Uber Alkoholgarung.

Von
S. Kostytschew.

I1. Mitteilung.
Uber Bildung von Athylalkohol aus Acetaldehyd durch
lebende und getotete Hefe.
Von
S. Kostytschew und £. Hfibbenet.

(Aus dem botanischen Laboratorium des Technologischen Instituts und der Frauen-
hochkurse in St. Petersburg.)

(Der Redaktion zugegangen am 30. Mai 1912.)

In der ersten Mitteilung wurde gezeigt, daR bei der Zucker-
vergarung durch k&ufliches Hefanol in Gegenwart geringer
Mengen von Zinkchlorid Acetaldehyd entsteht. ») Da Zinkchlorid
bekanntlich eine Polymerisation des Acetaldehyds in Paraldehyd
bezw. Metaldehyd bewirkt, so ist die Annahme naheliegend,
daR Acetaldehyd auch bei normaler Zuckergéarung vorubergehend
entsteht und durch die polymerisierende Wirkung von ZnCl*
nur vor der weiteren Verarbeitung zum Teil geschitzt wird.

Es ist auBerdem”sriion langst bekannt, dal} garende Hefe stark
reduzierende Eigenschaften aufweist. Auf Grund dieser Betrach-

tungen ist es ziemlich wahrscheinlich, dall Acetaldehyd ein
intermedidres Produkt der Alkoholbildung vorstellt Sollte es
tatsachlich der Fall sein, so wéren folgende Mdglichkeiten der
Anteilnahme des Acetaldehyds am Garungsvorgange in erster
Linie zu erwéhnen. '

1. Das Schema von Schade.*) Eine primare Zucker-
spaltung fuhrt zur Bildung von zwei Molekilen a-Milchsaure.

‘) Es ergab sich nachtréglich, dafl die Aldehydausbeute noch be-
deutend gesteigert werden kann, wenn man anstatt Hefanol die «trockene
Dauerhefe nach v. Lebedew» (kéufliches Praparat) verwendet.

*) Schade, Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 57, S. 1 (1907).



360 S. Kostytschew und E. Hubbenet,

l. C6H,,0, —» 2 CH.vCHOH . COOH. .

Ls ist ohne weiteres ersichtlich, daB diese Umwandlung
einen ziemlich komplizierten Vorgang vorstellen mu3. An dieser
Stelle wollen wir jedoch nur die letzte Phase der Gérung ein-

gehend betrachten. Die a-Milchsaure wird zu Acetaldehyd und
Ameisensdure verarbeitet.

[I. CH3. CHOH.COOH —> CH3. COH -+ HCOOH.
SchlieBlich wird Acetaldehyd durch Ameisensaure zu Athyl-
alkohol reduziert.

IIl. CH3. COH + HCOOH —» CHS. CH20H + CO02

Der Umstand, daB a-Milchsaure zu Athylalkohol und Kohlen-
dioxyd nicht vergoren werden kann,l) spricht wohl nicht zu-
gunsten der Schadeschen Theorie. Auch wurde eine fermen-
tative Bildung von Acetaldehyd und Ameisensdure aus a-Milch-
saure noch niemals wahrgenommen. Die Auseinandersetzungen
von Franzen und Steppuhn?) zeigen zwar, dal} ein Versuch,
die intermedidren Garungsprodukte zu vergdren, unter Um-
slanden versagen kann, doch verfiigen wir leider Gber keine
anderen Mittel, einen bei der Géarung auftretenden Stoff als
intermediares Garungsprodukt zu identifizieren.

_2. In der ersten Mitteilung3) wurde die Ansicht entwickelt,
daR Athylalkohol durch einen anderen Reduktionsvorgang aus
Acetaldehyd entstehen kann. Die priméare Zuckerspaltung fuhrt
zur Bildung von zwei Molekiilen Brenztraubensaure und aktivem
Wasserstoff. : j_

I. C6H1206 2 CH,»CO COOH + 4H.

Bei diesem komplizierten VVorgange ware nach den Aus-
einandersetzungen von A. Bach4) eine Wasserspaltung unter
Bildung von Oxvperhydrid anzunehmen. Weiterhin lagert sich
der Wasserstoff an Wasserstoff aktivierende Stoffe (Redukasen)
an. Nun erfolgt eine Spaltung der Brenztraubensaure durch
Carboxylase. Nach den Untersuchungen von C. Neuberg und

*) Buchner und Meisenheimer, Chem. Berichte, Bd. 43, S. 1773
(1910).

D Franzen und Steppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 181 (1912).

8) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, H. 1/2.
4) A. Bach, Biochemische Zeitschrift, Bd. 31, S. 447 (1911).
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L. Karczagl) wird diese Spaltung der Brenztraubenséure sowohl
durch lebende als auch durch getotete Hefen mit groRer
Energie bewirkt, /

. CH,0CO+COOH —* CH,+*COH + CO..

Der gebildete Acetaldenyd wird beim normalen Verlauf
der Garung durch den aktiven Wasserstoff sofort zu Athyl-
alkohol reduziert.

M. CHS.COH + H + H —» CH3+ CH,0OH.

Diese Theorie bertcksichtigt also die Anteilnahme der
Redukasen am Gaé&rungsprozesse. Die groRe Bedeutung der
Redukasen bei der alkoholischen Garung wurde schon léngst
durch M. Hahn,2) Gruss3)4und Palladin*) hervorgehoben.
In obigen Gleichungen ist die Redukasewirkung als eine Uber-
tragung der Wasserstoffatome dargestellt, was auch sowohl
den A&lteren experimentellen Ergebnissen?) als den modernen
Anschauungenb) vollkommen entspricht. Anderseits ist die
Gleichung Il experimentell begriindet, wahrend eine biologische
Spaltung von Milchsdure zu Acetaldehyd und Ameisenséure
vollkommen hypothetisch bleibt.

Bereits wéhrend des Niederschreibens dieser Zeilen ist
uns die soeben verdffentlichte Mitteilung von G. Neuberg und
J. Kerb6) bekannt geworden. Die genannten Forscher neigen
sich ebenfalls zu der Voraussetzung, dall Brenztraubensaure
ein Zwischenprodukt der alkoholischen Garung ist, wahrend
die Schadesche Theorie experimentell nicht bestatigt werden
konnte. Bei der Vergarung von Brenztraubensauue allein laRt
sich zwar Athylalkohol nicht nachweisen, doch lieferte die
Vergarung von einem Gemisch &quimolekularer Mengen von

) C. Neuberg und L. Karczag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 36,
S. 60, 68 und 76.

*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegarung
S. 843 (1903).

3) Gruss, Botanische Berichte, Bd. 26a, S. 191 (1908).

4 W. Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 84 (1908).

5 A. Bach, Biochemische Zeitschrift, Bd. 31, S. 443 (1911); Bd. 33,
S. 282 (1911); Bd. 38, S. 154 (1912).

6) C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschrift fir Garungsphysiologie.
Bd. 1, S. 114 (Maiheft 1912).
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Brenztraubensaure und Glycerin eine bedeutend gréRere Alkohol-
menge, als sie der Selbstgarung der Hefe entsprechen sollte;
dieser Versuch gelingt jedoch nur bei Anwendung sehr be-
trachtlichner Hefemenge (4,5 kg). Anderseits entsteht kein
Alkohol bei Vergadrung von Brenztraubensaure in Gegenwart
von Ameisensaure.

Bei der Betrachtung der Versuchsergebnisse von Neuberg
und Kerb konnte man aber den Eindruck bekommen, daR
Acetaldehyd Uberhaupt kein Zwischenprodukt der alkoholischen
Gérung vorstellt, und dal3 der bei Vergarung von Brenztrauben-
saure + Glycerinl) auftretende Athylalkohol nicht durch Re-
duktion des primar gebildeten Acetaldehyds, sondern durch eine
tiefgreifende Veradnderung des gesamten Garungsvorganges ent-
steht. Zugunsten dieser Voraussetzung spricht nédmlich der
Umstand, daR Versuche der Verfasser, eine direkte Reduktion
des Acetaldehyds durch Hefe in Gegenwart von Formiaten zu
bewirken, durchaus negative Resultate ergaben. Der Acetaldehyd
wurde in Form von Aldehydammoniak verwendet. Bereits
fruher erhielten auch Buchner und Meisenheimer2) negative
Resultate mit Athylidenoxyformiat CH3. CHOH + O + CHO.

In der ersten Mitteilung habe ich jedoch dargetan,3) daR
die Polymerisation des Aldehyds eine weitere Verarbeitung
bereits verhindert; es liegt also die Annahme nahe, dal die
von den genannten Forschern verwendeten Verbindungen
ebenfalls unangreifbar sind. Diese Uberlegungen zeigen, daR
nur der freie Acetaldehyd als Material fir die Reduktion ver-
wendet werden mul3. b ranzen und Steppuhn*) haben zwar
gefunden, daR verschiedene Heferassen auf "/\WAcetaldehyd-
I6sungen nicht zum Wachstum zu bringen sind, die Ergebnisse
von Neuberg und Karczagb) zeigen jedoch, dal} erwachsene

* Bei normaler alkoholischer Gérung wird nach Neuberg das

System Brenztraubensaure -j- Acetol vergoren.

*) E. Buchner und J. Meisenheimer, Chemische Berichte. Bd 43
S. 1794 (1910).

1¥) s- Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, H. 1/2.

4) FranzenundSteppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 175 (1912).

#)C. Neuberg und L. Karczag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 36
S. 60, 68, 76 (1911).
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Hefezellen ziemlich grofe Mengen von Acetaldehyd vertragen
konnen.

Die nachstehend beschriebenen Versuche hatten den
Zweck, zu erforschen, ob der freie Acetaldehyd durch lebende
und getotete Hefen zu Athylalkohol reduziert werden kann und
ob die genannte Reduktion des Acetaldehyds nur in Gegenwart
von Ameisensdure zustandekommt, wie es nach dem Schade-
schen Schema der Fall sein sollte. Die Untersuchungen wurden
mit lebender PreBhefe, trockener Hefe nach v. Lebedew,l)
Hefanol, Zymin und Macerationssaft nach v. Lebedewl) aus-
gefuhrt. Da groéRere Mengen von Acetaldehyd lebende Hefe-
zellen vergiften und in getGteter Hefe bezw. in Hefesaft eine
Denaturierung der Eiweil3stoffe hervorrufen, so wurde der Aldehyd
in kleinen Portionen allméahlich hinzugefiigt. Nach Beendigung
der Géarung wurde der Inhalt der Gérkolben abdestilliert und
das erhaltene Destillat durch wiederholte Destillationen ein-
geengt. Die Abscheidung des udberschissigen Acetaldehyds
geschah auf folgende Weise: Das vorher von etwa vorhandener
Ameisensdure befreite Destillat wurde mit Natriumbisulfit ver-
setzt und nach einiger Zeit vorsichtig abdestilliert; hierbei
wird der Acetaldehyd als Natriumbisulfitverbindung zuriick-
gehalten; man hat nur dafir zu sorgen, daR nicht mehr als
die Halfte der Flussigkeit in die Vorlage Ubergeht. Das er-
haltene Destillat wurde von schwefliger Saure durch eine andere
Destillation, unter Zusatz von Natriumcarbonat, befreit. Waren
alsdann die Aldehydreaktionen nicht vollkommen verschwunden,
so wurde die Bearbeitung mit Natriumbisulfit wiederholt. Das
zuletzt erhaltene Destillat war dann vollkommen frei von Acet-
aldehyd und konnte fur quantitative Alkoholbestimmung ver-
wendet werden. Kontrollversuche ergaben, daR eine Reduktion
des Acetaldehyds bei obiger Behandlung durchaus ausgeschlossen
ist. Die Alkoholbestimmungen wurden mit Hilfe eines genauen

mehr als 35 ccm fassenden Ostwaldschen Pyknometers aus-
gefihrt.

) A. v. Lebedew, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 447 (1911).
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Versuche mit Prel3hefe.

Versuch 1.

Zwei Kolben mit je 50 g PreRBhefe und 500 ccm Wasser
wurden 22 Stunden stehen gelassen. Der Kolben A wurde dreimal
mit je 10 ccm einer "VLo6sung von Acetaldehyd - Ameisen-
saure versetzt. Im ganzen wurden also 660 mg Acetaldehyd

+ zugegeben. Der Kontrolikolben B wurde mit dem gleichen
Volumen Wasser versetzt. Die Alkoholbestimmungen ergaben
folgende Resultate:

Kolben A. CH3 ' GH.,OH
» B. CH3. CH'oH

Differenz = 332 mg.

539 mg
207 »

Versuch 2.

100 g PreRhefe wurden mit 200 ccm Wasser versetzt und
31 Stunden in aller Ruhe belassen, dann abfiltriert, ausgewaschen,
mit 1 1 Wasser angeruhrt und in zwei gleiche Portionen zu
je 500 ccm geteilt. Portion A wurde mit 15 ccm einer n/2-Lésung
von Acetaldehyd -f Ameisensdure, Portion B mit 15 ccm Wasser

versetzt. Nach 10 Stunden wurden die gleichen Zuséatze noch
einmal gemacht. Nach weiteren 7 Stunden wurde der Versuch

unterbrochen. Die Portion A erhielt 660 mg Acetaldehyd.
A. GH3+ CHgOH = 351 mg

B. CH3. CH20H = 108 »
Differenz = 243 mg.

o Versuch 3.
Genaue Wiederholung des vorstehenden Versuchs; die
Versuchsdauer betrug aber 22 Stunden.
A. CH3'CHJOH = 341 mg
B. CH3.CH80OH = 117 »
Differenz = 224 mg.
Auch bedeutend geringere Hefemengen bewirken eine
deutliche Reduktion des Acetaldehyds, wie aus folgendem Ver-
suche zu ersehen ist.
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Versuch 4.

2 Kolben mit je 15 g PreRBhefe und 200 ccm Wasser er-
hielten folgende Zusatze.
Kolben A. Drei Portionen zu je 5 ccm einer n/2-Losung
von Acetaldehyd + Ameisensaure. Aldehydzusatz 330 rag.
Kolben B. Drei Portionen Wasser zu je 5 ccm. Versuchs-
dauer 23 Stunden.
A. CH3+CH20H = 143 mg
B. CH3. CHtOH = 90 »
Differenz = 53 mg.

Es ergab sich also, dalR PreRhefe immer eine deutliche
Reduktion des Acetaldehyds bewirkt; die mit Aldehyd und
Ameisensaure versetzten Kolben bildeten eine bedeutend groRRere
Alkoholmenge, als sie durch .Selbstgarung geliefert werden
konnte. Nun ist eine derartige Aldehydreduktion nach dem
Schadesehen Schema nur in Gegemvart von Ameisensaure
moglich. Folgende Versuche zeigen jedoch, daR die Reduktion
von Acetaldehyd ebensogut bei Abwesenheit von Ameisen-
saure erfolgt.

Versuch 5.

Zwei Kolben mit je, 50 g Prehefe und 500,ccm Wasser
erhielten folgende Zusatze.
Kolben A. 26 ccm n.2-Acetaldehydlosung (572 mg Acet-
aldehyd) in mehreren Portionen.
Kolben B. 26 ccm Wasser.
Versuchsdauer 21 Stunden.
A. CH3+CHOH = 373 mg

B. CH3.CHOH = 96 >
Differenz = 277 mg.

Versuch 6.

Drei Kolben mit je 50 g PreRhefe und 500 ccm Wasser
erhielten folgende Zusatze.

Kolben A. 15 ccm n/2-Ldsung von Acetaldehyd -f- Ameisen-
saure.
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Kolben B. 15 ccm "/«-Lésung von Acetaldehyd allein.

Kolben C. 15 ccm Wasser.

Nach 10 Stunden wurden wiederum die gleichen Zuséatze
gemacht. Die Kolben A und B erhielten je 660 mg Acetaldehyd.
Versuchsdauer 21 Stunden.

A. CH3+CHgOH = 525 mg

B. GHS. CHtOH = 490 »

C. CHSCHXOH = 225 >
Versuch 7.

Wiederholung des vorstehenden Versuches. Versuchs-
dauer 20 Stunden.
A. Acetaldehyd + Ameisensdure CHS. CH20H = 668 mg
B. Acetaldehyd allein CH3. CH20H = 541 »
C- Wasser CH3.CH20H 211 »

In allen vorstehend beschriebenen Versuchen wurde also
eine deutliche Zunahme der Alkoholmenge in den mit Acetal-
dehyd und Ameisensaure oder mit Acetaldehyd allein versetzten
Kolben wahrgenommen. DaR die bei der Reduktion des Acetal-
dehyds entstehende fliichtjge Substanz tatsachlich Athylalkohol
ist, wurde auf folgende Weise bewiesen.

Die Destillate der mit Acetaldehyd und Ameisenséaure ver-
setzten Portionen der Versuche 1, 2, 3 und 6 wurden vereinigt,
durch wiederholte Destillation auf ein moglichst kleines Vo-
lumen gebracht und fir Darstellung von Athylalkohol verwendet.
Auf Grund der pyknometrischen Bestimmungen mul die ge-
samte Alkoholmenge der genannten Portionen gleich 0,539
+ 0,351 + 0,341 + 0,525 = 1,756 g sein. Ein Teil der De-
stillate wurde zwar schon fruher fur Aldehydreaktionen, behufs
Kontrolle der Vollkommenheit der Abscheidung von Acetal-
dehyd, verwendet, doch wurde immerhin durch entwaésserte
Potasche 1,53 g absoluter Alkohol vom richtigen Siedepunkt
78,5° isoliert, wahrend die Gesamtheit der entsprechenden Kon-
trollportionen (auf Wasser) nur 0,207 + 0,108 + 0,117 -f- 0,225
= 0,657 g Alkohol enthalten konnte. Das erhaltene Produkt
wurde in p-Nitrobenzoesaureathylester Ubergefihrt und letzterer
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durch Mischprobe identifiziert. 1,32 g Alkohol wurde mit der
entsprechenden Menge von p-Nitrobenzoylchlorid am RuckfluB3-
kihler erwarmt, das Rohprodukt in Benzol gelost, zur Ab-
scheidung von HCI, UberschulR von p-Nitrobenzoylchlorid und
p-Nitrobenzoesdure mit Natronlauge ausgeschutlelt, die Benzol-
I6sung im Scheidetrichter abgetrennt und durch Verdunsten
zur Krystallisation gebracht; zur volligen Reinigung wurde der
Ester noch einmal aus Alkohol umkrystallisiert.») Die Aus-
beute betrug 4,1 g.

Der erhaltene p-Nitrobenzoesaureathylester zeigte den rich-
tigen Schmelzpunkt 57°; nach Zusatz von reinem p-Nitrobenzoe-
saureathylester ist der Schmelzpunkt der Mischung gleich 57°
geblieben.

Es ist also ersichtlich, dal} in Gegenwart von Acetaldehyd
eine deutliche Zunahme der Alkoholproduktion durch PreRhefe
stattfindet. Der Umstand, dal3 Acetaldehyd nur langsam und un-
vollkommen reduziert wird, ist leicht begreiflich: nach Zugabe
von Aldehyd hat sich die Menge des zu reduzierenden Produktes
vergroRert, wahrend das reduzierende Vermdgen der Hefe nicht
gesteigert wurde. Wenn man nach Zugabe von Acetaldehyd von
Zeit zu Zeit kleine Proben der Flissigkeit entnimmt und mit
fuchsinschwefliger Saure versetzt, so kann man ziemlich gut
beobachten, daR die erste Portion von Acetaldehyd nach wenigen
Stunden beinahe vollkommen reduziert wird; nach Zusatz der
zweiten Aldehydportion ist die Aldehydreaktion nicht mehr zum
Verschwinden zu bringen; nach weiteren Aldehydzuséatzen wird
die Rotfarbung mit fuchsinschwefliger Sdure immer schérfer. Dies
zeigt, daB die reduzierende Tétigkeit der Hefe allmahlich erlischt.

Die mit lebender Prelhefe erhaltenen Resultate wurden
durch Versuche mit Hefanol, Zymin und «trockener Hefe nach

*) Bei dieser Methode wird mdoglicherweise ein geringer Teil des .
Esters durch Natronlauge verseift, aber die Reindarstellung des Produktes
wesentlich erleichtert, da der p-Renzoesdureathylester namentlich aus
absolutem Alkohol vorziglich auskrystallisiert; die Verwendung von ab-
solutem Alkohol ist selbstverstandlich nur nach Entfernung des Uber-
schussigen p-Nitrobenzoylchlorids ohne Bedenken zulassig. Wasserhaltigen
Alkohol kann man ohne Trocknen nach Schotten-Baumann verestern.
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v. Lebedew» im allgemeinen bestatigt; das reduzierende Ver-
mogen der genannten Préparate steht allerdings demjenigen der
lebenden Hefe nach. Die nach v. Lebedew getrocknete Hefe
zeigte aullerdem eine starke Selbstgadrung. Als Antiseptikum
verwendeten wir immer Toluol, welches sich mit Wasser nicht
mischt und folglich leicht abgetrennt werden kann.

Versuche mit Helanol.

Versuch 8.

2 Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser er-
hielten folgende Zusatze:
Kolben A. Sechs kleine Portionen einer Wio-L&sung von
Acetaldehyd -j- Ameisensaure. Aldehydzusatz 330 mg.
Kolben B. Gleiche Menge von destilliertem Wasser. Ver-
suchsdauer 38 Stunden.
A. CHS'+CH20H = 377 mg
B. CH3+CH2OH = 245 »
Differenz =132 »

Versuch 9.

3 Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser er-
hielten folgende Zusatze:

Kolben A und B. Je 55 ccm einer n/io-L6sung von Acetal-
dehyd -f- Ameisenséure (in finf Portionen ; Aldehydmenge 242 mg
auf je einen Kolben).

Kolben C. 55 ccm Wasser. Versuchsdauer 39 Stunden.

A. CH3+CH2OH = 296 mg
B. CH3+CHgOH = 306 »
G. CH3+CH2OH = 231 »

Dieser Versuch zeigt, daR die mit gleichen Mengen von
Acetaldehyd und Ameisensdure versetzten Portionen vollkommen
gleiche Alkoholmengen bilden. Dasselbe Resultat ergibt sich
aber auch in dem Falle, wenn die eine Portion nur mit Acet-
aldehyd allein behandelt wird.

Versuch 10.

Drei Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser
erhielten folgende Zusatze:
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Kolben A. 55 ccm n/10-LOsung von Acetaldehyd -|- Ameisen-
saure (in vier Portionen); Aldehydmenge = 242 mg.

Kolben B. 55 ccm nlio-Acetaldehydlésung (in vier Por-
tionen). Aldehydmenge = 242 mg.

Kolben C. 55 ccm Wasser (in vier Portionen). Versuchs-
dauer 28 Stunden.

A. GH3 '+ CHXOH = 299 mg
B. CH3.CHXOH = 300 »
C. CH3+«CH20H = 160 »

In Gegenwart und bei Abwesenheit von Ameisensaure
wurden also gleiche Mengen von Acetaldehyd zu Athylalkohol
reduziert. Auch im folgenden Versuche hat eine Reduktion von
Acetaldehyd bei Abwesenheit von Ameisensédure stattgefunden.

Versuch 11.

Zwei Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser
erhielten folgende Zusétze:

Kolben A. Mehrere Portionen von n/io-Acetaldehydlésung,
im ganzen 90 ccm. Aldehydzusatz 396 mg.

Kolben B. 90 ccm Wasser. Versuchsdauer 22 Stunden.

A. CH3. CH20H = 380 mg
B. CH3+CH20H = 130 »

Differenz = 250 >

Versuch mit Zymin.

Versuch 12.

2 Kolben mit je 25 g Zymin (glykogenarm) und 150 ccm
Wasser erhielten folgende Zusétze:

Kolben A. Vier Portionen einer n/io-Lésung von Acetal-
dehyd -f Ameisensdure zu je 10 ccm Aldehydzusatz 176 mg.

Kolben B. 40 ccm Wasser. Versuchsdater 48 Stunden.

A. CH3+CH20H = 207 mg
B. CH3 CH2OH = 110 »
Differenz = 97 *

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 26
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Versuche mit trockener Hefe nach v. Lebedew.

Versuch 13.

Drei Kolben mitje 50 g trockener Hefe (nach v. Lebedew)
und 465 ccm Wasser (ohne Toluol) erhielten folgende Zusatze:
Kolben A. 45 ccm einer "VLo6sung von Acetaldehyd
-+ Ameisensdure in drei Portionen zu je 15 ccm Aldehydzusatz
990 mg.
Kolben B. 45 ccm einer n/*-Ldsung von Acetaldehyd allein
in drei Portionen zu je 15 ccm Aldehydzusatz 990 mg.
Kolben G. 45 ccm Wasser in drei Portionen zu je 15 ccm.
Versuchsdauer 24 Stunden.
A. GH3+CHgOH = 821 mg
B. GH3.CH8OH= 1159 *
G. CH3*CH2ZOH= 727 »

Versuche mit Macerationsheiesaft.

Der Saft wurde nach der Vorschrift von A. v. Lebedew!)
aus getrockneter Hefe dargestellt. Samtliche Angaben des ge-

nannten Forschers haben sich bestatigt. Der Saft vergart mit
groRer Energie Traubenzucker und Rohrzucker, zeigt aber keine

Selbstgarung. Da ohne Zuckerzusatz Kohlendioxyd vom Saft
nicht gebildet wird, so ist es einleuchtend, daf} auch die Alkohol-
produktion vollkommen ausbleibt. Trotzdem ist der Saft immer
alkoholhaltig; dies ist wahrscheinlich darauf zurtickzufihren,
dal} wahrend deb zweistiindigen Aufbewahrens im Thermostaten
bei 32° eine gewisse Alkoholmenge durch Selbstgarung der
«trockenen Hefe» entsteht.

Wahrend alle l'jbrigen Hefepraparate eine deutliche Re-
duktion von Acetaldehyd hervorgerufen haben, wurde in Ver-
suchen mit dem nicht garenden Macerationssaft nach Zusatz
von Acetaldehyd allein oder von Acetaldehyd und Ameisen-
saure keine merkliche Zunahme von Alkohol wahrgenommen.
Es scheint also, dalR die Reduktion von Acetaldehyd nicht auf
Kosten von Ameisensédure stattfindet.

* A. v. Lebedew, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 447 (1911).
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Versuch 14,
Drei Koélbchen mit je 32 ccm Macerationssaft erhielten
folgende Zusatze:
Kolben A. 110 mg Acetaldehyd und 115 mg Ameisen-
saure (in 5 Portionen).
Kolben B. 110 mg Acetaldehyd (in 5 Portionen zu je
1 ccm n/2-Lésung).
Kolben G. 5 ccm Wasser.
Versuchsdauer 18 Stunden.
A. CH3+CHXOH = 78 mg
B. CH3.CH2H = 104 »
C. CH3. CHOH = 80 »

Versuch 15.

Drei Kdlbchen mit je 25 ccrm Macerationssaft (aus «trockener
Hefe*) erhielten folgende Zusatze:

Kolben A. 143 mg Acetaldehyd und 149,5 mg Ameisen-
saure (in 6 Portionen).

Kolben B. 143 mg Acetaldehyd (n/j-Ldsung).

Kolben C. 6,5 ccm Wasser.

Versuchsdauer 53 Stunden.
A. CH3+CHIOH = 99 mg
B. CH3. CH2OH 84 *
C. CH3. CHtOH 93 *

M. Hahnl) hat schon langst gefunden, dal} zwischen der
Géarwirkung und der Reduktionswirkung des Hefeprelsaftes und
der Dauerhefe fir Methylenblau ein auffallender Parallelismus
besteht. Nun zeigt der Macerationssaft gar keine Selbstgarung.
Wenn wir nach meinem obigen Schema annehmen, daR Athyl-
alkohol durch eine Reaktion zwischen Acetaldehvd und wasser-
stoffiibertragenden Stoffen entsteht, so koénnen wir leicht be-
greifen, daR in Gegenwart von nur einer der beiden notwendigen
Komponenten keine Alkoholbildung mdoglich ist. Auch Neuberg
und Kerb*) haben gefunden, dal} bei Vergarung von Brenz-

) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegarung.
S. 343 (1903).

*) Neuberg und Kerb, 1 c.
26*
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traubensaure in Gegenwart von Ameisensdure kein Alkohol
entstent. Hier liegt offenbar ein vollkommen analoger Fall
vor, da bei der Garung von Brenztraubensaure die Selbst-
garung unterdrickt wird, wie es Neuberg und Karczagl)
bereits friher hervorgehoben haben; die Ameisensdure erweist
sich aber als unwirksam.

Wird nun der Macerationssaft mit Zucker versetzt, so
erhalt er, wie zu erwarten war, sofort die Fahigkeit, Acet-
aldehyd bei Abwesenheit von Ameisensaure zu reduzieren. In
folgenden Versuchen wurde der Saft mit nur ganz geringen
Zuckermengen versetzt; dies geniigte aber zu einer Reduktion
des Acetaldehyds. Sehr beachtenswert ist der Umstand, dal}
die Zunahme der Alkoholproduktion von einer Steigerung der
COrAbscheidung nicht begleitet war.

Versuch 16.

5 Garkolbchen mit je 32 ccm Macerationssaft erhielten
folgende Zusatze.

Kolben A. 110 mg Acetaldehyd und 115 mg Ameisen-
saure in funf Portionen.

Kolben B. 110 rag Aectaldehyd in fiinf Portionen.

Kolben C. Das gleiche Volumen von Wasser.

Kolben D. 1 g Traubenzucker (am Anfang des Versuches)
und 264 mg Acetaldehyd (sechs Portionen).

Kolben E. 1 g Traubenzucker (am Anfang des Versuches)
und sechs Portionen Wasser.

Die Kolbchen wurden mit Meisslschem Gérverschluly
versehen. Versuchsaauer 39 Stunden.

C (™-Bestimmungen.

Zeit in Stunden Kohlendioxyd in g
A B | cC | D E
17 0 0 0 0,32 0,33
8 0 0 0 0,05 0,05
14 0 0 0 0,04 0,02
39 0 0 0 0,41 0,40

*) C. Neuberg und L. Karczag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 36,
S. 61 und 65 (1911).



Uber Alkoholgérung. 1I. 373

Alkoholbestimmungen.

A. CHS+ CH,OH = 117 mg .
B. CH8 « CHfOH = 128 *
C. CH3+CH,OH = 106 »
D. CH3+CH,OH = 662 *
E. CH3+CH,OH = 516 »

Die Portion E hat 0,40 g Kohlendioxyd und 0,41 g Alkohol
(nach Abzug der im Safte bereits vorhandenen Alkoholmenge)
gebildet. Die mit Acetaldehyd versetzte Portion D zeigte aber
eine Mehrproduktion von 146 mg Alkohol.

Versuch 17,

Zweil Kolbchen mit je 38 ccm Macerationssaft erhielten
folgende Zusatze:

Kolben A. 528 mg Acetaldehyd in drei Portionen und
1 g Traubenzucker (am Anfang des Versuches).

Kolben B. 12 ccm Wasser in drei Portionen und 1 g
Traubenzucker (am Anfang des Versuches). Versuchsdauer
39 Stunden.

Im Verlaufe der anfénglichen 6 Stunden wurde CO, nicht
bestimmt. Spaterhin wurden von den beiden Portionen gleiche
C0,-Mengen gebildet.

A. CO, =0,19¢
| B. CO, = 0,19 »

| A, CO, =0,02 g
In 9 Stunden
| B. CO, = 0,03 ».

In 24 Stunden

Alkoholbestimmungen.
A. CH3+CH,0OH = 574 mg
B. CH3+ CH,OH = 394 >

Differenz = 180 »

Die Gesamtheit der in der vorliegenden Mitteilung be-
schriebenen Versuche zeigt also, daR geringe Mengen von Acet-
aldehyd bei allmahlicher Zugabe sowohl durch lebende, als
auch durch getotete Hefe zu Athylalkohol reduziert werden.

Welchen Forderungen mulR GenugfuiAg gewahrt werden,
damit ein bestimmter Stoff als intermediares Produkt der alko-
holischen Garung erkannt werden kann? Der fragliche Stoff mul3:
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1. Bei der Zuckergarung gebildet werden.

2. Durch lebende oder getttete Hefe unter Alkohol-
bildung verarbeitet werden kénnen.

Diese Bedingungen sind bisher nur fur Acetaldehyd
erfullt, indem in der ersten Mitteilungl) das Auftreten von Acet-
aldehyd bei der Zuckergérung dargetan worden war.

Um eine schnelle Reduktion betrachtlicher Aldehydmengen
erzielen zu kdnnen, missen wir selbstverstandlich zunéachst die
reduzierenden Eigenschaften der Hefe besser kennen lernen.
Derartige Untersuchungen konnten zugleich zur Aufklarung der
primaren Phase der Garung beitragen.

Dall Acetaldehyd bei der Zuckergarung durch eine Spal-
tung der intermediar gebildeten Brenztraubensdure entsteht,
wie es in meinem obigen Schema angegeben ist, erscheint als
wohl mdglich. Auch Neuberg?*) selbst setzt voraus, dal} Brenz-
traubensdure ein Zwischenprodukt der «alkoholischen Gérung
vorstellt. Sollte es tatséachlich der Fall sein, so wirde gleich-
zeitig der Mechanismus der Kohlendioxydbildung bei derZymase-
garung aufgeklart werden. Eine Bestatigung dieser Hypothese
konnte allerdings nur durch den Nachweis der Bildung von
Brenztraubensdure bei Zuckervergarung gegeben werden: bei
Beurteilung der Beweiskraft gelungener Versuche, Brenztrauben-
saure unter geeigneten Verhaltnissen zu Athylalkohol zu ver-
garen, ist der Einwand nicht von der Hand zu weisen, daf}
eine Reduktion des fertigen Acetaldehyds vorliegt, die ja auch
bei Abwesenheit von Brenztraubensidure moglich ist.

* S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, H. 1/2, Chemische
Berichte. Bd. 45, S. 1289 (1912).

) Neuberg und Kerb, I c.



