Uber Zuckerbildung und andere Fermentationen in der Hefe
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\ or nunmehr i»hva Ix Jahren habe ich gefunden,
M - Aulodigeslion __ oder wic nmn j(.izl jn dor It™el s;i-i.
Aulolnm' —der Ihcrhefe in (dilorolormwasser (verwendet wui
hauptsachlich Prellhele) ein garm.gsfahiger Zueker entsteht «,,d

zwar, wie von vornherein auzmiehmen war, aus den praldr-
mierten Kohlenhydraten der Hefe. fVici nicht weiter, auller etwa
durch Milling mit llleiessig oder durch Fallung mit Alkohol
nach dem Finengen Filtrate diu* autolysiortoii II. IV
erwiesen sieh rogelmaliig liiiksdreliend.- Da inan hei der Illv-
dioh.se der Kohlenhydrate der licle durch Sauren rechtsdrchondc
ZiH Kkerai len erhalt aus dem llefegummi d-Munnos<\?) aus d.,
llelecellulose. bcz\y. (iiykogen d-tilukosi» h |, so wuiresgeuili
\on \oinheiciu sehr wahrscheinlich, dull auch durch Ferment-
Wirkung reclitsdivhender Zucker entsteht, die stets beobachtet.
Linksdrehung mithin, sehr auiiallend. Trotzdem sah ich midi
veranlaldt, dert hei der Autolyse entstehenden Zucker, wenn auch
mit einer gewissen Deserve, als linksdrehenden zu bezeichnt

da damals von linksdrehenden, hei der Autolvse entstehend, n
Korpern abgesehen von dem.immer nur in kleinen Men;, |
vorhandenem Pepton nichts Sicheres bekannt war. Ich
bemerkte damals noch, dal} ich auf die Natur des Zuckers nicht
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naher eingehen konne. weil es mir an Wh nétigen |
zur Verarbeitung groHieeer Mengen von Autolysenllissigktut
mangele.

Inzwischen Irai sieh fli<* Sachlage ganz wesentlich ge-
andert. V\ir wissen jetzt. dalldas durch Ferment Wirkungen
ad- <l‘m Fiweill ahgespalterie Leucin («-Aminoisobiilvlcssig-
-aurc) in der IU'tM linksdrehendes ist. Daniil ist din Links-
drehung dor rim* durch I»tcicssigfalluug oder Alkoholfallung ge-
reinigten Aulolyseullissigkeit ans | leie ausreichend erklart. Dal»
olie Linksdrehung dims<*i* reichlien Leuein enthaltenden Filtrate
in del Tal von dem Hehalt an Leucin abhaiij-t, l&lit sieh leicht
dadurch zeigen. dal» man sin mil Salzsidure ansarmrl |schon
"h Vol. 26“/«.iger Salzsaure geniigte ‘lin Drehung wird dann
"loti rnnlils und zwar slarknr rechts, als .-in vorher links war.
Die starkere liechlsdrelmng kann darauf beruhen. dal» das von
1 Khrlichl entdeckte Isoleucin in wasserige,* L&sung zwar
ivclit- dreht, alxt nur vecrhallnismuliig schwach iu,| 171,
In salzsaurnr Losung dagegen .-lark iuj, 4|

Allerdings liahn leh-’i mich -nlhst einmal dagegen ausge-
sprochen. dal» die Linksdrehung solcher Ldsungen vorn Leucin
abhangen konne, allein das damals zur I>cgHmdurig dieser An-
seid henutzle Lciicmpidparal war augenscheinlich in erheb-
i licm (irade racemisjert, denn es zeigte nur eine Vpezilisehe
Drehung von etwa — | in weillem l.icht.

Weiterhin ist inzwischen die Keaktion von Seliwanoff
bekannt geworden, welche es ermdglicht, sich jederzeit davon
y.n Uherzeugen, dali in der Auloly.-enllssigkeit der Hefe keine
Fruktose vorhanden isl. Wenn nun die (iegenwarl von d-tilukose
"ich kaum zweifelhaft sein konnte, so war es trotzdem w mischen.—
v.ert, dieselbe direkt nachzuweisen. Hierzu henutzte ich zu-
nachst das bewahrte Verfahren »ler Fallung mit Hlciessi<r
Ammoniak,

1 kg amylumfroie (resp. fast amylumfreiei Pn-lihefe wurde
mit H| Chlorotérmwasser unter Zugabe von etwas (berschiissigem
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dhloroform DK Stunden hei 40° digeriert, dann ohne nachzu-
wasehen filtriert. Das fast ganz klare Filtrat wurde im Va-
kuumapparat auf etwa «in Drtttel (‘ingedampft. Obwohl di.
Temperatur der Flussigkeit dabei nie tber 35° stieg, trat dabei
doch starke Braunung ein. Die neutral reagierende Fllssigkeit
wurde mit Bleiossig gefallt,u: das Filtrat davon mit Bleiessig
Ammoniak. der Niederschlag abgenutscht und zweimal mi:

Wasser gewaschen, dann zu einem dinnen Brei ungerihrt me)
durch einen (KL-Strom zersetzt.-) Da das Filtrat sich etwas
bleihaltig erwies, wurde es mit H..S behandelt, vom FbS ab-
tiltrier] und der (berschissige HaS wieder durch (‘inen (10 -
Strom entfernt. Nachwasohen wurde ebenso wie im folgenden
unterlassen, um die Konzentrationder Lésungen mdaglichst wenig
ZU Dbeeintréchtigen.

leb héatte nun keineswegs erwartet, dab die so erhaltene
I/isung eine einigermaben reine Zuekerldsung sein wiirde, war
al»er doch von der Anzahl und (Juantitadl der in ihr auber Zuck» |
noch enthalt(‘nen Verbindungen Uberrascht. Es waren in ihr
uuber garungsfahigem Zucker noch nachzuweisen: Hefegummi,
ein dextrinartiger Korper, Fentosen. Furinbasen. Tvrosin, Lvsin.
Spuren von Leucin und Fepton, ferner, wenigstens in 2 darauf
Untersuchten Féllen, Bernsteinsdure, und zwar in nicht ganz
unbetréchtlicher Ouantilat. Ich gehe nicht naher auf die Einzel-
heiten des Nachweises aller dieser Verbindungen ein, da sic,
d. h. die Einzelheiten, ohne allgemeines Interesse sind.

Bemerkenswert ist jedenfalls (las Auftreten von Bernstein-
saure trotz der Sattigung der Autodigestionslltssigkeit mit (lldom-
form und trotz sicheren Fehlens von Bakterienentwicklung. Da
nach E. Buchner und Meisenheimer®*) die zellfreie Garung
keine Bernsteinsdure liefert, bleibt zur Erklarung ihres Aul-

") Dieser Niederschlag enthélt nur Spuren von Zucker nach d<r
Zersetzung mit C.O, oder IlaS.

*) Die Zersetziing auf C()a ist, wie die nachtragliche Behand lun..
not 11,8 zeigte, in bezng auf die Zuckerhh iverhindung so gut wie voll-
standig-.

~  Kutscher hat dassoll>e in groben Mengen hei der Selhstga.u* .
«ler Hefe erhalten. Diese Zeitschrift. Bd. XXXII, S. 72 (IUOli.
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Helens im {/orliegenden Falle eigentlich nur noch die Mdglich-
keit der Entstehung aus Fiweilt durch autolylische VVorgéange: es
liegt nahe, dabei au die Entstehung aus Arginin durch Oxydation,
entsprechend den Angaben von Kutscher,1! zu denken. fbrigens
ist. wie ich schon Iriiher bemerkt habe, eine geringe Vergarung
des Zuckers im Beginn des Versuches nicht zu vermeiden, in
wie weit bei dieser autolylische Vorgange an der Bildung der
Hniisteinsduro beteiligt sind, mutt dahingestellt bleiben.

Die aus dem Bleiossig-Ammoniakniodorschhig auf dem an-
gegebenen Wege erhaltene, mit Kohle entfarbte Ldsung erwies
hcli rechtsdrehend, jedoch hat die Bochtsdrehung bei der kom-
plizierten Zusammensetzung naturlich keinerlei Beweiskraft.

Zur Reinigung wurde die L6sung zunachst mit Otieek-
silOcKoxyd)acetat gelallt, filtriert, aus dem Filtrat das Uber-
>alnissige Quecksilber durch H,S entfernt, «las Filtrat durch
einen 00,-Strom von 11,8 befreit. Der Erfolg war wenig be-
friedigend: die Losung war noch erheblich stickstoffhaltig und
enthielt auch noch die stérenden Kohlenhydrate, wenn auch
vielleicht nicht in der .friheren Menge. Beim Eineiigen schied
>I'h wiederholt Tyrosin ab, durch Fallungen mit Alkohol lieben
'ich die Kohlenhydrate nur zum Teil entfernen. Die» Ausfallung
«~ Hefegummis gelang allerdings vollstdndig, aus dem aufs
true eingedampften Alkoholauszug schied sich aber hei.erneutem
Alkoholzusatz eine dextrinartige Substanz aus, welche nicht
mehr die fir Gummi charakteristische Reaktion mit Fehling-

her Losung (bliiulich-weilR3e Fallung) gab. Diese Niederschlage
erwiesen sich nun aber in wasseriger Losung stark reduzierend
und die Quantitat des Zuckers nahm bei den fortgesetztem Fal-
lungen fortdauernd ab. hs mul) dahingestellt bleiben, ob dieses
Dextrin an sich reduzierend wirkt oder nur infolge der Bei-
mischung von Zucker: ich halte das letztere bei der bekannten
Schwierigkeit. Dextrin und Traubenzucker durch Alkoholbehand-
ilung zu trennen, fir wahrscheinlicher. Aus | kg liefe erhielt
' It so nur 100 ccm einer einigermalf3en reinen LoOsung vonO,7ft/o
Im-htsdrehung. Es gelang nicht, aus solchen eingedampflen
L'"'Ungen aus mehreren Kilo Hefe eink* Krystallisation von

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIIl. % DK (1B01).



402 E. Salkowski.

traubenzlclcer zu erhalten, auch nicht eine solche der Chlor-
natriumverbindung.

Zur ldentifizierung des Zuckers als. d-Glukose blieb nun
kaum noch etwas anderes lili*** als die Darstellung der von
S label *) beschriebenen Diphetiylhydraz» inverbindung. Im Hin-
blick auf das unbefriedigende Ergebnis der Bleiessig-Amnioniak-
fallung wurde hei dem Versuch der Darstellung dieser Verbindum*
von dem Blcicssig-Ammoniakvorfahren zunéchst abgesehen.

Dir* aus | kg Hefe stammende filtrierte Autolysenthissij-
keit wurde zuerst im Vakuum auf etwa | | eingeengt, dann
mit dem mehrfachen Volumen tt6" ..igen Alkohols versetzt, dus
alkoholische Kiltrat verdunstet und aufs neue mit Alkohol ge-
fallt, »las Filtrat bis last zum dinnen Sirup verdunstet, mit
einer LOsung von Mercurisulfal in dliger Schwefelsaure Er-
fallt und zu dem Gemisch soviel Alkohol hinzugeflgt, dal} kein
merklicher Niederschlag mehr entstand. Die dicke gelblich»
Fallung -wurde nach iHStunden abgesaugl und mit f)0°/oigcm
Alkohol naebgewaschen. Das Filtrat wurde auf'dem Wassei kH
von der Hauptmenge des Alkohols befreit, dann durch Behand-
lung mit gesattigtem Barvtwasser, Barvumcarbonat und I S
vom tMecksiUair und Schwefelsdure befreit. Die nach dtm
Filtrieren erhaltene wnsserktare, schwach sauer reagierend»'
Losung wurde nunmehr zuerst auf etwa 200 ccm konzentriert
*de reduzierte Feh!iugsche Ldsung beim Erhitzen intensiv unter
Ausscheidung von Kupforoxydul und gab deutliche Pentosc-
reaklion mit Orein -J- Salzsdure.

Zur Darstellung der Verbindung mit Diphenylhydraz« n
wurde nun die Losung bis auf etwa 50 ccm konzentriert, dann
ca. D g Diphenylhydrazin gelést in >0 ectn Alkohol hinzu-
gefiigt und die Mischung auf dem W asserbad zum Sirup ver-
dunstet: am zweilndchsten Tag war dieser-zu einem violett-'

schwarzen Krystallorei erstarrt. Derselbe wurde mit eiimin
Gemisch von Ather mit wenig Alkohol so lange gewaschen,

bis er nur noch schwach gelblich war.
Der krimelige Rickstand bestand hauptsachlich aus dem
ngsuchten Dlphenylhydrazon Fs Wurde aus heillem Wasser

Y Bellstein. Handbuch H. Antl IM. IV S 791.
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unter Zusatz von Knochenkohle umkrystallisierl, dann. da os
liucti etwas gelblich war. nochmals in heiliem Alkohol gelOst
und durch Atherzusatz abgeschieden und erschien nunmehr
Kristallinisch und vollig weil».

Das so erhaltene llydrazon schmolz bei D>o_It>|" und
stimmte in seinen Kigenschaflen und Ldslichkoitsverhéltnissen
tur Alkohol, Ather. Chloroform. Dcnzol mit den Angaben von

>lahel fiirdasd-(;iukosc-Di|dicnvibvdra/.on(:il o|||C||o||| _Cll
- XXIC.I1... iibcivin.

<'.17oS galMMi' 12.7 ccm X b*i 21° und 7lit mm |{.
*yne N <Ieflinut.*n : n«Mvclin*| far <iJl.,U.\Il
0 « S.OIC»

Damit ist die d-(ilukose naehgewiesen und ich muh meine
atic. allerdings nur mit Deserve gemachte Angabe, an der
i i selbst schon lange Zweifel hegte, dal) die llefeautoly.se
linksdrohenden Zucker liefere, berichtigen.

In einem anderen Talle wurde der Zucker zuerst mit
ITi it'ss:g -» Ammoniak ausgefnlll. die LOosung dann mit Mer-
"n'ru elat gefallt u>w. Das llesullat war jedoch weniger be-
Il riigend: es gelang nur schwierig, die Diphenylhydrazonver-
t "lunjx krystallisiert zu erliallen, und die Ausbeute war weit
2 ringer. Der Schmelzpunkt lag zwischen 16s und tiV.I"

Ks fragt sich nun weiterhin, ob und inwieweit durch die
Inzwischen gemachten Deobaehtungen meine Angaben Gber die
in den einzelnen Versuchen Ubrigens sehr schwankende Ouan-
*Ha! des bei der Aulolyse der liefe entstehenden Zuckers he-
Unllulil werden.

In meinei damaligen Arbeit halte ich die I>cstimmungcn
'mtaeh so ausgefiihrt. dal» ich eine abgemessene (Quantitat des
Autolysenliltrates nach Kntfernung des Chloroforms mit Teh-

Lilgscher Losung erhitzte: das ausgeschiedene Cu,0 wurde
I'Hh i berfihrung in CuO gewogen. Kann diese Art der Ih;-

*'linmung noch als korrekt angesehen werden? Ks kommen
»al,ol' scweit ich sehe. 8 Tunkte in Detracht.

| DrechseP) hat beobachtet, dal! beim Krbilzcn einer
1l'uibenzucker enthaltenden alkalischen Ldsung von Xanthin.

' bt*r. d. Deutsch, diem. ties., Itd XXV. S 2454 ilHO02i
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Hypoxanlhrn uihl (iuanin mit Fehlingsclier Losung sich nicht
Kuploroxydul, sondern <lio Kupforoxydulverbindungon der Xan-
tliintPuriiHbasoii ausschoiden. liitiiiimt rstenlt hat das Gleich.*
fir die Pentose des Pankrcasnucleoproteids festgcstellt. Das-
selbe berichten Ncuberg und Brahn-i in direr Arbeit Uber
die Inosinsaure. Mabgebend fir die Beschaffenheit des Nieder-
schlages ist natirlich die |»elation zwischen Zucker und Hy|» >
xanthin. d. h. jo nadi der Ouanlitdt der Glukose oder Pentox*
Im Verhaltnis zu der Purinbase, z. B. Hypoxanthin, wird ent-
weder nur weil3es Hypoxanthinkupferoxydul oder daneben au.li
Kupieroxydul gebildet, und es erklart sich so die wechselnd.*
Farbung der Niederschlage. Die Autolyselliissigkeit enthielt mm
st(ds Hypoxanthin (daneben noch andere Purinbasen), dem
Kupieroxydul mul» also bei Auslihrung der Zuekerbestimmui
mit I elilingscher Losung stets dit* Hypoxaiithinverbindu! _
beigemisehl »jew(‘'sen sein: da ich aber den Niederschlag nicht
direkt gewogen habe, sondern nach dem Glihen und Cberfihrni
in Kupieroxyd, so kann dieser Pmstand nicht von 'Bedeutung
gewesen sein.

- Die Aulnlysefliissigkeit enthalt stets Gummi, es um
sich also beim Erhitzen mit Fehlingscher Lésung die Gummi-
kupferverbindung auss. beiden und zu einem falschlichen Plus,
von Kupferoxyd fiihren. Dieses..Verhalten ist mir damals nicht
entgangen. Es heilt I. ¢. S. 510: Die Reinheit der Reaktion
wird ferner Ofters getribt durch die Gegenwart von Hefegummi
in den LoOsungen. Ks scheidet sich alsdann nach Zusatz von
Fehlingsclier LiUning eine beim Erwarmen zunehmende fein*'
llockige weil3liche Trubung aus, welche beim starkeren Erhitz, n
gelb wird, indem sieh das Kupferoxydul auf den gummihaltijmn
Flocken niederschlagt. o o

Indessen habe ich diesen Umstand nur fir den qualit i-
tiven Nachweis erwahnt, seinen zweifellos vorhandenen En -
tlud auf die quantitative Bestimmung dagegen nicht beruck-
sichtigt. Ob der dadurch verursachte Fehler erheblich ist odm
uberhaupt irgendwie in Betracht kommt, [alt sich vorlaufig

v Diese Zeitschrift, lid. XIX. S. 21 (IHUii.
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ni( hl sagen, ich gedenke darauf in einer folgenden Abhandlung
silver die Muttersubstanz der d-Glukoso zuriiekzukothmen. 1st
mm aber (berhaupt in der Autolysellissigkeit stets Gummi vor-
handen? In meiner damaligen Arbeit heilst es mir lifters-,
narb vielen inzwischen gemachten Deobachtungen mdchte ich
indessen annehmen, daR in €€t Tilt stets Gummi in der Lésung
voihanden ist, seine Quantitdt mag wechseln.

1. Ohne Zweifel \on LinfluR ist die Fenlose, die damals
Lidit vermutet werden konnte. Da indessen ihre Menge gering
I'. so wird sie auch'die Ziiekerbestimmnng wenig beeinflul3t
haben.

Alles in allem ist es wohl nicht zweifelhaft. «laR die
LU« kerhestimmungen etwas zu hoch ausgefallen sind, ich glaube
iii lcssen annehmen zu konnen, dal der Fehler nieht erheblieh
«wesen ist. Daflr spricht ein Versuch, in dem «ler Zucker
iiidit nur nach Rehling. sondern gleichzeitig auch dureL Ver-
garung bestimmt wurde <L o. s. oll). Die erhaltenen Werte
lk gen sehr nahe aneinander.

Kinen vollig einwandfreien Weg zur tjuantilaliven Destim-
li'ing der d-Glukose in der kompliziert zusammengesetzten F.l{ssig-
kc | zu linden, ist mir bisher nicht gelungen. Die Ueduktions-
mHhoden entsprechen den Anforderungen nicht wegen der ( legen-
uait.der Fentosen, aber auch das (ilrungsverfahreii ist vielleicht
Imb! ganz einwandfrei, da kleine Mengen von IVnfose mit

gamngsfahigem Zucker mit zu vergaren scheinen, ein Ver-
faluvn aber, die Fentosen vor Anstellung des Versuches ab-

z'H'heiden oder die Glukose quantitativ von Fentosen zu trennen,
N hwerlich finden lassen wird.



