primair steeds alde-hyden ontstaan, die dan wellicht gedeeltelijk in de overeen-komstige alcoholen worden overgevoerd, wijkt het hierboven 1914nbsp;suikerbepalingen. Diss. Delft,



??? beschreven proces dus, behalve in de reeds vroeger vermeldeverschilpunten, ook in dit opzicht principieel af.quot; Anl?¤sslich dieses KLUYVERschen Urteils sei hier bemerkt,dass dieses nicht fusst auf Untersuchungen, wenigstens werdendiese in seiner Dissertation nicht er??rtert; es sei hier nur daraufhingewiesen, dass Kluyvers dritte Folgerung, welche dochsehr bedeutend ist, sich wahrscheinlich bloss auf Vermutunggr??ndet. Â§ 2. EIGNE UNTERSUCHUNG. Bei einigen vorl?¤ufigen Versuchen stellte sich heraus, dassman um diese Verg?¤rung zu untersuchen viel Hefe braucht.Wegen Hochkommens unerw??nschter Microben darf die G?¤rungnicht zu lange w?¤hren; auf steriles Arbeiten wurde verzichtet.Auch Wachstum soll ausgeschlossen werden, da die Absichtvorlag nur die G?¤rung zu studieren i). Deshalb wurden keineNahrungssalze hinzugef??gt, und als G?¤rungstemperatur38â€”40Â° C gew?¤hlt. Durch Z?¤hlung der Hefezellen vor, w?¤hrendund nach dem Versuch war festgestellt, dass kein Absterbenstattgefunden hatte bei einer

Anfangskonzentration der ?„pfel-.s?¤ure von 2â€”3 %. Es h?¤lt schwer ??ber grosse Quantit?¤ten Schiz. Pombe zuverf??gen, w?¤hrend es so leicht ist zu Saccharomyces cerevisiaezu gelangen, den man von einer Presshefefabrik oder Brauereibezieht. Die Z??chtung der Hefe Pombe. Schiz.Pombe w?¤chst verh?¤ltnism?¤ssig langsam, deshalb habeich folgendermassen verfahren: Erst wurde kultiviert auf W??rzeagar (5Â° Balling), schwachanges?¤uert mit Milchs?¤ure. Nach 24st??ndigem Stehen beiungef?¤hr 30Â° C wurden 4 Erlenmeyerkolben, jeder mit 200 ccmschwach anges?¤uerter steriler Malzw??rze (10Â° Bllg),mitderauf dem W??rzeagar gewachsene Hefemasse beimpft, und dieseKolben blieben ungef?¤hr einen Tag lang in Sch??ttelbewegungbei zirka 30Â° C. Ihr Inhalt wurde schliesslich ausgegossen in 1) A. J. Kluyver, Biochemische suikerbepalingen. Diss. Delft,1914, 44.



??? einen birnenf??rmigen Kolben, der 3.2 L. sterile Malzw??rzeenthielt, und dieser Kolben wurde 2 Tage lang gesch??tteltbei 30Â° C, so dass die Fl??ssigkeit soviel wie m??glich der Luftausgesetzt war. Die Hefe wurde gleich oder nach einer NachtStehens abzentrifugiert und dreimal gewaschen mit Wasser. Ausf??hrung des Versuchs und Nachweis der End-produkte. Einer Suspension von Schiz.Pombe in Wasser wurde 2 bis3 % ?„pfels?¤ure zugef??gt. Diese Verg?¤rung geschah in einemflachen Kolben (siehe Zeichnung 1), der in einem Wasserbadvon 38â€”40Â° C in regelm?¤ssig sch??ttelnder Bewegung gehaltenwurde. Das Gas ist in B??retten ??ber ges?¤ttigter Kochsalz-l??sung aufgefangen worden. Bald stellte sich heraus, dass die optisch inaktive ?„pfel-s?¤ure nicht vergoren wurde nach der KL??YVERschen Gleichung.Aus der nat??rlichen linksdrehenden S?¤ure entstand viel mehrKohlens?¤ure als aus der inaktiven. Aus Links-?„pfels?¤urewurden Kohlens?¤ure und Alkohol gebildet. Quantitative Analyse der

ausgegorenen Fl??ssigkeit. A . Bestimmung der entwickelten Kohlens?¤ure. Neben der obenunischriebenen volumetrischen Methode istzur Kontrolle auf gra-vimetrischem Wegedie Kohlens?¤ure be-stimmt , und zwar in-dem das entweichen-de getrocknete Gas\' absorbiert wurde ineinem Kaliapparat,der vor und nach demVersuch gef??llt mit Wasserstoff gewogen ^ quot;Tquot; Zeichnung 1.War. Die ganze Anordnung ergibt sich aus Zeichnung 1. Der Sch??ttelkolben a tr?¤gt einen Tropftrichter; der Trocken-turm b und die U-R??hre e sind angef??llt mit Chlorcalcium-



??? St??ckchen 1). Der Kaliapparat c ist gef??llt mit konzentrierterKalilauge, und die U-R??hre e ist mit Natronkalkst??ckchenbeschickt; f ist eine Natronkalkr??hre, deren rechte Schenkelmit Chlorcalcium gef??llt ist. Um von aussen zutretendeKohlens?¤ure und Wasserd?¤mpfe abzuhalten dient die R??hre g,deren innerer, dem Apparat zugewendeter Schenkel Chlor-calcium-St??cke, der ?¤ussere Natronkalk enth?¤lt. Nach Ablauf der Verg?¤rung, nach ca. 8 Stunden, musste diezur??ckgehaltene Kohlens?¤ure ausgetrieben werden, wozu durchden Tropftrichter Wasserstoffperoxyd zugef??gt wurde. Schliess-lich ist der Sauerstoff durch Wasserstoff verdr?¤ngt worden. Bei Verwendung einer grossen Quantit?¤t Hefe entstehenimmer bedeutende Mengen Kohlens?¤ure und Alkohol durchSelbstg?¤rung. Zwar enth?¤lt Schiz.Pombe kein Glycogen, aberdoch ein andres Reservekohlehydrat. welches eine bedeutendeSelbstg?¤rung veranlasst. Deshalb ist erst 2.5 g 1-?„pfels?¤ure zur Verg?¤rung gebrachtworden, und danach unter genau denselben Verh?¤ltnissen 1.5

g.Dann sind die Kohlens?¤uremengen von einander abgezogenworden, um das Quantum Kohlens?¤ure zu finden, welches aus1 g 1-S?¤ure entsteht. Bei der Ermittlung der Menge des gebildeten Alkoholswendet man denselben Kunstgriff an.Als Beispiel m??ge hier eine Analyse folgen:Zwei Mengen von je 35 g zentrifugierter gewaschener HefePombe wurde 2.5, bezw. 1.5 g 1-?„pfels?¤ure hinzugef??gt,und das Volumen mit Wasser auf 100 ccm aufgef??llt. DieG?¤rung wurde bei 39Â° C vorgenommen. Gewichtsanalytische Methode: Aus 2.50 g 1-?„pfels?¤ure war 1.60 g COg gebildet,Â? 1-50 g â€ž ., 0.93 g â€ž Aus 1.00 g l-?„pfels?¤ure war 0.67 g COg gebildet = = 67% vom Gewichte der ?„pfels?¤ure. 1) Da das k?¤ufliche Chlorcalcium stets Kalk enth?¤lt der Kohlen-dioxyd zur??ckhalten w??rde, so musste das Chlorcalcium vor dem Ge-brauch mit Kohlendioxyd ges?¤ttigt werden. Hierauf verdr?¤ngt man dasKohlendioxyd durch Kohlens?¤urefreie Luft.



??? Volumetrische Methode: Abgelesenes Volumen CO2nbsp;in ccm. 2.5nbsp;g l-S?¤urenbsp;1.5 g 1-S?¤ure Nach I Stundenbsp;193nbsp;169 â€ž â€ž Â?nbsp;365nbsp;297 Â? â€žnbsp;517nbsp;403 â€ž Â? â€žnbsp;644nbsp;482 625 Sa. 948 Aus 2.5 g 1-?„pfels?¤ure entwickelte sich 948 ccm COg,.. 1.5 g â€žnbsp;â€žnbsp;,, 625 ccm â€ž Aus 1 g ]-?„pfels?¤ure entwickelte sich 323 ccm CO2 =â€” 646 mg = 65 % vom Gewichte der ?„pfels?¤ure. B. Bestimmung des gebildeten Alkohols. In einem G?¤rungskolben wurde 60 g gewaschene zentrifu-gierte Hefe hineingebracht, und mit Wasserauf 100 ccm verd??nnt. Dieser Kolbentrug einen K??hler; das obere Ende desK??hlrohrs war verbunden mit 3 Erlen-meyerk??lbchen, jedes mit 25 ccm Wasser.Nach dem Verlassen des Kolbens streichtdie abgek??hlte Kohlens?¤ure durch dasWasser, wo etwaiger Alkohol zur??ckge-halten wird. Schliesslich wurde das Gasin einer B??rette ??ber einer ges?¤ttigtenKochsalzl??sung gesammelt (siehe Zeich-nung 2). Dieses Verfahren

bezweckte9-lso ein Entweichen des Alkohols zuverhindern. Die ?„pfels?¤urekonzentrationwurde auf 3 % gehalten, und wenn 1 gS?¤ure vergoren war, musste dieses Grammangef??llt werden, was geschah indem man die S?¤ure inoffnem R??hrchen durch den K??hler hinuntergleiten Hess. Undso konnte in 10 Stunden 13 bis 14 g S?¤ure vergoren werden. Die Bedeutung des Acetaldehyds bei der alkoholischen G?¤rung.nbsp;2 Zeichnung 2.



??? Nach Ablauf der Verg?¤rung ist der Inhalt der Erlenmeyer-k??lbchen durch den K??hler hineingesp??lt, der Inhalt desKolbens zentrifugiert, und die Hefe dreimal mit ungef?¤hr50 ccm Wasser gewaschen. Die abzentrifugierte Fl??ssigkeit und das Waschwasser sindnach Ans?¤uerung destilliert; dieses Destillat ist durch wieder-holtes Destillieren konzentriert, und das spezifische Gewichtmit Hilfe eines Pyknometers zur Feststellung des Alkohols-gehalts bestimmt worden. Hier folgt ein Beispiel: Aus 12.97 g 1-?„pfels?¤ure war 5.51 g Alkohol gebildetquot;nbsp;g Â?nbsp;Â? 4.51 g â€ž Aus 3.04 g 1-?„pfels?¤ure war 1.00 g Alkohol gebildet == 33 % vom Gewicht der ?„pfels?¤ure. Rechts-?„pfels?¤ure wird nicht vergoren: Eine Suspension von Schiz.Pombe zusammengebracht mit2 % d-?„pfels?¤ure ergab keine Kohlens?¤ureentwicklung bei38 bis 40Â° C. Nach 8 Stunden war keine Verwandlung dieser S?¤ureeingetreten; das durch Perforation mit ?„ther und Wegdampfendes ?„thers erlangte Residuum bestand aus der urspr??nglichen?„pfels?¤ure. In derselben Weise

ist die Verg?¤rung der neutralen und saurenSalze der 1-?„pfels?¤ure untersucht worden. Â§ 3. DAS RESULTAT. Aus einer Reihe von Bestimmungen ging hervor, dass aus1-Apfels?¤ure 63 bis 67 % CO^ gebildet wurde, und 30 bis 33 %Alkohol; dass also die Verg?¤rung der l-?„pfels?¤ure stattfindetnach der Gleichung: C4H6O5 = 2 CO2 C2H5OH. Diese Verg?¤rung verl?¤uft glatt ohne die Anwesenheit vonZ ticker. Neutrale Malaten der 1-S?¤ure werden nicht vergoren. SaureMalaten der 1-S?¤ure zum Teil.



??? ii. kapitel. VERSUCHE MIT PRESS-SAFT. Eine der Fragen, welcher wir bestimmt n?¤her treten sollen,ist diese: Kommt das Enzym das die ?„pfels?¤ureverg?¤rungbewirkt auch in dem Press-saft des SchizosaccharomycesPombe vor? Um diese Frage beantworten zu k??nnen, bereitete ich denPress-saft der Hefe Pombe nach dem klassischen VerfahrenBuchners 1). Die Hefe wird in ein Presstuch eingeschlagen,und in einer hydraulischen Presse bei 50 Atmosph?¤ren w?¤hrend5 Minuten ausgepresst; darauf wird sie gemengt mit der gleichenGewichtsmenge Quarzsand und des Gewichts an Kieselgur,und durch ein Sieb geschlagen. Dieses Gemisch wird in einemM??rser portionenweise bis zum Zusammenballen zerrieben.Diese Masse liefert, nach Einschlagen in ein mit kaltem Wassergut durchtr?¤nktes und bei 50 Atmosph?¤ren ausgepresstesPresstuch, in der hydraulischen Presse bei einem bis zu 300Atmosph?¤ren steigenden Druck den Press-saft. Zuerst lag 275 g Schiz.Pombe vor, sp?¤ter 465 g, und bevordie

Masse gepresst wurde kontrollierte ich mikroskopisch dassdie Hefezellen zerrissen waren. Nach dem Abfiltrieren stellten sich die Press-s?¤fte als nichtg?¤rkr?¤ftig heraus; zusammengebracht mit Traubenzucker,bezw. gepufferter Brenztraubens?¤ure 2), gepufferter ?„pfel-s?¤ure trat anf?¤nglich eine geringe Kohlens?¤ureentwicklungem, die aber nicht in Gang blieb; niemals kam es zur G?¤rung. Aus Schiz.Pombe kann man also ebensowenig als aus Ober-hefen einen g?¤rwirksamen Press-saft gewinnen. M??nchsnbsp;^ B??chner und M. Hahn, Die Zymaseg?¤rung. 2) Siehe diese Diss. 20.



??? iii. kapitel. DIE VERG?„RUNG DER ?„PFELS?„URE VERGLICHENMIT DER DER BRENZTRAUBENS?„URE. F??gt man einer ?„pfels?¤ureverg?¤rung Kalilauge oder w?¤s-serige Ammoniakl??sung hinzu, so verl?¤uft die G?¤rung schnellertrotzdem diese Fl??ssigkeit nun weniger freie ?„pfels?¤ureenth?¤lt: I. Versuch. Einer Suspension von 5 g zentrifugierter gewaschener HefePombe in Wasser wurde 2 g 1-?„pfels?¤ure hinzugef??gt, und0, bezw. 5, 10, 15 ccm n-Kalilauge. Das Gesamtvolumenbetrug 100 ccm. Die Kohlens?¤ure wurde in B??retten ??berges?¤ttigter Kochsalzl??sung gesammelt. Die Verg?¤rung geschahbei 36Â° C. Das Ergebnis ist in der nachstehenden Tabelle zusammen-gefasst : i. tabelle a. Abgelesenes Volumen COg in ccm. O ccm n-KOH 5 ccm n-KOH 10 ccm n-KOH 15 ccm n-KOHNach 5 Min. 42 1) 54 48 52 45 66 58 61 49 76 67 68 52 86 75 75 55 95 82 81 58 104 91 88 , opl^^ Kolben sind gef??llt, gleich darauf in ein Wasserbad vonJb C eingesenkt, und m sch??ttelnder Bewegung gebracht. Anfangsentweicht also Gas (Luft) durch

Ausdehnung, ?Ÿiesl Lnge ist meistensnicht bestimmt, und m diesen Ablesungen mit einbegriffen. 2) Versuch abgebrochen.



??? i. tabelle b. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg.O ccmn-KOH 5 ccm n-KOH lOccmn-KOH 15ccmn-K0H Nach 5 Min. -nbsp;- Â? Â? ,J 3 12 10 9 quot; n â€ž 4 10 9 7 quot; Â? â€ž 3 10 8 7 Â? Â? Â? 3 9 7 6 quot; Â? 1, 3 9 9 7 n. Versuch. Dieser Versuch wurde angestellt wie Versuch I, aber stattKOH 0, bezw. 2, 3, 4 ccm 10 % NH^OH hinzugef??gt. Aus dieser Tabelle geht hervor: In den Ans?¤tzen entwickelten sich folgende Mengen Kohlen-s?¤ure : ii. tabelle a. Abgelesenes Volumen COg in ccm. ;cm 10 %NH4OH 50 50nbsp;48 54 66nbsp;63 58 83nbsp;77 62 98nbsp;91 66 113nbsp;103 69 128nbsp;115 O com 10 %NH4OH 3 ccm 10 %NH4OH 5 ccm 10%NH4OH 405058667380 Nach 5 Min. Am Ende der Verg?¤rung nach dem Ans?¤uern:â€”nbsp;â€”nbsp;148nbsp;234



??? Hieraus geht hervor: ii. tabelle b. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. ^^T^\'^i^/Zo 3 ccm 10% 4 ccm 10 o/NH4OH NH4OH NH^OHTÂŽ NH4OH. 4nbsp;16nbsp;15nbsp;10 4nbsp;17nbsp;14nbsp;8 4nbsp;15nbsp;14nbsp;8 4nbsp;15nbsp;12nbsp;7 3nbsp;15nbsp;12nbsp;7 Neuberg und seine Mitwirker i) haben herausgefunden, dassBrenztraubens?¤ure und h??here Ketos?¤uren durch lebendeHefe und Hefepr?¤parate schnell in Kohlens?¤ure und Aldehydzerlegt werden. Diese Umwandlung ist also rein enzymatischerNatur, und das Enzym erhielt den Namen: Carboxylase. Die Verg?¤rung von Kaliumpyruvinat verl?¤uft nach Neu-berg 2) in derselben Weise: 2 CH3 . CO . COOKnbsp;= 2 CH, . CHO K^CO^ CO,. Welche Auffassung wir uns von der Verg?¤rung der Pyru-vinate zu machen haben ist mir nicht klar, denn im Jahre1927 ?¤ussert Neuberg sich folgendermassen : ,,es ist zwei-felhaft, ob die brenztraubensauren Salze ??berhaupt die Zellhautdurchdringen, d. h. ob aus einer ??bersch??ssige Hydroxyl-ionen enthaltenden Fl??ssigkeit Alkalipyruvinat in die

Hefegelangt\'\'. 1)0. Ne??berg mit A. Hildesheimer, L. Karczag, T. Kerb undIiquot;nbsp;Hefeg?¤rungen. I-Xl\'. Biochem Z U^\' Neuberg, Carboxylase. Abderhalden, Handbuch der bio-logischen Arbeitsmethoden IV, 1, 568nbsp;UCX UIU Verg?¤rungsgeschwindigkeit der Brenz-iS, 476 (1927)nbsp;zusammenh?¤ngende Fragen. Biochem. z. Nach 5 Min,



??? Und sp?¤ter gibt er die Erkl?¤rung, weshalb Kaliumpyruvinatzum Teil in G?¤rung versetzt werden kann : â€žn?¤mlich insoweitals es durch saure Puffer des Zellinhalts in die Reaktionsformverwandelt wirdquot;. Es schien mir w??nschenswert zu untersuchen, ob Alkalieinen ?¤hnlichen Einfluss aus??bt auf die Geschwindigkeit derBrenztraubens?¤ureverg?¤rung durch Presshefe. III. Versuch. (F??r diese Messungen wurde die Brenztraubens?¤ure in vacuofraktioniert). Eine Suspension von 5 g Presshefe in Wasser wurde mit1 g Brenztraubens?¤ure und 0, bezw. 1, 2, 3, 4, 5, 10 comn-KOH versetzt, und das Volumen mit Wasser verd??nnt auf100 ccm. Zum Vergleich f??hre ich einen G?¤ransatz mit 1 %Traubenzucker an. Die G?¤rungen wurden bei 36Â° C vorge-nommen. in. tabelle a zeigt die Ergebnisse. Nach beendeter Verg?¤rung wurde durch Hinzuf??gung vonkonzentrierter Salzs?¤ure die zur??ckgehaltene Kohlens?¤ureausgetrieben, und aus der Gesamtmenge Kohlens?¤ure mussman also die Schlussfolgerung

ziehen, dass (der ?„pfels?¤ure-verg?¤rung durch Schiz. Pombe entsprechend) Kaliumpy-\'yuvinat nicht vergoren wird. Aus III. tabelle a kann die G?¤rgeschwindigkeit pro 5Minuten gefunden werden (siehe iii. Tabelle b). Aus diesen Tabellen geht hervor, dass im Gegensatz zu der?„pfels?¤ureverg?¤rung die Brenztraubens?¤ureverg?¤rung nichtbeschleunigt wird durch teilweises Neutralisieren; die Carboxy-lase hat sein Optimum bei h??herem S?¤uregrad als das Enzym,welches die ?„pfels?¤ureverg?¤rung bewirkt. Nach Kluyver Â?) werden L??sungen von 1 % Brenztrauben-s?¤ure und 1 % Traubenzucker gleich schnell vergoren; diesist insofern richtig, dass die Brenztraubens?¤ureverg?¤rung 1- c. 3) S. 14, 478. Â?J In allen Versuchen mit Presshefe ist ,.Koningsgistquot; der ,,Neder-iandsche Gist- en Spiritusfabriekquot; zu Delft benutzt worden.1914 141^ Kluyver, Biochemische suikerbepalingen. Diss. Delft,



??? III. TABELLE A. Abgelesenes Volumen COg in ccm ^nbsp;2 ccm n-KOH n-KOH n-KOH 56nbsp;56nbsp;51 83nbsp;81nbsp;73 104nbsp;101nbsp;91 121nbsp;117nbsp;107 134nbsp;131nbsp;121 146nbsp;143nbsp;131 3 ccm 4 ccm 5 cCm 10 ccm 1 y n-KOH n-KOH n-KOH n-KOH Traubenzucker 54 54 48 53 50 75 71 65 60 84 92 85 79 66 120 107 98 91 70 157 118 106 100 74 185 129 115 108 77 195 Nach 5 Min. Am Ende der Verg?¤rung nach dem Ans?¤uern- ,83 III. TABELLE B. G?¤rungsgeschwindigkeit in ccm COg. 1 ccmn-KOH 2 ccmn-KOH 3 ccmn-KOH 4 ccmn-KOH 5 ccmn-KOH 10 ccmnbsp;1 %n-KOH Traubenzucker â€”nbsp;20 7nbsp;34 6nbsp;36 4nbsp;37 4nbsp;28 3nbsp;10 Nach 5 Min. 2520161412 2218161410 2117151111 17141389 17141298 O ccmn-KOH 262721171312 92nbsp;^



??? anfangs ungef?¤hr ebenso schnell verl?¤uft, aber bald nachl?¤sst,wie aus Figur 1 ersichtlich ist. Wahrscheinlich muss dies demsch?¤digenden Einfluss von freier Brenztraubens?¤ure auf die n lU â€? J 3 I â€ž O a d* o fiou 40 20 10 / lt; [k t \\ 0h \\ s \\ M 5 10 15 20 25 30 Zeit in Minuten,Figur 1. Verlauf der G?¤rgeschwindigkeiten bei Verg?¤rungvon 1 o/j, iger Glucose- und 1 o/o iger Brenztrauben-s?¤urel??sung durch Presshefe.A = 1 o/o Glucose,B = 1 0/^ Brenztraubens?¤ure. Wirkung der Carboxylase zuzuschreiben sein i). Diese Sch?¤di-gung tritt bei der ?„pfels?¤ure Verg?¤rung nicht auf. Die Brenz-traubens?¤ure ist eine sehr stark dissoziierte S?¤ure, was in derDissoziationskonstante: K=5,6 X lO-i zum Ausdruck kommt.Der entsprechende Wert f??r ?„pfels?¤ure betr?¤gt 4 X 10quot;^ 1) c. Neuberg, Biochem. Z. 71, 70 (1915).



??? iv. kapitel. UNTERSUCHUNG NACH DER BILDUNG DESACETALDEHYDS ALS ZWISCHENPRODUKT. Â§ 1. PRINZIP DER METHODEN. Im II. Teil, der handelt von der alkoholischen Zucker-g?¤rung, werden die verschiedenen G?¤rungsschemata ausein-andergesetzt. Hier sei nur darauf hingewiesen, dass allgemeinals sicher gilt, dass Acetaldehyd als Zwischenprodukt beidieser Umsetzung auftritt, nachdem es Neuberg und seinenSch??lern gelang mittels Abfangmittel den Acetaldehyd fest-zulegen . Neuberg und F?¤RBER i) fanden dass, im Gegensatz zu derfreien schwefligen S?¤ure und zu den sauren Sulfiten, die neutra-len schwefligsauren Salze derart ungiftig sind, dass in ihrerGegenwart eine betr?¤chtliche Zuckermenge vergoren werdenkann durch eine kleine Quantit?¤t Hefe. Danach versuchten Neuberg und Reinfurth 2) mit diesenSalzen den Acetaldehyd zu fixieren, und es gelang ihnenMengen Acetaldehyd und Glycerin bis 73 % der theoretischm??glichen Mengen zu isolieren. Die Reaktionen, welche in dem G?¤rgut vors ichgehen, sollenwir uns

nach Neuberg wie folgt formulieren: 1)nbsp;C. Neuberg und E. F?¤RBER, ?œber den Verlauf der alkoholi-schen G?¤rung bei alkalischer Reaktion. Biochem. Z. 78, 238 (1917) 2)nbsp;C. Neuberg und E. Reinfurth, Die Festlegung der Aldehydstufe bei der alkoholischen G?¤rung. Biochem. Z. 89, 365 (1918)- Nat??r-liche und erzwungene Glycerinbildung bei der alkoholischen G?¤rung.Biochem Z. 92, 234 (I9I8); Weitere Untersuchungen ??ber die korre-lative Bildung von Acetaldehyd und Glycerin bei der Zuckerspaltungund neue Beitr?¤ge zur Theorie der alkoholischen G?¤rung. Ber. 52,1677 (1919J, tt^Lt-^V^^^^^^^nbsp;Kobel, Abfangverfahren. Abderhalden, Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden IV, 1, 593.



??? CeHiaO?Ÿ NagSOs K^O = CgHiA (OH) (SOgNa) -f NaOH,C6Hi205(OH) (SOgNa) = OH = Ha iC?ŸHiaOe CH3 â€” C - COOH, SOgNaOH CHg â€” C â€” COOH = CH3 â€” C â€” H CO2, Inbsp;I SOgNanbsp;SOgNa NaOH CO2 = NaHCOg ^ | Na2C03 ^ HgO ICO2. Nach Beendigung der G?¤rung kann man den Acetaldehydfreimachen und quantitativ bestimmen. Neuberg und Reinfurth i) haben noch eine andre Methode3-Usgearbeitet um Acetaldehyd festzulegen. Diese gr??ndetSich auf die Tatsache, dass der Aldehyd sich leicht kondensiertinit2MolDimethyl-hydro-resorcin (Dimethyl-cyclo-hexandion),der K??rze halber Dimedon genannt, unter Abspaltung von1 Mol Wasser zum Aldomedon, w?¤hrend Zucker zu keiner Um-setzung mit Dimedon imstande ist. OH CO CH3 CH II 0 HgC CHa(CHa)^ C CO CO HC CHa(OH)C C(CH3)2 CH, CH, g â€? \'nbsp;â€?^â– â– liuD??K.Lr uiiu . xv??iiNj? UKiÂ?.,nbsp;neuesnbsp;vciictuicii uiiu 28j ÂŽ j^^^ndung auf die alkoholische G?¤rung. Biochem. Z. 106, ^ ?â€? Neuberg und E.

Reinfurth, Ein neues Abfangverfahren unde Anwei(1920).



??? CHa CO CH CO HgC CH C I I CO (OH)C CH2 H2O.C(CH3)2 CH2nbsp;CH2 Das Aldomedon wird gereinigt und gewogen. Â§ 2. DAS ABFANGEN DES ACETALDEHYDS MITNATRIUMSULFIT UND DIMEDON BEI DER ?„PFEL-SAURE VERG?„RUNG. Zu der Sulfitg?¤rung der Brenztraubens?¤ure ist die Zugabeeines Puffers erforderlich wegen der starken Acidit?¤t dieserS?¤ure. In dieser Weise gelang es Neuberg bei der Verg?¤rungder Brenztraubens?¤ure den Acetaldehyd in grosser Menge zuisolieren!) (91% der theoretischen Menge). Nach meinerAnsicht vergisst obengenannter Untersucher, dass bei derBrenztraubens?¤ureverg?¤rung der Aldehyd Endprodukt ist,so dass hier von ,,Abfangenquot; gar nicht die Rede sein kann: CHg. CO . COOK = CO2 CH3. COH. Wendet man Neubergs Methode auf die ?„pfels?¤ureverg?¤-rung an, so entstehen allerhand Schwierigkeiten. Entwederdie Fl??ssigkeit wird zu alkalisch, so dass keine Verg?¤rung mehreintreten kann, oder das G?¤rgut ist zu sauer, riecht nachschwefliger S?¤ure; m??glicherweise verg?¤ren

kleine Mengen?„pfels?¤ure. In keinem Falle aber war ich imstande bedeutendeMengen Acetaldehyd nachzuweisen, d.h. keine gr??sseren Quan-tit?¤ten als die, welche aus der Hefe selber unter Einfiuss desSulfits entstehen k??nnen. 1) C. Neuberg und E. Reinfurth, ?œber die Verg?¤rbarkeit derBrenz^raubens?¤ure^^unter den Bedingungen des Abfangverfahrens.



??? Auch bei Anwendung von Dimedon konnte kein Aldomedon.Â?abgefangenquot; werden. Im II. Teil wird der wahrscheinliche Grund dazu er??rtert. Diese unbefriedigenden Resultate sind Ursache, dass diealkoholische Zuckerg?¤rung einer eingehenden Studierung unter-zogen werden musste.



??? -Â? . -nbsp;. \' - -V \' \' \' \'\' \' -----â€?V-; Â?v.Â?-.^.^-\'... â€ž â–  â–  - â€? .). v. .. 1 , â–  quot; Uf M l., quot;A - â€? â–  .. gt;s . : \' ^ .^â€?-?Ž-JSr* â–  â€? \'M



??? IL TEIL. DIE ALKOHOLISCHE ZUCKERG?„RUNG.



??? M j- M- â– nbsp;/J\'^^??



??? i. kapitel. DIE BESTEHENDEN AUFFASSUNGEN ?œBER DENCHEMISMUS DER ALKOHOLISCHEN ZUCKERG?„RUNG. Anfangs suchte man den G?¤rchemismus in einer einzigenchemischen Gleichung zu schreiben. Weil die Mengen dergebildeten Endprodukte mit den ?¤ussern Umst?¤nden wechselen,befriedigte eine derartige Schreibweise nicht. Andre Untersucher nahmen an, dass jedes Endprodukt auseinem einzigen Prozesse entstand. Zwischen diesen beiden Auffassungen steht die Ansicht, dassquot;lan den G?¤rungsprozess aufzufassen hat als eine Reihenfolgeverschiedener Reaktionen, die ineinander greifen. Dies ist dieheute fast allgemein g??ltige Vorstellung. Nachdem Neuberg und seine Mitwirker 1912 dargetanhaben, dass die Hefe imstande ist Brenztraubens?¤ure unterBildung von Acetaldehyd und Kohlens?¤ure zu zerlegen, und^ ihnen gelang unter Benutzung von Abfangmitteln grosse^engen Acetaldehyd zu isolieren, hat man allgemein Neubergsnsicht beigestimmt, dass man die

Brenztraubens?¤ure als dieMuttersubstanz des Aldehyds betrachten soll, und dieserAcetaldehyd bei der normalen alkoholischen G?¤rung zu ?„thyl-alkohol reduziert wird.Fast allgemein nimmt man mit Ne??berg i) an, dass dierenztraubens?¤ure aus dem Methylglyoxal hervorgeht; nachebedew 2) aber ist die Vorstufe der Brenztraubens?¤ureycerins?¤ure. Kostytchew 3) dagegen war urspr??nglich dernsicht, dass das Zuckermolek??l in irgendeiner Weise 2 Mol hoil t?quot;^quot;ÂŽ Liste der Abhandlungen Neubergs in A. Harden, Alco- ^iic Fermentation.2\\nbsp;Der gegenw?¤rtige Stand des G?¤rungsproblems. Lebedew, ?œber den Chemismus der alkoholischen47, 667 (1914); Z. physiol. Chem. 132, 285 (1924).liscLn V ,nbsp;Bildung von Acetaldehyd bei der alkoho- Z T^W-nbsp;Ber. 45, 1289 (1912); ?œber Alkoholg?¤rung. Piiysiol. Chem. 79, 130, 359 (1912). ÂŽ Bedeutung des Acetaldehyds bei der alkoholischen G?¤rung.nbsp;3



??? Brenztraubens?¤ure liefert neben 4 labilen Wasserstoffatomen,welche, nachdem sie ,,vorl?¤ufig aufgehobenquot; sind, die Reduk-tion des der Brenztraubens?¤ure entstammenden Acetaldehydsbewirken. Sp?¤ter ist Kostytchew i) andrer Meinung geworden,und nimmt er jedenfalls an, dass Brenztraybens?¤ure aus Methyl-glyoxal hervorgeht. Die Theorie von Kluyver, Donker und Visser \'t hooftgr??ndet sich auf den Gedanken, dass alle Teilprozesse derZuckerzersetzung nichts andres sind als gekuppelte Dehydrie-rungs- und Hydrierungsvorg?¤nge (die Idee entstammt einerVereinigung der WiELANDschen und WARBURGschen Ansichten).Dieser Formulierung liegt, was betrifft die ,,vor l?¤ufige Auf-hebungquot; der Wasserstoffatome, ein ?¤hnlicher Gedanke als derKosTYTCHEWschen zugrunde. Andrerseits entspricht sie ganz derNEUBERGschen Theorie. F??r die alkoholische G?¤rung nehmendie drei Untersucher an, dass die Bildung der Brenztrauben-s?¤ure beruht auf einer Dehydrierung des Methylglyoxalhydrats.Die

Carboxylase zerlegt Brenztraubens?¤ure in Acetaldehydund Kohlens?¤ure; der Acetaldehyd tritt als Wasserstoffacceptorauf, und wird reduziert zu ?„thylalkohol. Dieser Gedanke ist zu einer allgemeinen Theorie des Chemis-mus der Dissimilationsprozesse erweitert worden: nach Kluy-ver und Donker hat das Protoplasma gegen??ber Wasserstoffeine bestimmte Affinit?¤t, abh?¤ngig von der Protoplasma-artder Organismen. Je nach der Gr??sse dieser Affinit?¤t k??nnenWasserstoffatome in den Substratmolek??len mehr oder wenigeraktiviert werden. Der aktivierte Wasserstoff kann entweder an eine andreStelle des Molek??ls gebunden werden, oder einen Acceptor ^nbsp;Kostytchew und S, Soldatenkov, ?œber Alkohole?¤run?. Z. physiol. Chem. 168, 128 (1927). (C. Neuberg und M. Kobel, Vermeintliche Abfangung von Methyl-glyoxal bei der alkoholischen G?¤rung. Biochem. Z. 191, 472 (19271 )i^u\' A. J. Kluyver, H. J. L. Donker und F. Visser \'t HooftUber die Bildung von Acetylmethylcarbinol und 2,3-Butylenglykolim

Stoffwechsel der Hefe. Biochem. Z. 161, 361 (1925) 3) A. J Kluyver und H. J. L. Donker, De eenheid in het che-misme van de fermentatieve suikerdissimilatieprocessen der microben.Verslag Akad. Wetenschappen Amsterdam 33, 895 (1924); De kataly-tische overdracht yan waterstof als kern van het chemisme der dissi-milatieprocessen der microben. 1. c. 34, 237 (1925); Die Einheitm der Biochemie. Chem. d. Zelle u. Gewebe 13 134 (1926)



??? finden in der Form eines andren Molek??ls, oder keinen Acceptorfinden. Im letzten Fall entweicht der Wasserstoff in moleku-larem Zustand. Das urspr??ngliche Molek??l aus dem der Wasserstoff acceptiert|st, kann sich durch innere Verschiebung der Valenzen, oderindem es mit einem andren Molek??l in Reaktion tritt, stabili-sieren . Bei all diesen Reaktionen spielt das Protoplasma, durchdie Bildung von labilem Protoplasmawasserstoff, die Rolledes katalytischen Wasserstoff??bertragers. Infolgedessen treten Hydrierungs-, Dehydrierungs-, Kon-densations-, Umlagerungs- und Protoplasmaregenerationsre-aktionen auf. Es folgt eine kurze ?œbersicht der Schemata: Schema von Kostytchew: CoHiaOe = 2 CH3 . CO . COOH 4 H,(Brenztraubens?¤ure) 2 CH3 . CO . COOH = 2 CH3 . COH -f 2 CO2, (Acetaldehyd) 2 CH3 . COH -f 4 H = 2 CH3 . CH2OH.^I- Schema von v. Lebedew: ^CeHiaO?Ÿ = 2CH2OH . CO . CH2OH 4-2CH2OH . CHOH.COH(Dioxyaceton)nbsp;(Glycerinaldehyd) H ^HgOH . CHOH . COH -f HgO = CH^OH

.CHOH.COH, \\OH H ^^aOH . CHOH . COH - H2 = CH2OH . CHOH . COOH,\\nbsp;(Glycerins?¤ure) OH ^^aOH . CHOH . COOH â€” H2O = CHg . CO . COOH, (Brenztraubens?¤ure)



??? CHa. CO . COOH = CH3 . COH CO^, (Acetaldehyd) CH3 . COH Ha = CH3 . CH2OH. III. Schema von Neuberg: ?°.nbsp;CeHiA - 2 HP = CeHaO^, ÂŽnbsp;(Methylglyoxalaldol) ??.nbsp;CÂ?H30, = 2CH3.C0 COH (Methylglyoxal) - ?„-HOT cV/HrCH. . CO ^COOH (Glycerin)nbsp;(Brenztraubensaure) d. CH3 . CO . COOH = CO2 CH3 . COH (Acetaldehyd) , CH3 . COH CH3 . CO . COH H,0 =(Methylglyoxal) = CH3 . CO . COOH CH3 . CH2OH. (Brenztraubensaure) Urn obenerw?¤hnte Reaktionen zustandezubringen nimmtNeuberg die Existenz folgender Enzyme an:F??r a. die Dehydratase, b.nbsp;â€ž Depolymerase, c.nbsp;â€ž Dismutase, d.nbsp;â€ž Carboxylase, e.nbsp;â€ž Dismutase. IV. Schema von Kluyver, Donker und Visser \'t Hooft:OH CH3 . CO . COH A (Acceptor) = CH3. CO . COOH \\ (Methylglyoxalhydrat)nbsp;(Brenztraubens?¤ure) 4nbsp;aH (Acceptorwasserstoff), CH3 . CO . COOH = CH3 . COH CO^. (Acetaldehyd)



??? Normalerweise ist A = Acetaldehyd. ?œber die NEUBERGsche Theorie m??ge bemerkt werden, dassNeuberg sich jede erdenkliche M??he gegeben habe, die G?¤rungin andre Wege zu leiten, weil er die in sein System bezogenenZwischenprodukte zu isolieren versuchte. So unterscheidetNeuberg f??nf Verg?¤rungsformen, auf welche ich in den fol-genden Kapiteln noch zur??ckkomme. Die erste Verg?¤rungsform ist die normale Zerlegung: C?ŸHiaOe = 2 CHg . CHaOH 2 COg. Die zweite Verg?¤rungsform tritt im Falle der Sulfitg?¤rungin Erscheinung: CgHiaOe = CHg . COH -{- COj CH^OH . CHOH . CHgOH,(Acetaldehyd)nbsp;(Glycerin) die dritte Verg?¤rungsform unter Einfluss von Alkali:SC?ŸHiaOe -f HgO = CHg. COOH -f 2 CH20H.CH0H.CH20H-f- (Ess igs ?¤ure) (G ly cerin)-I- CHg. CHaOH -f 2CO2. Die vierte Verg?¤rungsform: CgHiaOe = CHg . CO . COOH -f CHgOH . CHOH . CHgOH,(Brenztraubens?¤ure)nbsp;(Glycerin) und die f??nfte: C?ŸHiaOe = 2 (CHg . CO . COH -f H^O),(Methylglyoxal) beruhen auf der

M??glichkeit die Cozymasefraktion der Zymase,welche die Funktion der Co-phosphatese und der Co-mutasebesitzt, zu l?¤hmen, so dass bloss die Wirkung der Apozymase??brigbleibt. Neuberg findet statt Methylglyoxal Brenztraubens?¤ure,wenn er entweder die Menge des Enzyms vergr??ssert, oder(was nach seiner Meinung auf eins hinauskommt) die Zeitdauerdes Versuchs verl?¤ngert. Nach dem Schema von Kluyver, Donker und Visser\'t Hooft kann die Entstehung des Glycerins bei der zweitenVerg?¤rungsform nach meiner Ansicht nicht erkl?¤rt werden.



??? Man muss doch annehmen, dass diese Untersucher das Abfangendes Aldehyds bei der Sulfitg?¤rung als Beweis f??r das Auftretendes Acetaldehyds als Zwischenprodukt bei der alkoholischenZuckerg?¤rung gelten lassen i). Die Mengen Acetaldehyd undGlycerin entstehen im Verh?¤ltnis 1:1. Als Quelle des Glyce-rins dient der Methylglyoxal, der in diesem Falle als Wasser-stoffacceptor des Wasserstoffs,\'^ der normalerweise durch denAcetaldehyd acceptiert wird, auftreten soll. Der Methylglyoxalsoll sowohl Wasserstoffacceptor als Wasserstoffdonator sein! n A T. Kluyver und H. J. L. Donker, De eenheid in het che-misme van de fermentatieve suikerdissimilatieprocessen der microben.Vers lag Akad. Wetenschappen Amsterdam 33, 901 (19^4).



??? ii. kapitel. DIE ZWEITE VERG?„RUNGSFORM ANGEWANDT AUFG?„RUNGEN MIT LEBENDER HEFE. Â§ 1. DIE SULFITG?„RUNG. A. Natriumsulfit als Ahfangmittel. Wie im II. Teil I. Kap. schon behandelt worden ist, vollziehtdie zweite Verg?¤rungsform sich nach Neuberg durch Zucker-zerfall in Acetaldehyd, Glycerin und Kohlens?¤ure:C?ŸHiaOe = CHg . COH -f CH^OH . CHOH . CH^OH CO^,w?¤hrend in der Praxis die erste Verg?¤rungsart:C?ŸHi A = 2 CH3. CHgOH H- 2 CO^neben der zweiten verl?¤uft. Neuberg stellte fest, dass in Gegenwart von Sulfit verlaufendeG?¤rungen grosse Quantit?¤ten Acetaldehyd und Glycerinliefern 1); durch Nachpr??fung konnte ich seine Resultate voll-kommen best?¤tigen. Nur von einer Seite hat Neuberg die Untersuchung insoweitvernachl?¤ssigt, dass er die Geschwindigkeit der Kohlens?¤ureent-wicklung nie studiert hat, w?¤hrend mir deutlich geworden ist,dass letztere Vieles erl?¤utert was nach meiner Ansicht mitNeubergs G?¤rungstheorie nicht erkl?¤rt werden kann. Die

Ausf??hrung der G?¤rversuche war wie auf Seite 7 beschrie-ben. Die Benutzung einer Sch??ttelmachine hat den Vorteil dassdie G?¤rungen regelm?¤ssig stattfinden. Versuch IV. Die Zusammensetzung der Ans?¤tze war:3, bezw. 4, 5, 6 g Rohrzucker,Ii g NaaSOg,5 g Presshefe,100 ccm Wasser. Die G?¤rungen verliefen bei 36Â° C. 1) Siehe diese Diss. 18.



??? Jedesmal nach f??nf Minuten wurden die entwickelten ccmKohlens?¤ure abgelesen; die Menge Kohlens?¤ure, welche jedeViertelstunde entstanden ist, zeigt folgende Tabelle.^(Die Sulfitl??sung war im voraus mit Kohlens?¤ure ges?¤ttigt.) tabelle iv.G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Nach i Stunde 6 g Sacch. 5 g Sacch. 4 g Sacch. 3 g Sacch. 56 55 55 54 58 56 57 55 58 54 56 52 57 58 55 52 61 60 59 53 66 65 62 54 74 72 67 57 89 82 74 50 96 92 74 37 98 88 63 7 94 81 38 4 91 66 14 3 81 41 6 1 67 17 4 1 50 8 3 1 Auf Grund dieser Zahlen ist die folgende graphische Dar-stellung ausgef??hrt worden, welche ein deutliches Bild desG?¤rverlaufs gibt. Die Zeit und das Kohlens?¤urevolumen sindals Koordinaten gew?¤hlt. Die 4 Kurven demonstrieren, dass im Anfang die G?¤rge-schwindigkeiten sich nahezu nicht ?¤ndern, w?¤hrend sie sichsp?¤ter erheben, so dass es den Eindruck macht alsob die Sulfit-und Zuckerg?¤rung zwei verschiedene Prozesse sind, welcheaufeinanderfolgend verlaufen. Es scheint denkbar, dass

derZucker in Aldehyd, Kohlens?¤ure und Glycerin zerf?¤llt, bisdas Sulfit soweit unsch?¤dlich gemacht ist (durch Bindung von



??? Aldehyd), dass der Zucker normalerweise vergoren werden kann. Acetaldehyd-Natriumbisulfit hat durchaus keinen Einflussauf die G?¤rungsgeschwindigkeit, sowie Versuch V zeigt.Dieses Additionsprodukt wurde gewonnen, indem der Acetal-dehyd in der K?¤lte mit einer konzentrierten L??sung von c lt;uT3 e 3-t-gt; V)^ ol-l o Oo s wy 90807060MI40302010 vA A i\'V gt; 1 0 J M ^ f 1 \\ \\ J u n r 1 ;i N R .....lt; .....â€?lt; \\ \\ \\ \\ ^\\ \\ 5 X â–? 1 -\' quot;v \\â€”\\ \\ -V\\ \\V V â€”1 f..... ...... 1 1 Zeit in 14 StundenFigur 2. Verlauf der G?¤rgeschwindigkeiten bei Verg?¤rungvon Â? 6 0/0, bezw. Â? 5 o/Â? 4 o/Â?. 3 o/â€ž SaccharosIbei Gegenwart von Â? 11/4o/j, Nag SO3 durch Presshefe.A = 60/0 Saccharose,B = Â?5o/oC = Â?40D = Â?3 0/o Natriumbisulfit gesch??ttelt wurde. Nach Hinzuf??gung von ab-solutem Alkohol fiel die Aldehydverbindung aus. Durch Auf-nehmen in wenig Wasser und nach genauer Ausf?¤llung mitabsolutem Alkohol unter Zusatz von einigen Tropfen ?„therwurde die Verbindung abgesaugt, mit absolutem Alkohol



??? und ?„ther gewaschen, und in einem Exsiccator ??berChlorcalcium getrocknet. Versuch V. Beschickung:3 g Rohrzucker, 0, bezw. I g Acetaldehyd-Natriumbisulfit, g Presshefe,50 ccm Wasser.G?¤rungstemperatur: 36Â° C. Die Ergebnisse waren: TABELLE V.G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. ^ g Acetaldehyd-Natriumbisulfit. â€” Acetaldehyd-Natriumbisulfit. Nach 5 Min. 24232121 19 2019 19 201818 2325232321222121201820 Acetaldehyd-Natriumbisulfit beschleunigt die G?¤rung alsonicht. Geringe Mengen NagSOs wirken hemmend, z.B. 0.1 %(siehe Tabelle VI A und B, und Figur 3). Wird mehr als IJ g NaaSOa zugesetzt, so zeigt die Kurveder G?¤rgeschwindigkeit von Anfang an einen Abfall, undverl?¤uft w?¤hrend der ersten Stunde nicht, wie in Figur 2, fastgeradlinig.



??? Sollen die Kurven der 2. Figur zwei Prozessen zugeschriebenwerden, die aufeinanderfolgend verlaufen, dann kann mansich theoretisch den Fall denken, dass die Zusammenwirkungvon Sulfit- und Zuckerg?¤rung zu einer optimalen G?¤rgeschwin-digkeit f??hrt, welche diejenige der Zuckerg?¤rung ??berschreitet.Tats?¤chlich konnte dieser Gedanke verwirklicht werden, undzwar bei einer,Sulfitkonzentration die Â? entsprach: Versuch VI. Beschickung: 6 g Rohrzucker,0, bezw. 0.1, 0.5 g NagSO,,5 g zentrifugierte Presshefe,100 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 36Â° C. (Die Sulfitl??sung war nicht mit Kohlens?¤ure ges?¤ttigt.)Nachstehende Tabellen zeigen die Ergebnisse: TABELLE VI A. Abgelesenes Volumen CO, in ccm. â€” NaaSOg 0.1 g NagSOs 0.5 g NaaSOj Nach 5 Min. 38 35 8 Â? Â? Â? 83 71 20 )gt; I) Â? 130 III 43 quot; II M 174 153 71 Â? â€?gt; lgt; 217 194 100 Â? )gt; Â?gt; 259 233 131 quot; Â? Â? 300 270 163 gt;gt; Â? Â? 341 304 197 gt;gt; 1\' Â? 382 338 234 quot; fgt; II 421 372 274 Â? Â? Â? 460 405 315 gt;gt;

Â? gt;1 500 439 358 Â? gt;1 t) 540 472 402 Â? Â? II 579 505 450 quot; Â? Â? 616 537 495



??? 36 NagSOg 0.1 g NajSOg 0.5 g Na^ Nach 5 Min. 652 570 540 Â? II *) 687 . 585 t} 1) tgt; 722 . 628 Â? Â? 1) 756 . 671 ys }t t) 790 712 Â? gt;) Â? 822 753 Hieraus abgeleitet â€? â€? TABELLE VI B. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg â€” NagSOg 0.1 g NagSOg 0.5 g J Nach 5 Min. 38 35 8 45 36 12 47 40 23 44 42 28 43 41 29 42 39 31 41 37 32 41 34 34 41 34 37 39 34 40 39 33 41 40 34 43 40 33 44 39 33 48 37 32 45 36 33 45 â€? 35 . 45 35 . 43 34 . 43 34 41 32 41



??? Figur 3 stellt den G?¤rverlauf graphisch dar. Nach 70 Minutenhat Kurve C sein Optimum erreicht, das 1 ccm h??her liegt als ?–3 a â€?M la2 oo a??V e (U-M a S mo a (M oo ?–8 so 40302010 k quot;\'S MI 0- r --0- / Â?r Zeit in MinutenFigur 3. Verlauf der G?¤rgeschwindigkeiten bei Verg?¤rung von 6o/o Saccharose bei Gegenwart von 0, bezw. O.Ien 0.5o/o Na^SOg durch Presshefe.A= â€” NagSOg,B=Â?0.1o/o â€žC=Â?0.50/â€ž â€ž das Optimum der Kurve A, das schon nach 15 Minuten erreichtwar. In Figur 4 ist als Abzissen, statt der Zeit die totale Menge 5040802010 A â€”CL, â€”0- B 0-quot; (f / a ccm CO2Figur 4. Verlauf der G?¤rgeschwindigkeiten bei Verg?¤rung vonÂ? 6 Saccharose bei Gegenwart von 0, bezwÂ? 0.50/0 NagSOg durch Presshefe.A = â€” Na, SO3B = Â?0.50/o â€ž Kohlens?¤ure angegeben, welche sich vom Anfang der Verg?¤rungan entwickelt hat (siehe Tabelle VI A). Daraus ergibt sich, dassKurve B ihr Optimum erreicht hat nachdem sich 460 ccm,Kurve A nachdem sich 130 ccm Kohlens?¤ure

sammelten.



??? Umgerechnet nach der Zuckerkonzentration sollte das Opti-mum von B noch mehr nach rechts liegen, weil ja infolge derSulfitg?¤rung aus 1 Mol Zucker weniger Kohlens?¤ure entstehtals bei der normalen Zuckerg?¤rung. Dass die Optimalgeschwindigkeit nicht viel gr??sser ist, sollder sch?¤digenden Wirkung des Sulfits auf die Hefewirkungzugeschrieben werden; jedoch bleibt auch ein wenig Kohlen-s?¤ure als Bicarbonat gebunden im G?¤rgut. Unterbricht man die G?¤rung wenn sie ihre optimale Ge-schwindigkeit erreicht hat, und auch eine halbe Stunde sp?¤ter,und f??hrt man die zentrifugierte, gewaschene Hefe in eine neueZuckerl??sung (5 g zentrifugierte Hefe, 6 g Rohrzucker, 100 ccmWasser), dann zeigen Tabelle VI C und Figur 5, dass von erh??hterG?¤rkraft der Hefe nicht die Rede ist. tabelle vi c. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Hefe abzentri- ^^^^ abzentri- Ursp^nglichenbsp;^^n.c^ Nach 5 Min. gt;gt; ff 34 28 26 ff 35 28 29 3} ff 35 29 26 St ff 35 29 27 yf ff 31 28 27 ff ff 31 27 26 ff ff 33 26 23 ff Sf 32 27 26 ff ff 30 26

24 ff ff 29 25 25 ff i) 29 26 25 Es zeigt sich also, dass der Hefe schon geschadet ist durchG?¤rung in Gegenwart von | % NagSOg. Die optimale G?¤rge-schwindigkeit der normalen Zuckerg?¤rung ist erreicht worden



??? nachdem 130 ccm Kohlens?¤ure entwickelt sind. Das ebensohohe Optimum der Sulfitg?¤rung liegt bei 460 ccm. Die Erkl?¤rungdieser Befunde ist nur m??glich wenn man annimmt, es handlesich hier um zwei Prozesse. Vorausgeschickt sei, dass Acetalde-hyd-Natriumbisulfit keinen Einfluss auf die G?¤rgeschwindig-keit hat, und geringe Mengen NagSOg schon hemmend wirken. Auch noch in andrer Weise l?¤sst sich dartun, dass die Sulfit-und Zuckerg?¤rung in keinerlei Beziehung zu einander stehen;dazu seien die nachstehenden Versuche mitgeteilt. ?? lt;u 3O â€?rH s lOoO, d*o B oo 40 30 20 10 â€? 1 r-Aâœ“ k-\' (S ?Ÿjr\'7 quot;C 5 10 15 20 25 SO 85 40 45 60 55 60Zeit in MinutenFigur 5. Verlauf der G?¤rgeschwindigkeiten bei Verg?¤rungvon 6 o/o Saccharose durch Press- und Sulfithefe.A = Urspr??ngliche Hefe, B = Sulfithefe, die eine gute Stunde mittels Â? 0.5o/o NaaSOg gegoren hat,C = Sulfithefe, die noch eine Stunde l?¤nger mittelsÂ? 0.5 o/o NagSOa gegoren hat. Versuch VII. Dieser Versuch wurde so

durchgef??hrt, dass mehrere Kolbenzur Anwendung kamen, die beschickt waren mit: 1 -8 g Rohrzucker,H g NaaSOg, 5 g zentrifugierte Presshefe,100 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 36Â° C.



??? Nach gut zwei Stunden wurde die Hefe abzentrifugiert undgewaschen; sie war nun grau, von d??nner Konsistenz, und hatteeinen unangenehmen Geruch (diese Hefe wird fortan von mir,,Sulfithefequot; genannt). Ihre Sulfit- (6 g Rohrzucker, gNagSOg, 5 g zentrifugierte Hefe, 100 ccm Wasser) und Zucker-g?¤rung (6 g Rohrzucker, 5 g zentrifugierte Hefe, 100 ccmWasser) verglichen mit derjenigen der urspr??nglichen Hefedemonstrieren Tabelle VII A und Figur 6. tabelle vii a. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Zuckerg?¤rungnbsp;Sulfitg?¤rung Urspr??ng- Sulfit- Urspr??ng- Sulfit- liche Hefe Hefe liche Hefe Hefe Nach i Stunde 108 75 40 37 Â? Â? II 103 69 45 39 II II II 97 64 50 44 II II II 96 62 56 47 II II 1) 91 59 58 47 II II II 89 60 64 49 II II II 86 61 69 54 II II II 80 62 73 56 II II II 80 59 90 63 H II II 75 58 88 64 II II II 71 56 79 59 tl II II 66 52 74 56



??? Figur 6 zeigt, dass die Zuckerg?¤rung der Sulfithefe verz??gertworden ist, w?¤hrend die Sulfitg?¤rung eine ?¤usserst geringeSch?¤digung erfuhr. Die Kurven C und D weichen erst danndeutlich auseinander, wenn das Sulfit gebunden ist, und dieZuckerg?¤rung allein verl?¤uft. 100908070605040502010 k A k / k N 1 gt; r s- i lt;_ 1 ...... 1 L.J â€”, 1 c. r\' f*quot; p 123456789 10 11 12 Zeit in ^ StundenFigur 6. Verlauf der G?¤rgeschwindigkeiten bei Verg?¤rung vonÂ?6 o/q Saccharose, bezw. Â? 6 quot;/o Saccharose, 11/4 o/o NagSOg durch Press- und Sulfithefe. A = Zuckerg?¤rung mit der urspr??nglichen Hefe.B= Zuckerg?¤rung mit der Sulfithefe.C = Sulfitg?¤rung mit der urspr??nglichen Hefe.D = Sulfitg?¤rung mit der Sulfithefe. Es lag nun auf der Hand zu versuchen, durch wiederholtesVerg?¤ren in Gegenwart von IJ g NaaSOg, dem Prozesse derZuckerg?¤rung fortw?¤hrend mehr zu schaden (siehe TabelleVII B f??r die Sulfitg?¤rung, Tabelle VII C f??r die Zuckerg?¤rung).(Die Sulfitl??sung war nicht mit Kohlens?¤ure

ges?¤ttigt.) Die Bedeutung des Acetaldehyds bei der alkoholischen G?¤rung.nbsp;4 (?œT3C3 CO o 1-t Oo



??? einmalbehandelt zweimalbehandelt dreimalbehandelt tabelle vii b. Sulfitg?¤rung. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Urspr??ng-nbsp;Sulfithefe liehe Hefe Nach 5 Min. â€” â€” â€” â€” II II II 6 10 n 8i II 91 II 9 9 8 8 gt;1 II II 12 10 9 8 II II II 12 11 10 8 II II II 12 11 10 9 II II II 13 13 13 9 II II II 15 14 12 10 II II II 16 14 13 11 II II II 15 14 13 12 II II II 16 14 14 11 gt;1 II II 16 16 14 12 II tl II 16 14 14 13 gt;1 II II 16 14 14 12 II II II 18 15 14 13 II II II 17 16 15 12 tabelle vll c. Zucker g?¤rung. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Sulfithefe Nach 5 Min. Urspr??ng-liche Hefe einmalbehandelt zweimalbehandelt di-eimalbehandelt II II II 37 25 25 23 II II II 38 26 25 22 II II II 37 24 23 21 II II II 37 25 22 19 II II II 35 24 21 19



??? Urspr??ng-nbsp;Sulfithefe liehe Hefe einmal zweimal dreimal behandelt behandelt behandelt Nach 5 Min. 35 24 22 19 gt;gt; Â? Â? 35 23 22 18 Â? )gt; 1) 34 22 22 19 Â? Â? }gt; 33 23 22 18 quot; Â? Â? 33 22 20 18 Â? Â? Â? 33 23 21 17 quot; Â? )) 34 22 21 20 Es zeigt sich also, dass wiederholtes Verg?¤ren mittels Natrium-sulfit nahezu keine Ver?¤nderung in die G?¤rgeschwindigkeitenbringt. Durch die erste Behandlung leidet die Zymase erheblich;weitere Behandlung ist fast ohne Einfiuss. Man kann also,durch die Hefe aufs neue einer Sulfitg?¤rung zu unterwerfen,keine Trennung dieser beiden Prozesse hervorrufen. Durch Erh??hung der Temperatur wird beiden Prozessengeschadet : Versuch VIII. Beschickung ; 4nbsp;g Rohrzucker, 0, bezw. Ii g Na^SOa, 5nbsp;g Presshefe,100 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 50Â° C. tabelle viii. G?¤rgeschwindigkeitnbsp;in ccm COg. â€” NaaSOgnbsp;l^i g Na^SOs Nach 5 Min. â€”nbsp;â€” )gt; )gt; gt;f 54nbsp;2 Â? Â? â€ž48nbsp;4 Â? â€ž â€ž 39nbsp;5



??? NagSOa 3124191411 11/4 g NagSOg66543 Nach 5 Min, Dass es die Zymase ist, welche durch die Anwesenheit desSulfits leidet, geht aus Versuch IX hervor. Versuch IX. Die Ans?¤tze wurden genau wie bei Versuch VII gemacht,aber nach Abzentrifugieren und Waschen der Hefe ist dieTraubenzuckerverg?¤rung verglichen mit derjenigen der ur-spr??nglichen Hefe: TABELLE IX. G?¤rgeschwindigkeit innbsp;ccm COg. Urspr??nglichenbsp;Hefe Sulfithefe Nach i Stunde 108nbsp;70 97nbsp;64 90nbsp;61 86nbsp;57 86nbsp;56 82nbsp;55 Wichtig war nun zu untersuchen, ob auch die Carboxylasedurch G?¤rung mit derselben Menge Natriumsulfit eine Sch?¤-digung erfuhr. Versuch X. Dieser Versuch wurde auf dieselbe Weise durchgef??hrtwie Versuch VII. Nach Abzentrifugieren und Waschen derHefe ist die Zucker- (6 g Rohrzucker, 5 g zentrifugierte Hefe,100 cmm Wasser) und Brenztraubens?¤ure Verg?¤rung (0.5 g



??? Brenztraubens?¤ure, 5 g zentrifugierte Hefe, 100 ccm Wasser)der Sulfithefe verglichen mit der der urspr??nglichen Hefe. DieErgebnisse sind hier tabellarisch wiedergegeben: TABELLE X. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Urspr??ngliche Hefenbsp;Sulfithefe Brenztrau-nbsp;Brenztrau- Zucker- bens?¤ure- Zucker- bens?¤ure Nach 5 Min. g?¤rung g?¤rung g?¤rung g?¤rung â€” â€” _ _ quot; Â? Â? 48 11 23 9 gt;gt; )gt; gt;1 34 9 20 9 quot; Â? Â? 33 8 20 8 Â? Â? Â? 33 7 22 8 quot; Â? fgt; 33 6 21 6 Der mitgeteilte Versuch lehrt, dass die Sulfithefe nochimstande ist Brenztraubens?¤ure mit derselben Geschwindigkeitals die urspr??ngliche Hefe zu zerlegen, was allerdings zuerwarten war, weil die Carboxylase im Vergleich zu der Zymaseeine gr??ssere Resistenz gegen Desinfektionsmittel und anders-artige Zus?¤tze zeigt 1). Wendet man an Stelle von Presshefe Unterhefe an, dannerh?¤lt man ?¤hnliche Resultate. Die Reinzuchtunterhefe der,,Heineken\'s Bierbrouwerij Maatschappijquot; 2) zu Amsterdamund Rotterdam ist in

derselben Weise gewonnen worden alsdie der Schiz. Pombe 3). Gleichzeitig wurde diese Unterhefeauch in 5 % igem Glucose-Hefewasser gez??chtet. Nach demAbsetzen sind die Hefemassen abgepresst. Es stellte sich heraus,dass die Vorgeschichte der Hefe eine Rolle spielt: die inGlucose-Hefewasser gez??chtete Hefe vergor schneller als diejenigeaus Malzw??rze. Auch der Habitus der letzteren war anders, sie 1)nbsp;C. Neuberg, Carboxylase. Abderhalden, Handbuch derbiologischen Arbeitsmethoden IV, 1, 580. 2)nbsp;Ich benutze die Gelegenheit der Direktion der â€žHeineken\'sBierbrouwerij Maatschappij\'\' meinen Dank f??r die Belieferung mitoen ben??tigten Hefen auszusprechen. 3)nbsp;Siehe diese Diss. 6.



??? verteilte sich staubig in der Fl??ssigkeit, kam schwer zumAbsetzen, im Gegensatz zu der in Glucose-Hefewasser gez??chte-ten Hefe, die zu grossen Flocken zusammentrat. Versuch XI. Beschickung:6 g Rohrzucker,Ii g NagSOg,5 g Unterhefe,100 ccm Wasser.G?¤rungstemperatur: 36Â° C. (Die Sulfitl??sung war nicht im voraus mit Kohlens?¤ureges?¤ttigt). Die Resultate sind eingetragen in Tabelle XI und Figur 7. TABELLE XI. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Unterhefe gez??chtet Unterhefe gez??chtetin Glucose-Hefe- in Malzw??rzewasser Nach i Stunde 0nbsp;0 .. .. 14nbsp;7 ,, â€ž .. 47nbsp;46 .. â€ž 54nbsp;51 gt;gt; )Â? n 55nbsp;51 gt;1 igt; Â?Â? 55nbsp;51 yj *) gt;i 62nbsp;53 Â? â€ž .. 70nbsp;58 .. .. 78nbsp;62 Â? 93nbsp;71 ,, ,, ,, 92nbsp;72 tf Â? it 93nbsp;75 â€ž ,, 87nbsp;78 â€ž â€ž â€ž 82nbsp;77 â€ž â€ž â€ž 72nbsp;78 52nbsp;75



??? Neuberg 1) schreibt dass, f??r das Arbeiten mit Natrium-sulfit die Oberhefen sich viel besser eignen als die Unterhefen,weil letztere empfindlicher sind. Vermutlich hat Neubergnicht mit Reinkulturen gearbeitet. lt;uxic3 y)o u c, Oo H??o , Hier volgt Neubergs Schema : 1.nbsp;C?ŸHigO?Ÿ â€” 2 HgO = CHg . CO . CHOH . CHg. CO . CHO, 2.nbsp;CH3 . CO . CHOH . CHg. CO . CHO = 2 CH3 . CO . CHO. 1)nbsp;C. Neuberg und M. Kobel, Abfangverfahren. Abderhalden,Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden IV, 1, 596. 2)nbsp;Siehe diese Diss. 28.



??? 3.nbsp;CHg : COH . CHO HgO Hg CHgOH . CHOH . CHgOH I - . CHg : COH . CHO O CHg : COH . COOH,(Enolform des Methylglyoxals) â€? 4.nbsp;CHg . CO . COOH = CHg . CHO COg, 5.nbsp;CHg . CO . CHO O CHg . CO . COOH I = CHg . CHO Hg CHg . CHgOH. . Hiermit lassen sich jedoch die Ergebnisse der bisherigenUntersuchungen nicht erkl?¤ren, denn aus den vorherigen Ver-suchen muss nun zun?¤chst geschlossen werden, dass durchSulfitg?¤rung dem Teil oberhalb der punktierten Linie nichtgeschadet worden ist; dem unteren Teil dagegen wohl, wasunm??glich ist, weil ja die CANNiZAROschen Reaktionen 3 und 5durch dasselbe Enzym bewirkt werden (Dismutase). Also: die alkoholische G?¤rung kann nicht verlaufen nachder Theorie von Neuberg, es sei denn dass man annimmt,dass die zwei CANNiZAROSchen Spaltungen durch zwei verschie-dene Dismutasen eizeugt werden, wof??r meiner Ansicht nachkein Grund vorliegt. B. Calciumsulfit als Abfangmittel. Das Calciumsulfit war frisch bereitet, und ein

wenig feuchtunter Luftabschluss aufbewahrt . Von den G?¤rversuchen erw?¤hne ich folgende: Versuch XII. Beschickung: 5 g Traubenzucker,0, bezw. 3 g CaSOg 2 aq.,5 g Unterhefe,100 ccm Wasser.G?¤rungstemperatur: 36Â° C. 1) C. Neuberg und E. Reinfurth, Weitere Untersuchungen ??berdie korrelative Bildung von Acetaldehyd und Glycerin bei der Zucker-spaltung und neue Beitr?¤ge zur Theorie der alkoholischen G?¤rung.Ber. 52, 1690 (1919).



??? Die Kolben waren stark gesch??ttelt, damit das Calciumsulfitsich mit der Fl??ssigkeit mischte. Neuberg r?¤t bei der Benutzungdes Calciumsulfits Kohlens?¤uregas durch das G?¤rgut (oderWasserstoff bezw. Stickstoff) zu leiten w?¤hrend des Sch??t-\'telns. Hiervon wurde in R??cksicht auf das Ablesen der Kohlen-saure abgesehen, und da die Mischung ganz tadellos war, istGasdurchleiten ??berfl??ssig. Die Resultate waren: tabelle xii. Abgelesene Menge CO2 G?¤rgeschwindigkeit inin ccm.nbsp;ccm. 3 g CaSO?Ÿ 2 aq. â€” 3 g CaSOg 2 aq. â€” Nach l Stunde 128 147 â€” __ Â? Â? Â? 212 267 84 120 gt;gt; )gt; Â? 295 371 83 104 quot; Â? )) 374 470 79 99 quot; Â? Â? 453 558 79 88 Gesamtmenge CO2 1063 1067 â€? â€? Der Kohlens?¤uremenge kann man also nicht anmerken, dassAcetaldehyd abgefangen worden ist. Das Sulfit wirkt verz??gerndauf die G?¤rgeschwindigkeit. Mit der Reaktion von Riminientsteht eine dunkelblaue Verf?¤rbung. Meiner Ansicht nachist die Tatsache, dass die G?¤rung nach zu kurzer Zeit

beendetist, der Hauptgrund dass nur eine unbedeutende Menge Aldehydabgefangen worden ist Auch Neuberg kann mit Hilfe desCalciumsulfits keine grossen Mengen Aldehyd isolieren. Dieh??chste Quantit?¤t wird von ihm fixiert, indem er die G?¤r-dauer verl?¤ngert 1)nbsp;C. Neuberg und M. Kobel, Abfangverfahren. Abderhalden,â€?Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden IV, 1, 606. 2)nbsp;E. Rimini, ?œber eine neue Farbenreaktion des Acetaldehyds.lt;-hem. Zentr. 1898, II, 277. 3)nbsp;Siehe dieser Diss. 68. 4)nbsp;c. Neuberg und E. Reinfurth, Weitere Untersuchungen ??berâ€?Jie korrelative Bildung von Acetaldehyd und Glycerin bei der Zucker-Faltung und neue Beitr?¤ge zur Theorie der alkoholischen G?¤rung,Â?er. 52, 1690 (1919).



??? Â§ 2. DIE DIMEDONG?„RUNG. Aus Neubergs Versuch geht hervor, dass er aus 25 gRohrzucker mittels 50 g Hefe und 5 g Dimedon, 4.3 g fastreines Aldomedon isolieren konnte, was 618 mgr Acetaldehydentspricht. Wahrlich kein zwingender Grund f??r das Auftretenvon Acetaldehyd als Zwischenprodukt bei der alkoholischenZuckerspaltung! Um bedeutende Mengen Aldehyd ,,abzufangenquot; soll man, derSulfitg?¤rung entsprechend, grosse Quantit?¤ten Dimedon hinzu-f??gen, was hinsichtlich der Giftwirkung des Dimedons aufdie Hefe unm??glich ist, so dass man Dimedon nicht dem Sulfitgleichstellen kann. Bei dem nun folgenden G?¤rversuch istwiederum die Kohlens?¤ureentwicklung studiert worden. Ichf??gte weniger Zucker zu als bei Neubergs Ansatz, weil ja eineZuckerkonzentration ??ber 6 % unbedingt Plasmolyse erzeugt. Versuch XIII. Beschickung:2 g Rohrzucker, 0, bezw. i, 1, Ii g Dimedon (in feinpulvriger Form),5 g Presshefe,50 ccm Wasser.G?¤rungstemperatur: 36Â° C. In folgender Tabelle findet man die

Ergebnisse: tabelle xiii. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. â€” Dimedon g Dimedon 1 g Dimedon ly^g Dimedon Nach 5 Min. 44 25 24 21 Â?1 Â?gt; Â? 46 15 15 12 ,1 if t, 44 11 10 7 1) C. Neuberg und E. Reinfurth, Ein neues Abfangverfahrenund seine Anwendung auf die alkoholische G?¤rung. Biochem. Z.106, 286 (1920).



??? â€” Dimedon ^ g Dimedon 1 g Dimedonnbsp;l^g Dimedon Nach 5 Min. 43 7 7nbsp;6 Â? â€ž â€ž 40 6 6nbsp;5 Die Kohlens?¤ureentwicklung kam zum Stehen.nbsp;Nachdem5 g Presshefe hinzugef??gt war: â€”nbsp;30nbsp;22nbsp;13 23nbsp;15nbsp;16 20 12nbsp;12 Es zeigt sich also, dass Presshefe ?¤usserst empfindlich istgegen Dimedon, ebenso wie die Oberhefe welche Neuberganwendete (f??r die Verg?¤rung von 25 g Rohrzucker war ja50 g Hefe erforderlich!). Wenn man nun erw?¤gt, dass man theoretisch 6.36 g Dimedonbraucht um 1 g Acetaldehyd zu binden, ist es klar, dass Dime-don sich nicht zum sogenannten Abfangmittel eignet.



??? iii. kapitel. DIE ZWEITE VERG?„RUNGSFORM MIT ZELLFREIEN PR?„PARATEN. Die Sulfitg?¤rung. Neuberg empfiehlt f??r Enzympr?¤parate das neutral reagie-rende, unl??sliche Calciumsulfit als Abfangmittel i). Als zellfreies Pr?¤parat ist von mir an erster Stelle Macera-tionssaft gew?¤hlt, bei dessen Benutzung die Homogenit?¤t desG?¤rmediums gesichert ist. Der Macerationssaft wurde gewonnenaus der Unterhefe der,,Heinekens \'s Bierbrouwerij Maatschappij\'\'(in Pressform geliefert), indem man die durch Mull gesp??lte(damit grobe Verunreinigungen zur??ckbleiben), entbitterte,gut gewaschene und trocken gepresste Hefe erst 2 bis 3 Tageim Eisschrank aufbewahrte , dann in d??nner Schicht 2 Tagelang bei 30Â° C trocknete, und schliesslich zu Pulver mahlte.Zur Herstellung des Macerationssaftes wurde nach Lebedew ÂŽ)ein Teil dieser Trockenhefe mit der dreifachen Menge Wasserzum Brei anger??hit, und nach einem Aufenthalt von 2^ Stun-den im Thermostaten bei 35Â° C durch einen Faltenfilter imEisschrank

filtriert. Versuch XIV. Beschickung: 2 g Traubenzucker,0, bezw. 2 g CaSOg 2 aq.,25 ccm Macerationssaft.G?¤rtemperatur: 32Â° C. 1)nbsp;Siehe diese Diss. 48. 2)nbsp;A. P. Struyk, Onderzoekingen over de alcoholische gisting.Diss. Delft, 1928, 31. 3)nbsp;A. v. Lebedew, Extraction de la zymase par simple mac?Šra-tion. Ann. inst. Pasteur 26, 8 (1912).



??? Es dauert eine gewisse Zeit bevor die G?¤rung anf?¤ngt,Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle notiert: tabelle xiv. G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. â€” CaSOg 2 aq.nbsp;2 g CaSOg 2 aq. nach 5 Min, 32nbsp;34 11 1611nbsp;9 Gesamtmenge COgnbsp;453nbsp;423 Aufs neue Zuf??gen von Macerationssaft ergab keine weitereVerg?¤rung. Es muss also keine bedeutende Menge Acetaldehydabgefangen sein. Trockenhefe und Macerationss?¤fte enthalten immer nochlebende Zellen. Man kann die Trocknung so weit treiben, dassdie Hefe abstirbt, aber ein Teil der Zymase erhalten bleibt.Weil ich dessen gewiss sein wollte, dass ich nur mit Enzym-material arbeitete, behandelte ich die Hefe nach Buchner :Auf die obige Weise gereinigte und abgepresste Hefe wurdezuerst bei Zimmertemperatur, danach bei 35Â° C vorgetrocknet,und schliesslich 6 Stunden auf 100Â° C erhitzt. Nachdem sieauf W??rzeagar geimpft war, wurde konstatiert dass alleZellen get??tet waren. Versuch XV. Beschickung:5 g Traubenzucker,0, bezw.

g CaSOg 2 aq.,20 g BucHNERhefe,50 ccm Wasser.G?¤rungstemperatur: 36Â° C. 1) E. Buchner, Alkoholische G?¤rung ohne Hefezellen. Ber. 30,1110 (1897).



??? Die Resultate waren: tabelle xv. Abgelesene Menge CO2 in ccm. â€” CaSOg 2 aq.nbsp;1| g CaSOg 2 aq. Nach 5 stundennbsp;387nbsp;409 Gesamtmenge COgnbsp;611nbsp;618 In dem Ansatz mit Sulfit ist also kein Aldehyd abgefangenworden, und die G?¤rgeschwindigkeit blieb unbeeinflusst. Ausserdem wurde ein G?¤rversuch durchgef??hrt mit J gNagSOg statt Calciumsulfit. Nach diesem Zusatz trat keineG?¤rung ein, w?¤hrend kleine Mengen NaaSOg schon hemmendwirken, z.B. 0.2 %. Diese Ergebnisse entsprechen den NEUBERGschen i); dieserUntersucher beobachtete f??r Macerationssaft bei Konzentra-tionen ??ber i % NagSOg keine G?¤rung. Zur Verwendung kam:9 ccm Macerationssaft,^ g Traubenzucker, 0, bezw. 1 ccm 0.2 m NagSOg-L??sung. Das Gemisch entwickelte nach Neuberg 104 ccm COg, w?¤hrenddie Zuckerg?¤rung nur 101.6 ccm erzeugte; in diesem Ansatzkann also kein Acetaldehyd abgefangen sein. Neuberg hat die Menge Acetaldehyd, welche entsteht beiVerg?¤rung mit Trockenhefe auch

quantitativ bestimmt .Einige seiner Versuche werden hier angef??hrt: Beschickung:a. 8.55 g Rohrzucker,10 g Trockenhefe,6.3 g Na^SOg,100 ccm Wasser,1 ccm Toluol. 1)nbsp;C. Neuberg und E. F?¤RBER, ?œber den Verlauf der alkoholi-schen G?¤rung bei alkalischer Reaktion. Biochem. Z. 78, 260 (1917). 2)nbsp;C. Neuberg und E. Reinfurth, Weitere Untersuchungen ??berdie korrelative Bildung von Acetaldehyd und Glycerin bei der Zucker-spaltung, und neue Beitr?¤ge zur Theorie der alkoholischen G?¤rung.Ber. 52, 1698 (1919).



??? Die Acetaldehydausbeute betrug nach 3 Monaten 0.1154 g. b.nbsp;8.55 g Rohrzucker,10 g Trockenhefe,6.3 g NagSOg, 100 ccm Wasser. Nach 8 Tage wurde 10 g Trockenhefe hinzugef??gt, nach16 Tage noch einmal 5 g. Nach 40 Tagen erhielt Neuberg0.2970 g Acetaldehyd. c.nbsp;wie b, aber ausserdem 2 ccm Toluol. Der Aldehydgehaltergab sich zu 0.0684 g. d.nbsp;9.5 g Rohrzucker, 25 g frisch bereitetes, lufttrockenes Calciumsulfit,10 g Trockenhefe,100 ccm Wasser. Nach 8 Tagen wurde 5 g Trockenhefe hinzugef??gt, nach 28Tagen war die Acetaldehydausbeute 0.4652 g. e- Hier gelangten die gleichen Mengenverh?¤ltnisse wie in^ zur Anwendung, jedoch unter Zugabe von 2 ccm Toluol.Ausbeute: 0.2158 g Acetaldehyd. Die M??glichkeit Acetaldehyd abzufangen ist, meiner Ansichtnach, bei Benutzung von zellfreien Pr?¤paraten sicher ebensogross als wenn man lebende Hefe anwendet. Neuberg erw?¤hntnicht in welcher Weise er sein Material gewonnen hat; vermut-lich enthielt seine Trockenhefe

wachstumsf?¤hige Zellen, ab-h?¤ngig von der Temperatur der Trocknung. Hierauf wird wohlder Unterschied der Ergebnisse von h. und c, bezw. d und ezur??ckzuf??hren sein. Die mitgeteilten Daten lehren, dass die Sulfitg?¤rung gebundenist an die lebende Zelle. Da allgemein bekannt ist, dass Acetaldehyd auftritt beiAutolyse der Hefe^), und neben diesen NEUBERGschen Ver-suchen weder Blankoversuche (d.h. Ans?¤tze unter genau den-selben Bedingungen aber ohne Sulfit) gemacht worden sind,noch die Anwesenheit von etwaigen lebenden Zellen kontrolliertforden ist, muss nach meiner Ansicht dem Auftreten diesergeringen Quanten Acetaldehyd keinen Wert beigelegt werden. T^.l) C. Neuberg und J. Kerb, ?œber Zuckerfreie Hefeg?¤rungen.J^iochem. Z. 58, 158 (1913); 43, 494 (1912); Zur Frage der Bildungvon Acetaldehyd bei Hefeg?¤rungen. Ber. 47, 2730 (1914).



??? IV. KAPITEL. DIE DRITTE VERG?„RUNGSFORM. Neuberg denkt sich diese Form der Zuckerspaltung so,dass zun?¤chst Acetaldehyd, Glycerin und Kohlens?¤ure inaequimolekularen Mengen entstehen; dass jedoch durch dasAuftreten der CANNiZAROSchen Reaktion jedes Molek??l Essig-s?¤ure sich aus 2 Molek??len Acetaldehyd gebildet hat. Somitnehmen die G?¤rungsgleichungen folgende Form an: C?ŸHiaO?Ÿ = CHgOH . CHOH . CH^OH CHg. CHO -}- CO., CHg . CHO Hg -f- 1 = CHg . CHgOH CHg . COOH. CHg . CHO O Die G?¤rung in alkalischer L??sung soll also nach folgenderEndformulierung verlaufen: 2 C?ŸHigO?Ÿ HgO = CgHgOH CH, . COOH -f- 2 CO^ 2 CHgOH . CHOH . CH^OH. Diese Gleichung ist in der Praxis nicht realisierbar sowie beider Sulfitg?¤rung, wo die Ausbeute an Glycerin mehr als 70 %der theoretisch m??glichen Menge erreicht. Um geringe MengenEssigs?¤ure zu isolieren, muss Neuberg zui Anwendung vonabnormal hohen Salz- und Zuckerkonzentrationen schreiten(10 % Zucker, 12.6

% NaHCOg, bezw. 1.4 % K^CO,. 17.4%K2HPO4, 14.2 % NagHPO^ usw.). Damit man sich eine Vorstellung von den Ergebnissen derNEUBERGschen Versuche machen kann, folgen hier einigeBeispiele ÂŽ): 1)nbsp;C. Neuberg und E. F?¤rber, ?œber den Verlauf der alkoholischenG?¤rung bei alkalischer Reaktion. Biochem. Z. 78, 238 (1917)-C. Neuberg und J. Hirsch, Biochem. Z. 96, 175 (1919); Die dritteVerg?¤rungsform des Zuckers. Biochem. Z. 100, 304 (1919) 2)nbsp;C. Neuberg und J. Hirsch, Biochem. Z. 100, 317 (1919). 3)nbsp;C. Neuberg und J. Hirsch, Die dritte Verg?¤rungsform desZuckers. Biochem. Z. 100, 308 (1919).



??? Beschickung: 10 g Hexose,10 g Hefe M,1.4gK,C03. Wasser zu einem Volumen von 100 ccm.Dieser Versuch ergab: an ?„thylalkohol 4.17, bezw. 4.16 g,an Glycerin 0.67, bezw. 0.56 g,an Essigs?¤ure 0.23, bezw. 0.18 g. Aus 10 g Hexose entstand also 230 mg Essigs?¤ure!(In diesem Versuch war eine Konzentration an KgCOg gew?¤hltwobei die G?¤rung noch gerade zu Ende kam.) F??r NaHCOg konnte das h??chste Quantum an Essigs?¤ureisoliert werden bei einer Konzentration von 25.2 bis 12.6 % i): Beschickung: 9 g Hexose,9 g Hefe M,12.6 g NaHCOa, Wasser zu einem Volumen von 100 ccm.Igt;ie Ausbeute an ?„thylalkohol betrug: 2.77 g,an Glycerinnbsp;1.23 g, an Essigs?¤urenbsp;0.5 g. Es nimmt mich wunder, dass die Hefe in so bedr?¤ngtenVerh?¤ltnissen ??berhaupt noch g?¤ren konnte; dass neben dennormalen Endprodukte abnormale auftraten, dar??ber wirdkeiner staunen. Ich entschloss mich die alkoholische Verg?¤rung zu studierenohne der Hefe zu schaden. 0.5 % NagCOg war eine Konzentration

wobei die normaleG?¤rgeschwindigkeit erreicht wurde. P 1) C. Neuberg und J. Hirsch, ?œber den Verlauf der alkoholischen^arung m alkalischer L??sung. Biochem. Z. 96, 196 (1919). Die Bedeutung des Acetaldehyds bei der alkoholischen G?¤rung.nbsp;5



??? Versuch XVI. Beschickung:2, bezw. 3, 4, 5 g Rohrzucker,500 mg NasCOg.5 g Presshefe,100 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 36Â° C.Die Resultate waren: tabelle xvi.G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. Min. 2 g 3 g 4 g Saccharose Saccharose Saccharose Sacchar 0 0 0 0 0 0 20 40 0 13 40 40 0 40 43 41 21 41 42 42 40 42 42 â–  41 40 40 41 40 40 41 43 41 38 39 41 41 36 40 40 39 31 38 39 40 26 38 40 40 18 33 41 43 12 29 38 39 X 5Min. 185 NaqhNach Wendet man statt Carbonat Bicarbonat anVersuch XVII.Beschickung:3, bezw. 5, 6 g Rohrzucker,700 mg NaHCOg,5 g Presshefe,100 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 36Â° C.



??? tabelle xvii.G?¤rgeschwindigkeit in ccm CO3.3 g Saccharose 5 g Saccharose 31 41434343 42 6 g Saccharose 2937 42 43 4444 Nach 5 Min. 3038 43 44 43 44 Versuch XVIII. Beschickung:6 g Rohrzucker,4.2 g NaHCOs,5 g Presshefe,100 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 36Â° C. Nachstehende Tabelle zeigt die Ergebnisse: tabelle xviii.G?¤rgeschwindigkeit in ccm CO2. Nach 5 Min. 121012162126313437 Die Geschwindigkeit bleibt noch 9 X 5 Min. dieselbe, nimmt dann allm?¤hlich ab.



??? Besehen wir Tabelle XVI, so zeigt sich dass im Anfang derVerg?¤rung keine Kohlens?¤ure entwickelt, also kein Zuckervergoren wird. Es bleibt Kohlens?¤ure im G?¤rgut zur??ck weilsich Bicarbonat bildet; hierf??r kommen allerdings noch nicht50 ccm in Betracht. Der Zucker soll nach meiner Ansichtin irgend einer Form festgehalten werden, w?¤hrend das Carbonatlangsam hineindilfundiert. Neuberg i) beobachtete, dass w?¤hrend der ersten Stundender Verg?¤rung der Acetaldehydgehalt in immer steigendemMasse zunimmt; sp?¤ter verschwindet dieser Aldehyd undwird zu Essigs?¤ure und ?„thylalkohol. Hier folgen einige Beispiele eigner Untersuchungen. Versuch XIX. Beschickung: 3 g Rohrzucker,0.5 g NagCOa,5 g Presshefe,100 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 36Â° C. Nach jeder Viertelstunde wurde 3 ccm des G?¤rguts mit derReaktion von Rimini auf die Anwesenheit von Acetaldehyduntersucht. Erst als Kohlens?¤ureentwicklung eintrat entstandeine ?¤usserst schwache positive Reaktion: eine Spur Acetaldehydwar also

da. Am Ende der Verg?¤rung zeigte sich, nach demAns?¤uern und Destillieren des G?¤rguts, dass keine fl??chtigenVerbindungen anwesend waren. Dazu war meiner Ansicht nachder Hefe noch nicht gen??gend geschadet worden. Eine Konzentration von 4.2 % NaHCOg hat schon einensch?¤digenden Einfluss auf die Hefe, so dass die normale Ge-schwindigkeit nicht mehr erreicht werden kann (siehe TabelleXVIII). Wendet man statt lebender Hefe BucHNERhefe an: 1) C. Neuberg und J. Hirsch, Die dritte Verg?¤rungsform desZuckers. Biochem. Z. 100, 316 (1919).



??? Versuch XX. Beschickung:5 g Rohrzucker, 0, bezw. 300, 400, 500 mg NagCOg,20 g BucHNERhefe,50 ccm Wasser.G?¤rtemperatur: 36Â° C. dann bekommt man folgende Resultate: tabelle xx G?¤rgeschwindigkeit in ccm COg. - NagCOg 0.3 g NaaCOa 0.4 g NagCOg 0.5 g Na Nach5 Min. â€” â€” â€” â€” Â? gt;gt; I, 0 7 10 10 quot; 1) gt;gt; 4 18 25 18 quot; gt;) gt;gt; 9 25 30 21 quot; II gt;, 13 47 36 31 Â? gt;gt; gt;gt; 17 46 32 30 quot; Â? Â? 23 42 29 25 quot; Â? 1) 21 34 24 20 Gesamtmenge COg: â€? â€? 1196 1342 1403 1353 Die G?¤rungsgeschwindigkeit ebenso wie die GesamtmengeKohlens?¤ure hat zugenommen. Nach dem Ans?¤uern undDestillieren des G?¤rguts Hessen sich keine fl??chtigen S?¤urennachweisen. Weshalb die G?¤rgeschwindigkeit und die Kohlen-s?¤ureausbeute gesteigert sind, bleibt eine offne Frage. Dieeinzige Folgerung, welche aus diesem Versuch zu ziehen ist, istdiese: dass Resultate von Versuchen mit zellfreiem Materialnicht f??r die lebendige Zelle selbe gelten. Es ist also

h??chstwahrscheinlich, dass auch die dritte Ver-



??? g?¤rungsform die Folge einer Zellensch?¤digung ist; zun?¤chsttritt ja Acetaldehyd auf, und sp?¤ter entsteht an seiner StattEssigs?¤ure. Gewiss ist, dass das Auftreten der dritten Verg?¤rungsartnicht als Beweis f??r die Richtigkeit der NEUBERGschen Theoriegelten darf. Nach dieser Theorie sollte, unter Einfiuss voneinem geringeren Quantum Alkali als Neuberg benutzte, eingr??sseres Quantum Essigs?¤ure entstehen.



??? v. kapitel. DIE VIERTE UND F?œNFTE VERG?„RUNGSFORM. V^ie ich schon im II. Teil I. Kap. erw?¤hnte, beruht dasAuftreten dieser Verg?¤rungsformen auf der M??glichkeit, dieCozymasefraktion der Hefe zu l?¤hmen oder vernichten, so dassnur die Wirkung der Apozymase restiert. Â§ 1. DIE F?œNFTE VERG?„RUNGSFORM ODER DASENTSTEHEN VON METHYLGLYOXAL. CeHigO?Ÿ = 2(CH3 . CO . CHO H2O). Es soll Neuberg und Kobel gelungen sein, das Auftretendes Methylglyoxals als Zwischenprodukt bei der alkoholischenZuckerg?¤rung zu beweisen, indem sie 85.4 % der theoreti-schen Menge an Methylglyoxal isolierten i). F??r das Aufstellen einer Bilanz wendeten sie als Enzym-material ein Extrakt aus plasmolysierter Hefe an. DieserVersuch wurde von Neuberg und Kobel folgendermassendurchgef??hrt 2): Zusammenstellung der Ans?¤tze: 1.nbsp;200 ccm Plasmolysensaft, 400 ccm 4.73 % hexose-di-phosphorsaures Magnesium, 6 ccm Toluol. 2.nbsp;200 ccm Plasmolysensaft, 400 ccm Wasser, 6 ccm

Toluol. 3.nbsp;50 ccm Plasmolysensaft, 100 ccm 0.15 % Methylglyoxall??sung, 1.5 ccm Toluol. quot;quot;l) C. Neuberg und M. Kobel, Die desmolytische Bjldung vonMethylglyoxal durch Hefenenzym. Biochem Z. 203, 4bd liJ^??),Weiteres^??ber die Vorg?¤nge bei der desmolytischen B Idi^g v^^^^Methylglyoxal durch Hefe. Biochem. Z. 210, 466 (1929) Weite^^^^^??ber die Bildung von Methylglyoxal sowie Brenztraubensaure d^^^^^^Hefen unter der Wirkung verschiedener plasmolytischen Stoffe. Biochem. M. kobel, Biochem. Z. 210, 475 (1929).



??? 4. 50 ccm Wasser, 100 ccm 0.15 % Methylglyoxall??sung,1.5 ccm Toluol. Versuchsdauer 1 Tag; Temperatur: 37Â° C. Zun?¤chst nimmt Neuberg an, dass die beim Zuckerabbauauftretenden labilen Formen von Methylglyoxal durch2,4-Di-nitro-phenylhydrazin als normales Hydrazon gef?¤lltwerden. Die Resultate seiner Ans?¤tze waren: 2. ergab mit 2,4-Di-nitro-phenylhydrazin keine F?¤llung.500 ccm von 1. enthielten 0.0533 g Methylglyoxal-hydrat.Aus 3. und 4. ging hervor,dass in 500 ccm des Haupt-versuchsnbsp;0.1189 g Methylglyoxal-hydrat durch Dismutation _ verschwunden war. In 500 ccm sind alsonbsp;0.1722 g Methylglyoxal-hydrat gebunden worden. Wie man sieht wird eine Korrektur angewandt, welche2 X die isolierte Menge betr?¤gt. Wie haben Neuberg und Kobel diese Korrektur gefunden ?Indem sie die Menge Methylglyoxal, die in einer 0.1 % igenL??sung dismutiert wird, ermittelten. Die Gesamtmenge Methyl-glyoxal , nachdem sie zu der Korrektur addiert ist, veranlassteine Konzentration von nur 0.03 %. In

Ansatz 3. ist derMethylglyoxal auf einmal hinzugef??gt, w?¤hrend im Hauptver-such 1/3 dieser Menge allm?¤hlich entstehen w??rde. Dass man aus derartigen Bilanzen keine Schl??sse ziehendarf versteht sich von selbst. Und alles dies noch abgesehen von der Tatsache, dass fertigzugesetzter Methylglyoxal mittels Hefe nicht vergoren wird! Aus obenerw?¤hnten Versuchen darf man nur folgern, dassunter Einfluss plasmolytischer und giftiger Stoffe aus hexose-di-phosphorsaures Magnesium Verbindungen entstehen, welchevon 2,4-Di-nitro-phenylhydrazin als Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenylhydrazon gef?¤llt werden. Das besagt aber noch



??? nichts f??r das Auftreten von Methyl-glyoxal als Zwischen-produkt bei der alkoholischen Zuckerg?¤rung ^). Â§ 2. DIE VIERTE VERG?„RUNGSFORM, ODER DASENTSTEHEN VON BRENZTRAUBENS?„URE. C?ŸHiA = CH3 . CO . COOH CHgOH . CHOH . CHgOH. Neuberg und Kobel 2) haben dargetan, dass aus Magne-siumhexose-di-phosphat mittels Trockenhefe Brenztrauben-s?¤ure isoliert werden kann; in geringer Menge findet man diese,wenn man 10 %-ige Glucosel??sungen (eine Konzentrationwelche zweifellos Plasmolyse erzeugt), unter Zugabe von 1.5bis 5 % des Fl??ssigkeitsgewichts an frischer Presshefe und0.125 bis 0.75 % Magnesiumphosphat, verg?¤ren l?¤sst Â?). Auch diese Tatsachen beweisen nicht das Auftreten derBrenztraubens?¤ure als Zwischenglied bei der alkoholischenZuckerspaltung 1)nbsp;Siehe diese Diss. 67. 2)nbsp;C* Neuberg und M. Kobel, ?œber den Verlauf der Brenztrau-bens?¤ure-bildung bei der Hefen-g?¤rung. Biochem. Z. 219, 490 (1930). 3)nbsp;C. Neuberg und M. Kobel,

Die Zerlegung von nicht phos-phoryliertem Zucker durch Hefe unter Bildung von Glycerin undBrenztraubens?¤ure. Biochem. Z. 229, 446 (1930). 4)nbsp;1. c. 1).



??? VI. KAPITEL. ZUSAMMENFASSENDE ?œBERSICHT DER ERLANGTENRESULTATE, UND IHRE BEDEUTUNG F?œR DENHEUTIGEN STAND DES G?„RUNGSPROBLEMS. Aus der vorhergehenden Untersuchung ergibt sich: I.nbsp;Die Sulfiig?¤mng (oder zweite Verg?¤rungsform:C?ŸHisOg = CHg . COH CHaOH . CHOH . CHgOH COg)steht nicht im Zusammenhang mit der Zuckerg?¤rung, dennes hat sich als m??glich erwiesen erstgenannten Prozess teil-weise vom letzteren zu trennen. II.nbsp;Die Suljitg?¤rung tritt infolge der sch?¤dlichen Wirkungdes Sulfits auf. III.nbsp;Die Sulfit- und alkalische G?¤rung (alkoholischeG?¤rung bei alkalischer Reaktion oder dritte Verg?¤rungsform:2 C?ŸHiaOe HoO = CH3 . COOH -l-2CH20H.CH0H.CH20H-f -f C?„OH -f 2 CO2)sind nur an die lebende Zelle gebunden, im Gegensatz zu derZuckerg?¤rung, welche auch zellfrei verl?¤uft. IV.nbsp;Die alkalische G?¤rung soll als eine Folge der zweitenVerg?¤rungsform betrachtet werden. V.nbsp;Es ist unwahrscheinlich dass Acetaldehyd als

Zwischen-produkt hei der alkoholischen Zuckerg?¤rung auftritt. In diesemFall sollte dieser bei der zellfreien G?¤rung m.E, in grossenMengen abgefangen werden m??ssen. Bei der Abfassung der verschiedenen G?¤rungsschemata, undauch bei der Studierung des Chemismus biochemischer Prozesse,machen die heutigen Untersucher, nach meiner Ansicht, einengrossen Fehler; und zwar, dass sie vergessen, dass Lehens-prozesse nicht verglichen werden k??nnen mit Reaktionen,v/elche im Reagenzglas vor sich gehen.



??? In der Natur strebt jeder Organismus danach sich zu erhalten,und ung??nstigen Umst?¤nden die Stirn zu bieten. Ein Organismus ist gegen verschiedene Chemikalien ?¤usserstempfindlich, so dass geringe Quantit?¤ten schon in seiner Assi-milation und Dissimilation eine v??llige Um?¤nderung zur Folgehaben k??nnen. Tritt durch Ver?¤nderung des G?¤rmediums(z.B. Hinzuf??gung irgend eines Stoffes) ein G?¤rprodukt, dasbeim normalen Prozesse nicht gebildet wird in den Vordergrund,so ist dies keinesfalls eine Anweisung, dass dieses Produkt aucham normalen Prozesse teilnimmt . E. Wertheimer 2) hat dargetan, dass wenn man g?¤rf?¤higeZucker einer Hefesuspension zuf??gt, diese verschwinden ohnevorher G?¤rung hervorgerufen zu haben. Die Zuckerbindungh?¤ngt mit der Bildung von hochmolekularen Polysaccharidenzusammen. Nach Wertheimer wird kein Glycogen. aberpolymerisiertes Glycogen, oder Glycogen, das an irgend einenK??rper chemisch oder physisch gebunden ist, erzeugt. Auch schon fr??her

hat Gr??ss die Hypothese aufgestellt,dass in der Hefe der Zucker zun?¤chst zum Glycogen wird. Ich stelle mir nun vor, dass bei der normalen Zuckerg?¤rungder Zucker ganz oder teilweise in Polysaccharid verwandeltwird. Wenn n??tig dient letzteres zum Teil zur Erg?¤nzung desReservestoffs, w?¤hrend das ?œbermass vergoren wird, und demOrganismus Energie liefert. Nehmen wir nun den Fall der Sulfitg?¤rung, so bildet dieHefe unter Einfluss des sch?¤dlichen Sulfits aus dem Polysaccha-rid Acetaldehyd, Glycerin und Kohlens?¤ure (zweite Verg?¤rungs-form). Vielleicht werden diese Produkte wohl direkt aus demZucker erzeugt. Dies dauert solange, bis das Sulfit gebundenist, und die G?¤rung normal verlaufen kann. (Bringt man Hefemit einer Sulfitl??sung zusammen ohne Zucker, dann entstehtjedenfalls auch Acetaldehyd aus ihrem Reservekohlehydrat.) Wird der Zucker nur teilweise in Polysaccharid verwandelt,so k??nnte vielleicht ein kleiner Teil direkt vergoren werden. 1) Vergl. das Isolieren von Acetaldehyd,

Methylglyoxal und?Ÿrenztraubens?¤ure. .2) E. Wertheimer, Zuckerbindung und anschliessende synthe-tische Vorg?¤nge durch Hefezellen. Fermentf. 11, 37 (1930).3) Gr??ss, Z. f. d. ges. Brauw. 27, 689 (1904).



??? Indem man Sulfit zuf??gt, sollte dieser Teil dann jedenfallsan der G?¤rung verhindert werden. Es ist nichts dar??ber bekannt ob G?¤rungen direkt oder indirekt statthaben. Bei Anwendung von Calciumsulfit als Abfangmittel kanndieses Sulfit fortw?¤hrend in der Zelle neutralisiert werden(durch die schwache Konzentration infolge der geringenL??slichkeit), so dass hier neben der Sulfitg?¤rung die Zucker-g?¤rung verl?¤uft. Dauert eine solche G?¤rung nur lange genug,dann kann noch eine bedeutende Menge Aldehyd entstehen.Dies war nicht der Fall in Versuch XII, wo die G?¤rungsgeschwin-digkeit viel zu gross war i). F??r die alkalische G?¤rung gilt dasselbe Prinzip: wird sovielAlkali hinzugef??gt, dass dieses der Hefe schadet, so entstehtdie zweite Verg?¤rungsform; sp?¤ter wird der Acetaldehyd zuEssigs?¤ure und ?„thylalkohol verarbeitet. Meiner Ansicht nachh?¤ngt das Auftreten geringerer oder gr??sserer Essigs?¤uremengenvon dem Grad der Sch?¤digung ab. Es d??rfte klar sein, dass die von Neuberg isolierten

MengenAcetaldehyd, Glycerin u.s.w. von obenerw?¤hnter Betrachtungv??llig gedeckt werden. Aus der beschriebenen Vorstellung folgt, dass Acetaldehydam leichtesten aus denjenigen Stoffen entstehen wird, derenHefe am besten anaerob w?¤chst; an erster Stelle kommen hierf??rdie Zuckerarten in Betracht. Dioxyaceton, ein schlechterWachstumsn?¤hrstoff f??r Schiz.Pombe ergab eine, nicht zu Endezu, f??hrende Sulfitg?¤rung, und wie wir schon sahen, konnte beider ?„pfels?¤ureverg?¤rung kein Acetaldehyd abgefangen werden^),was der Tatsache entspricht, dass bei Verwendung von ?„pfel-s?¤ure als N?¤hrstoff kein wahrnehmbares Wachstum von Schiz.Pombe eintritt. (Die Zuwachsversuche wurden folgendermassen durchge-f??hrt: Zu Leitungswasser-agar, der 10% Hefe-agar und i%der verschiedenen Zucker, bezw. Dioxyaceton, 1-?„pfels?¤ureenthielt, f??gte ich 1 ccm einer Suspension von Schiz.Pombe.Ausserdem wandte ich ?„pfels?¤urekonzentrationen von 0.1 und0.05 % an. Die pexri-schalen wurden in einem

Exsiccator 1) Siehe diese Diss. 49.



??? gef??llt mit Kohlens?¤ure in einen Thermostaten bei ungef?¤hr30Â° C. gestellt; nach einigen Tagen war etwaige Zellenvermeh-rung der Schiz.Pombe wahrnehmbar.) Wie man sich den Chemismus der Zuckerg?¤rung nun denkensoll, bleibt eine offene Frage; es besteht nicht der mindesteGrund daf??r anzunehmen, dass dieser Prozess stufenweiseverl?¤uft. Die St??tze der G?¤rungstheorien ist weggefallen: dervon Neuberg bei der alkoholischen Zuckerg?¤rung isolierte Ace-taldehyd entsteht unter Einfiuss des sch?¤dlichen Sulfits. Es ist unwahrscheinlich, dass der Acetaldehyd bei deralkoholischen G?¤rung als Zwischenglied eine Rolle spielt,weil es bei der zellfreien G?¤rung nicht abgefangen werden kann. Man kann gerade so gut behaupten, dass das Zuckermolek??ldirekt zerf?¤llt in Kohlens?¤ure und ?„thylalkohol. Von den Enzymen, welche die Sulfit- und alkalische G?¤rungbewirken, l?¤sst sich auch nichts Bestimmtes angeben. Es istm??glich, dass es vereinzelte Enzyme sind, aber unm??glichscheint es nicht, dass

sie einen Teil der Zymase bilden. Bei der Herstellung von zellfreien Pr?¤paraten geht nur wenigdes Gesamtfermentgehaltes in L??sung. Der gr??sste Teil derZymase kann in dieser Weise nicht isoliert werden. B??chnernimmt an, dass sie frei in der Zelle vorkommt, w?¤hrend andredie Meinung vertreten, dass sie an das Protoplasma gebundenist. Hierzwischen stehen andre Auffassungen; u.a. denkenbesonders Euler, Hayduck und Haehn, dass der Hauptteilder Zymase protoplasmagebunden, der Rest frei in der Zelleanwesend ist. Beim Trocknen und durch Gifte geht der gebundeneTeil zugrunde; der m??sste dann unter Einfiuss des Sulfitsbezw. des Alkalis den Reservestoff, oder das ihm voran-gehende Produkt abbauen zu Acetaldehyd, Glycerin undKohlens?¤ure. F??r diese Behauptung l?¤sst sich absolut kein Beweis anf??hren,so dass man mit gleichem Recht annehmen kann, dass sichin der Hefezelle zwei specielle Enzyme befinden, welche dieSulfit- und alkalische G?¤rung veranlassen. Das Auftreten des

Acetaldehyds ist meiner Ansicht nach eineEinleitung der Autolyse. Man muss den NEUBERGschen Experimenten, ebenso wiedem genialen Gedanken der seinem Schema zugrunde liegt.



??? Bewunderung zollen. Die mitgeteilten Versuche beweisen aber,dass seine Schl??sse unhaltbar sind. Generalisieren ist grundfalsch; so darf man die Resultate,welche f??r die alkoholische Zuckerg?¤rung gefunden smd, nichtauf andre G?¤rungsprozesse. z.B. bakterielle, oder ??berhauptauf damit scheinbar analoge Prozesse der lebenden Natur, anwenden.nbsp;, , ^ , In Zukunft wird eine ganz neue Methodik aufgebaut werden m??ssen, damit man mit Bestimmtheit sagen kann, ob bei Lebensprozessen Zwischenprodukte auftreten, und damit man f??r ihre etwaige Existenz den Beweis f??hren kann. Heute l?¤sst sich nur konstatieren, dass was die Microbiologie betrifft, die jetzigen G?¤rungsschemata als zweifelhaft betrachtet werden m??ssen. Dies gilt sowohl f??r die Schemata, abgefasst von denjenigen Untersuchern, welche die Methode von Neuberg anwenden, als f??r diejenigen. welche den Acetaldehyd wie etwas Selbstverst?¤ndliches in ihrem Schema benutzen.



??? INHALT. Einleitung I. TEIL. BEITRAG ZUR KENNTNIS DER ALKOHOLISCHENVERG?„RUNG DER ?„PFELS?„URE DURCH SCHIZO-SACCHAROMYCES POMBE. Kap. I. Die alkoholische Verg?¤rung der ?„pfels?¤ure durch Schizosaccharomyces Pombe...................... 5 Â§ 1. ?„ltere Untersuchung........................ 5 Â§ 2. Eigne Untersuchung ........................ ^ Â§ 3. Das Resultat............................... Kap. II. Versuche mit Press-saft .................... Kap. III. Die Verg?¤rung der ?„pfels?¤ure verglichen mit der der Brenztraubens?¤ure ...................... 12 Kap. IV. Untersuchung nach der Bildung des Acetalde-hyds als Zwischenprodukt ........................ 1ÂŽ Â§ 1. Das Prinzip der verschiedenen Methoden...... 18 Â§ 2. Das Abfangen des Acetaldehyds mit Natrium- sulfit und Dimedon bei der ?„pfels?¤ureverg?¤rung 20 II. TEIL. DIE ALKOHOLISCHE ZUCKERG?„RUNG. Kap. I. Die bestehenden Auffassungen ??ber den Chemismusder alkoholischen Zuckerg?¤rung................... 25 Kap. II. Die zweite Verg?¤rungsform angewandt auf

G?¤run- ........ 31 Seite1 31 gen mit lebender Hefe........................... Â§ 1. Die Sulfitg?¤rung ......................... Â§ 2. Die Dimedong?¤rung ........................



??? Seite Kap. III. Die zweite Verg?¤rungsform mit zellfreien Pr?¤paraten ..................................... 52 Kap. IV. Die dritte Verg?¤rungsform.................. 56 Kap. V. Die vierte und f??nfte Verg?¤rungsform........ 63 Kap. VI. Zusammenfassende ?œbersicht der erlangtenResultate, und ihre Bedeutung f??r den heutigenStand des G?¤rungsproblems ...................... 66 iS^ii



??? STELLINGEN. i. Acetaldehyde is geen tusschenproduct bij de alcoholischesuikergisting. II. Het optreden dernbsp;4de en 5de gistingsvorm kan niet als bewijs voor de juistheid van Neuberg\'s theorie gelden. III. Het volgens de meest gebruikelijke methode bereide diacetylbevat belangrijke hoeveelheden onzuiverheden. O. Diels, e. Stephan, Ber. 40, 4337 (1907). IV. De verklaring van Bancroft en Davis voor het feit, datboorzuur na toevoeging van glycerine als een sterk zuur tetitreeren is, is aannemelijk. W. D. Bancroft, H. L. Davis, J. Phys. Chem, 34,2479 (1930).



??? Het niet aanwezig zijn van mozaiekvirus in de zaden dertabak mag geenszins verklaard worden door het niet diffun-deeren van het contagium in de kiem. H. M. Quanjer, Mededeelingen van de Landbouw-hoogeschool 17, 49 (1920). VI. De conclusie, dat de gisting der co li-typhus-bacteri??n geenenzymatisch proces is, gebaseerd op het feit, dat glucosedoor het gistperssap der colibacteri??n niet vergist wordt,is onjuist. A. J. Le F?¨vre, Proefschr. Utrecht 1924. VII. De kalktoestand is niet de oorzaak van de veenkolonialehaverziekte en de Hooghalensche ziekte. VIII. In het belang der volksgezondheid en ter rationalisatieder gezondheidszorg moet, naast de medische, ook de oecono-mische waarde der geneesmidden en sp?Šcialit?Š\'s vastgestelden aan de artsen bekend gemaakt worden. IX. De apotheker kan nooit verantwoordelijk zijn voor desamenstelling van verpakte geneesmiddelen.



??? Jongelui, die niet voldoende capaciteiten bezitten om hetonderwijs aan de Universiteit te volgen, moeten ook vanstudie aan de Landbouw-, Technische en Handelshooge-school afzien.
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