Ober Alkoholgflrung.

Von
S. Kostytschew.

IV. Mitteilung.

Uber Zuckerspaltung durch Dauerhefe In Gegenwart von
Zinkchlorid.
Von
S. Kostytschew und A. Scheloumoff.

(Aus dem botan. Laboratorium der Frauenhochkurse in St. Petersburg.)

(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1913)

In den friher verdffentlichten Mitteilungenl) wurde dar-
getan, dal’ bei Zuckervergéarung durch verschiedene Hefepraparate
in Gegenwart von Zinkchlorid ziemlich betrachtliche Mengen
von Acetaldehyd entstehen. Dies zeigt, dal} Zinkchlorid die
Téatigkeit der Gesamtheit der Hefefermente qualitativ ver-
andert. Es ist also von groRBem Interesse, zu untersuchen, ob
der Zuckerabbau durch ZnCl, in gleichem MaRe gehemmt wird,
wie die Bildung der Endprodukte der alkoholischen Garung und
ob das Verhéltnis CO,: Alkohol in Gegenwart von Zinkchlorid
unverandert bleibt.

Abgesehen davon, dall hier der erste Fall einer durch
auRere Einflisse hervorgerufenen qualitativen Veranderung der
Fermentwirkungen vorliegt, gewahrt die nahere Untersuchung
der Einwirkung von ZnCl, noch aus folgendem Grunde Interesse.
Die Hauptschwierigkeit bei der Untersuchung des Mechanismus
der alkoholischen Gé&rung besteht darin, dal} die Bildung der
Endprodukte bei Zymasegéarung erstaunlich glatt quantitativ

) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 130 (1912);
S. Kostytschew und E. Hubbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 359

(1912); S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 93 (1913).
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erfolgt: wie bekannt, wird die «Garprobe» in einigen Féllen
flr die Zuckerbestimmung auf Grund der bei der Garung ent-
wickelten COs-Menge verwendet. Dieser Umstand ist um so
merkwaurdiger, als auch nach Abtétung des lebenden Plasmas
die Zuckerspaltung bei Anwendung genligender Zymasemenge
schlieBlich nur (10s und Alkohol und zwar immer die gleichen
Mengen der beiden Produkte liefert. ® Es unterliegt aber keinem
Zweifel, daR die alkoholische Garung keinen einheitlichen Vor-
gang vorstellt. Hieraus ist ersichtlich, daf} die Korrelation der
verschiedenen Fermentwirkungen im Vorgange der Zymase-
garung eine sehr vollkommene ist.

Diese Erwagungen haben einen von uns veranlaflt, bei
den Untersuchungen Uber alkoholische Garung einen ganz neuen
Weg einzuschlagen und durch kinstliche Eingriffe die Bildung
unveranderter oder nur wenig veranderter intermedidrer Gar-
produkte zu erzielen suchen. Durch Zusatz von ZnCI2 zu der
garenden Flassigkeit wird nun in der Tat eine tiefgreifende
Veranderung der Zuckerspaltung und Bildung von neuen Pro-
dukten hervorgerufen. Von diesen Produkten wurde in erster
Linie Acetaldehyd isoliert. Weiterhin ergab es sich, dal} Acet-
aldehyd durch Hefefermente zu Athylalkohol reduziert werden
kann. Es ist demnach die VVoraussetzung am Platze, dal Acetal-
dehyd ein unverdndertes intermedidres Produkt der Zucker-
vergarung vorstellt. Es scheint also, daf} die Einwirkung von
Zinkchlorid und anderen Stoffen auf die alkoholische Gérung
von groBem Nutzen sein kann bei den Untersuchungen Uber
den Mechanismus der Garung.

Das vorlaufig nur als eine Arbeitshypothese vorgeschlagene
Schema von S. Kostytschew?) nimmt an, dafl Kohlendioxyd
und Athylalkohol im Vorgdnge der Zymasegéarung nicht ganz
gleichzeitig entstehen. Zundachst findet die Bildung von Afcet-

) E. Buchner weist darauf hin (Zymasegarung, S. 214 (1908),
dalR bei der Garung von Prefl3saft etwa 15°/0 des Zuckers in die End-
produkte der Garung nicht Ubergehen. Einer von uns hat sich davon
vergewissert, dal} diese Regel fir Dauerhefe (Hefanol und Zymin) nur bei
bestimmtem Verhéltnis zwischen den Mengen von Hefe und Zucker zutrifft.

*) S. Kostytschew, Diese Zeitschr., Bd. 79, S. 143 u. 361 (1912).
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aldehyd und Kohlendioxyd statt durch Einwirkung der Carboxylase
auf Ketosadren, und zwar wahrscheinlich auf Brenztraubensaure.
l. CHS+» CO '+ COOH = CH,. COH + CO..

Alsdann erfolgt eine Reduktion von Acetaldehyd zu Athyl-
alkohol durch den in friiheren Phasen der Garung entstandenen
aktiven Wasserstoff.1)

11, CH3+COH + 2 H = CH,. CH,OH.

Es ist tatséachlich gelungen, beide Reaktionen sowohl
mittels lebender als mittels getOteter Hefe auszufuhren. Die
Bildung von Acetaldehyd aus Ketosairen wurde von C. Neuberg
und L. Karczag,2) die Reduktion von Acetaldehyd zu Athyl-
alkohol von S. Kosty tschew und E. H Gibb e net3) nachgewiesen,

Den wichtigsten Einwand gegen die soeben dargestellte
Voraussetzung bildet die Tatsache, daR bei verschiedenen
auReren Einwirkungen in den bisher vorliegenden Untersuchungen
verschiedener Forscher immer nur die Energie der Géarung
herabgesetzt bezw. gesteigert war; in allen Félien wurde aber

*) Nachdem dieses Schema in meiner Ill. Mitteilung (Diese Zeit-
schrift, Bd. 83, S. 101—102) wieder abgedruckt worden war. wies
A. v. Lebedew (Diese Zeitschrift, Bd. 84. S. 308) darauf hin, daft er
(Chem. Ber., Bd. 45, S. 3267; Bull. soc. chim. de France, Bd. 11—12,
S. 1039; Biochem. Zeitschr., Bd. 46, S. 488) «schon friher» zu eben den-
selben Anschauungen gekommen sei, was meinerseits nicht erwahnt wurde.
Dies geschah aber nur aus dem Grunde, daft es immer empfehlenswert
ist, ein Original und nicht eine Kopie zu zitieren, In der Ill. Mit-
teilung habe ich mein urspringliches Schema der Reduktase-
wirkung ohne jede Anderung wiedergegeben; dieses Schema
wurde bereits in zwei Mitteilungen (Diese Zeitschrift, Bd. 79; S. 143—141
und 360—361) veroffentlicht, bevor noch sdmtliche Publikationen v. Le-
bedews, auf die er sich beruft, erschienen. Wenn also A. v. Lebedew
schlieftlich zugibt, daft er genau dieselben Ansichten entwickelte, so liefert
er hierdurch noch einen Beweis davon, daR sein Schema der Reduktase-
wirkung eine Wiederholung von meinem Schema ist, was Ubrigens aus dem
Vergleich der einschlagigen Mitteilungen hervorgeht (vgl.S. Kostytschew,
Chem. Berichte. Bd. 46, S. 339). So kann eine «Richtigstellung» den wahren
Sachverhalt in unerwarteter Weise aufklaren! (S. K.

+ * C. Neuberg und L. Karczag, Biochem. Zeitschrift, Bd. 36,
S. 68 (1911).

s) S. Kostytschew und E. HUubbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79,
S. 359 (1912).
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die Bildung gleicher Mengen von Kohlendioxyd und Alkohol
verzeichnet. Aus den nachstehend beschriebenen Versuchen
ist jedoch ersichtlich, dal} in Gegenwart von Zinkchlorid das
Verhéltnis .02 . Alkohol tatsachlich verandert wird in dem
Sinne, der dem obigen Schema entspricht. Unsere Unter-
suchungen wurden teils mit Hefanol, teils mit «Trockenhefe
nach v. Lebedew» ausgefuhrt. Die Zuckerbestimmungen haben
wir zum grofiten Teil nach der zuverlassigen Methode von
Lehmann!) ausgefuhrt. Aulerdem kam in einigen Fallen die
ausgezeichnete Methode von G. Bertrand2) in Anwendung.
Beide Methoden ergaben bei gegenseitiger Kontrolle vollkommen
ubereinstimmende Resultate. Fur physiologische Untersuchungen
ist die Lehmannsehe Methode deshalb sehr bequem, weil
hierbei eine vorlaufige EnteiweiBung der Zuckerldsung nicht
erforderlich ist, wie wir es wiederholt beobachtet haben. Eine
unvollkommene Abscheidung von Kupferoxydul aus der Ldsung
konnte in der Tat keine Fehlerquelle einfiihren.

Fur die Alkoholbestimmungen bedienten wir uns sowohl
der pyknometrischen Methode alsdervonNicloux®) empfohlenen
Titration mit Kaliumbichromat in der Hitze in Gegenwart von
Schwefelsdure. Dieses Verfahren ist namentlich fur die Be-
stimmung geringer Alkoholmengen sehr praktisch. Die CO2-
Bestimmungen wurden meistens nach der Methode von Meissl)
vorgenommen. Behufs genauer Ermittelung des Verhaltnisses
COs : Alkohol wurden einige Versuche unter bestandiger Luft-
durchleitung ausgefuhrt. In diesem Falle verwendeten wir die
CO02-Bestimmung nach Pettenkofer.5) Als Antiseptikum diente
in allen Versuchen Toluol.

¥ F. Lehmann, «Uber maRanalytische Methoden zur Bestimmung
von Zuckerarten». Habilitationsschrift. Marburg, 1908.

= G. Bertrand, Bullet, de la soc. chimique, Bd. 35, S. 1285 (1906).

3) Nicloux, Bull, de la soc. chim., Bd. 35, S. 330 (1906); deutsche
Beschreibung von H. Pringsheim im «Handbuch der biochem. Arbeits-
methoden* von E. Abderhalden, Bd. 2, S. 7 (1910).

= Vgl. «Zymasegarung», S. 80 (1903).

*) W. Pal ladin und S. Kostytschew, Handbuch der biochem.
Arbeitsmethoden von E. Abderhalden, Bd. 3, S. 480 (1910).
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In der ersten Mitteilung>) wurde bereits hefvorgehoben,
dal® Zinkchlorid die COj-Produktion von Hefanol auf3erordentlich
stark hemmt. Da nun die Eiweilspaltung durch ZnCl, nur
ganz unwesentlich beeinflult wird,*) so seien hier einige COt-
Bestimmungen angegeben, welche die ganz spezifische Wirkung
von Zinkchlorid auf den Garungsvorgang illustrieren.

Sechs Géarkdlbchen mit Meildlschem VerschluR. Ein jedes
Kolbchen enthélt 2 g Dauerhefe nach v. Lebedcw, 2 g Trauben-
zucker, 10 ccm Wasser und 3 Tropfen Toluol. Die Kolben C,
D, E und F enthielten auRBerdem je 0,07 g ZnCl,.

Kohlendioxyd in Grammen nach Stunden

Portionen

4 24 48
A (Kontrolle) - - . - 0,34 0,94 . 0.96
B » - - 0,33 0,97 0,99
f. (0.07 g ZnCl,) . . 0,03 0,15 . 0,17
D desgl. . 0,03 0,14 0,17
E 0,02 0,15 0.17
F 0,03 0,14 0,17

Parallel mit dieser starken Hemmung der CO”-Produktion
findet die Bildung von Acetaldehyd statt. Dieselbe erfolgt bei
Zusatz von verschiedenartigen loslichen Zinksalzen und, obgleich
in geringeren Mengen, bei Zusatz von einigen anderen an-
organischen Verbindungen. Die urspringlich angenommene
Deutung des Mechanismus der Wirkung von ZnCl,, wobei die
Hauptrolle den polymerisierenden Eigenschaften dieser Verbin-
dung zugeschrieben wurde, soll also modifiziert werden. Im
folgenden Versuche wurde die Einwirkung verschiedener Zink-
salze auf die Aldehydbildung untersucht. Die Reaktion von
Rimini erlaubt, bei Anwendung ganz gleicher Mengen von
Destillat, Nitroprussidnatriumlésung und Didthylaminldsung, die
Aldehydausbeuten nach der Intensitat der entstandenen Farbung
annahernd zu vergleichen.

8 Kolben mit je 10 g Dauerhefe, 10 g Rohrzucker, 50 ccm
Wasser, 6 Tropfen Toluol und 0,02 Mol. verschiedener Zink-

M S. Kosty tschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 134 (1912).
*) Vgl. die nachstehende V. Mitteilung.
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salze. Versuchsdauer 6 Tage. Nach Ablauf dieser Zeit wurde
ein jeder Kolben mit noch 50 ccm Wasser versetzt, davon je
15 ccm abdestilliert, und fir die Reaktion von Rimini ver-
wendet. Nach der Intensitat der Reaktion tritt folgende Reihen-
folge deutlich hervor.

Portion Reaktion von Rimini

|. Ohne Zinksalz auRerst schwach

Il. Zinkphosphat » >

I1l. Zinkcarbonat schwach (violett)
IV. Zinkacetat mittelstark

V. Zinksulfat stark

VI. Zinkchlorid »

VII. Zinkbromid sehr stark
VIII. Zinkjodid

Genau dieselbe Reihenfolge stellte sich heraus bei An-
wendung der Reaktion mit fuchsinschwefliger S&ure. Bei Zu-
satz von Zinkcarbonat konnte selbstverstandlich ein Teil des
Salzes durch die bei der Garung gebildeten Sauren zerlegt
werden. Nun ist es nach dem Ergebnis von diesem Versuche
sehr wahrscheinlich, da namentlich Zinkionen die spezifische
Wirkung auf den Gé&rungsvorgang ausuben.

In folgenden Versuchen haben wir die in Gegenwart von
Zinkchlorid zerlegten Zuckermengen und die gebildeten Mengen
von C.08 und Alkohol bestimmt. Fir diese Versuche wurde
Traubenzucker verwendet. Auf je 10 g «Trockenhefe» bezw.
Hefanol haben wir immer 50 ccm Wasser und 0,5 ccm Toluol

zugesetzt.
Versuche mit «Trockenhefe nach v. Lebedews.

Es kamen verschiedene k&ufliche Praparate von «Trocken-
hefe» in Anwendung. Aus diesem Grunde wurde unter gleich-

artigen Verhéltnissen in einzelnen Fallen nicht immer die gleiche
Energie der Garung wahrgenommen. Das Wesen der Einwirkung

von Zinkchlorid war aber immer dasselbe.
l. Serie. 0,15 g ZnCl, auf je 10 g Hefe.

Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle
zusammengestellt.
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~ Vor- Zucker
des 3%%2? Hefe ZnCl, 00, r,H60H r.o, Zu- Zerlegt Davon

Yer- G : : : : - im total
e algen ing ing ing ing CjHOH gfse‘;l ganzen vergoren

| 10 015 071 0,71 100: 100 »» 2,5 48

10 0 317 307 100: 95 95 8,41 74

, 5 0075 03» 0,33 100: 94 475 M7 4+

0 lL«t 168 100:104 47 4,25 77

5 0075 083 071 100: 84 475 282 54

0 223 238 100:106 4,75 475 98

10 045 129 128 100: 98 95 4,72 51

10 01» 12» 130 100:100 95 4,65 o4

0,075 097 096 100: 98 475 322 60

0 229 221 100: 96 475 4,75 96

10 0,15 190 1,70 100: 89 95 5,40 65

5 0 232 232 100:100 4,75 4.75 98

10 015 21» 196 100: 87 95 5,98 65
10 015 192 1,82 100: 89 95 5,32 67 *

Aus diesen Zahlen ist folgendes ersichtlich.

Bei Abwesenheit von Zinkchlorid ist die VVergarung von
Zucker durch die gleiche Menge von Trockenhefe nach 48 Stunden
beendet. Das Verhaltnis CO0? : Alkohol entspricht immer genau
der Gleichung der Alkoholgérung. Nach 24 Stunden sind etwa
25°/o des verschwundenen Zuckers nicht in die Endprodukte
der Garung Ubergangen; wahrscheinlich findet hierbei die Bildung
von Phosphorsaurezuckerester statt. Nach 48 Stunden ist
jedoch der Zucker quantitativ zu CO* und Alkohol

vergoren; die unbedeutenden Differenzen liegen inherhalb der
Grenzen der Versuchsfehler.

Ein ganz anderes Bild zeigt uns die Zuckervergdrung in
Gegenwart ganz geringer Mengen von Zinkchlorid. Hierbei wird
nicht nur die Bildung der Endprodukte der Gérung, sondern
auch die primare Zuckerspaltung gehemmt, aber nicht in gleichem
Male. Die Zuckerspaltung erfolgt bedeutend schneller, als die
Bildung von Kohlendioxyd und Alkohol; eine betrachtliche Menge
von zerlegtem Zucker wird also zur Bildung anderer Stoffe

O 0O N O U1 Ol B B W W PPN — —
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verwendet. Das Verhaltnis CO2 : Alkohol entspricht wéhrend
48 Stunden der Gleichung der Alkoholgarung; spater wird die
CO0?2-Produktion etwas groRer, als die Alkoholbildung; da bei
der CO2-Bestimmung nach Meil3l immer zu niedrige Zahlen
erhalten werden, so sind die richtigen Werte von CO* : Alkohol
in den unter bestandiger Luftdurchleitung ausgefiihrten Ver-
suchen zu finden.

Es ergab sich also, dal} ganz geringe Mengen von Zink-
chlorid eine weitgehende Veradnderung von Zuckerabbau her-
vorrufen.

11. Serie. 0,3 g ZnCI2 auf je 10 g Hefe.
Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle
zusammengestellt.

Nr. Ver- Zucker zerlegt

hs- Hefe zZnCl* CO, C,H60H Zucker
der Zua(;esr ele zn ! ! CO, ZU- Im Davoln
- - - - - tOta
Ver- in ing ing ing ing C,H60OH gesetzt ganzen vergoren
suche Tagen in g in g in °/o

9 2 10 03 0,77 0,74 100: 96 8,5 2,36 64
10 2 10 0,3 0,84 0,90 100:107 4,75 2,48 70
10 2 10 0,3 080 0,85 100:106 4,75 2,43 68
11 4 10 03 089 0,82 100: 94 8,5 3,13 54
11 4 10 03 084 0,79 100: 96 8,5 3,54 45
12 * 10 03 088 083 100: 97 8,0 3,21 57
18 4 10 03 106 092 100: 87 9,5 3,57 56
13 4 10 0,3 1,05 1,00 100: 95 95 3,57 57
14 * 10 0,3 156 1,61 100:103 4,75 3,75 85
15 4 10 03 1,38 1,38 100:100 4,75 3,45 81
15 4 10 03 U7 1,23 100:104 4,75 3,17 76
10 6 10 03 143 1,38 100: 96 4,75 3,45 81
16 6 10 0,3 126 1,18 100: 94 4,75 3,01 82

Bei Zusatz von 0,3 g ZnCl2 wird sowohl die Zucker-
spaltung, als die Bildung der Endprodukte der Garung noch
mehr verlangsamt, als bei Zusatz von 0,15 g ZnCl2. Immer
wird ein groRBer Teil des Zuckers nicht zu CO2 und Alkohol ver-
arbeitet, sondern auf eine andere Weise gespalten. Merkwirdig
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ist der Umstand, daR bei Vergdrung geringer Zuckermengen
die Energie der Zuckerverarbeitung im ganzen unverandert
bleibt, aber die Menge des total zu CO* und Alkohol vergorenen
Zuckers erheblich zunimmt. In diesem Falle bleibt auch das
Verhéltnis CO* : Alkohol dem theoretischen Werte sehr nahe.
Im ganzen ist das VY esen der Einwirkung von Zinkchlorid eben
dasselbe, wie in der vorstehenden Serie.

I1l. Serie 0.6 g bezw. 1,2 g ZnCIl* auf je 10 g Hefe.

Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle
zusammengestellt.

Nr. Ver- Zucker Zucker zerlegt
der Zuacuk;s;: Hefe ZnCl, CO, c,h6oh co, Ju- im Davon
Ver- in ing ing ing ing ©.-h5h gesetzt ganzen ve:’cg)]:)arlen
suche Tagen in g in g in efe
17 « 10 0,6 0,15 0,05 100:33 8,0 0,30 66
18 6 10 0,6 0,15 0,07 100:47 8,0 — —
18 6 10 06 0,15 0,06 100:40 8,0 — —
19 4 10 0,6 0,12 0,10 100:83 4,75 0,86 25
19 4 10 06 015 0,11 100:73 4,75 0,86 30
20 6 10 0,6 0,17 0,09 100:53 4,75 0.60 43
21 6 10 1,2 0,04 0 — 8,0 0] -
22 6 10 1,2 0,03 0 8,0 spur
23 4 10 1,2 0,02 0 — 4,75 o _— 1
23 4 10 1,2 0,02 0 4,75 0 —
24 B 10 1,2 0,02 0 — 4,75  spur —

Diese Tabelle zeigt, dal} groliere Mengen von Zinkchlorid
die Garung auflerordentlich stark hemmen. Bei Zusatz von
1,2 g ZnCI* auf je 10 g Hefe wird der Zuckerabbau vollkommen
eingestellt. Bei Zusatz von 0,6 g ZnCl* wurde eine nennens-
werte Zuckerspaltung nur bei geringer Zuckergaba (4,75 g auf
je 10 g Hefe) wahrgenommen, wobei der grofte Teil des ver-
schwundenen Zuckers in die Endprodukte der Garung nicht
uberging. Wahrend in Gegenwart von 0,3 g ZnCIl* die Zymase-
garung noch grammweise CO* und Alkohol liefert, bringt die
doppelte Menge von ZnCl* den Garungsvorgang beinahe voll-
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kommen zum Stillstand. Es ist interessant, damit zu vergleichen,
wie wenig der Eiweillabbau durch Zusatz von 0,6 g bezw. 1,2 ¢
ZnCI2 auf je 10g Hefe verandert wird.!) Hieraus ist einleuchtend,
dall ZnClI2 eine direkte Wirkung auf die Garungsfermente austuibt.

IV. Serie. Versuche mit Luftdurchleitung.

DieseVersuche hatten den Zweck,dasVerhaltnis Cu2: C"H*"OH
in Gegenwart und bei Abwesenheit von Zinkchlorid genau zu
ermitteln. Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle
zusammengefalt.

. Verr]_ | ‘ Zucker Zucker zerlegt
der ?jt;(lzjesr- Hefe ZnClZ GO, c,hboh CO, 7U- Im [?[a}{/oln
Ver- in in g ing ing ing c,h5oh gesetzt ganzen veroggren
sucht* Tagen ing ing in#o

25a 6 10 0 3802 3917 100:100 8,0 7,04 99
25b 0 10 0,3 0,074 0,767 100: 78 8,0 2.01 86
25¢C « 10 06 0057 ,0 — 8,0 0.33 —
2« * 5 015 1326 1102 100:83 4,75 3,00 76
27 « 5 015 1,132 0,868 100:77 4,75 2,39 8t
28 6 0,15 1,106 1,019 100:85 237 220 100
21) 6 p 03 07»5 0,706 100:89 237 156 06

DieseVersuche ergaben also vollkommen tbereinstimmende
Resultate, welche diejenigen der vorstehenden Serien im all-
gemeinen bestatigen. Hei Abwesenheit von Zinkchlorid wird
der Zucker total zu GO, And Alkohol vergoren: das Verhéltnis
GO, : Alkohol entspricht der Gleichung der alkoholischen Gérung
(Versuch 25a). Bei Zusatz von 0,3 g ZnCl, auf je 10 g Hefe
wird der Géarungsvorgang nicht nur stark gehemmt, sondern
auch qualitativ verandert (Versuch 25b, 26, 27); von der Ge-
samtmenge des verschwundenen Zuckers kdnnen nur etwa 8(X°/o
in den Endprodukten der Garung wiedergefunden werden: das
Verhéaltnis GO, : Alkohol entspricht nicht der Gleichung
der alkoholischen Garung, was mit dem Schema von S.
Kostytschew ubereinstimmt. Von einem Verlust von Alkohol
durch Verdunstung kann nicht die Rede sein, da hinter den

") Vgl. die nachstehende Mitteilung.
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Versuchskolben immer die mit Schlangenrohr versetzten und
in Eiswasser versenkten Kihler eingeschaltet wurden: eine
Prifung dieser Vorrichtung ergab, dal auch sehr fliichtige Sub-
stanzen im Kiuhler total zurlickgehalten werden. Die abnorme
Grolke von CO* : CaH-OH deutet also unserer Meinung nach
darauf hin. dall ein Teil des bei der Garung intermediar ge-
bildeten Acetaldehyds zu Athylalkohol nicht reduziert wurde.
In friher ver6ffentlichten Mitteilungen wurde auch immer bei
Zusatz von etwa 0,3 g ZnCI2 auf je 10 g Hefe eine gute Aus-
beute an Acetaldehyd erhalten. Auch bei konstanter Luftdurch-
leitung wurde die merkwirdige Tatsache wahrgenommen, dal
bei geringer Zuckergabe der zerlegte Zucker total zu CO, und
Alkohol vergoren wird (Versuch 28), wahrend bei groRerer
Zuckergabe in Gegenwart von derselben ZnCl§-Menge mindestens
20°/o des Zuckers in andere, noch nicht identifizierte Stoffe
tbergehen.

V. Serie. Versuche mit Hefanol.

Alle Eigentimlichkeiten der Einwirkung von Zinkchlorid
auf Zymasegarung treten in Versuchen mit getdtetem Material
(Hefanol) noch deutlicher hervor. Die Resultate der Versuche
sind in folgender Tabelle zusammengefalit.

Nr. Ver piofa- ) Zucker Zucker zerlegt
suchs- ZnCl, CO, CHjCH,OH
der nol CO, Zu- D
dauer _ ) Im avon
Ver- ing ing ing in g CHJ CHjOH geselzl .., Vet%tg:en
suche Tagen iNg ing in%

30 2 10 0,3 0,36 0,36 100:100 95 176 41
30 2 10 0,3 0,36 0,37 100:102 95 176 41
31 2 10 0,3 037 0,37 100:100 95 202 37
32 4 10 0,3 0,65 0,65 100:100 95* 2,71 48
32 4 10 0,3 0,65 0,66 100:101 95 2,86 46
33 4 10 0,3 0,56 0,51 100: 91 95 218 49
33 4 10 0.3 0,57 0,58 100:102 95 220 51
34 6 100 0 3,86 3,88 100:100 95 931 83
34 6 100 0 388 3,79 100: 98 95 931 8l
35 6 10 0,3 0,60 0,43 100: 71 95 234 «
35 6 10 0,3 0,62 0,48 100: 77 95 237! 46
36 6 10 03 0,626 0.379 100: 60 95 172 58

1
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Der Versuch 36 wurde bei konstanter Luftdurchleitung
ausgefunhrt.

Bei Anwendung von Hefanol wird also in Gegenwart von
Zinkchlorid nur die Hélfte des zerlegten Zuckers total zu CO*
und Alkohol vergoren, wahrend bei Abwesenheit von ZnCl,
die Gesamtmenge des zugesetzten Zuckers zerlegt und davon
83°/o zu den Endprodukten der Garung vergoren werden, w’obei
(10* . C*H50H der Gleichung der alkoholischen Garung entspricht.

Ebenso wiebei «Trockenhefe* istdasVerhéaltnis CO,: C,H50H
im Verlaufe der anfanglichen Tage der Garung dem theore-
tischen Werte sehr nahe. Nach Ablauf von 6 Tagen ist aber
eine betrachtliche Mehrproduktion von CO, zu verzeichnen;
in dem unter konstanter Luftdurchleitung ausgeftihrten Versuche
ist CO, : Alkohol gleich 100 : 60, was bisher bei der Garung
von Dauerhefe noch niemals beobachtet worden war.

In der Ill. Mitteilung wurde bereits dargetan,l) daB bei
Zusatz von Methylenblau zu der garenden* Flussigkeit ebenfalls
Acetaldehyd entsteht. Neuerdings hat S. Lvoff2) dartber be-
richtet, dal} zwischen den Mengen von zugeselztem Methylen-
blau und von abgeschiedenem Kohlendioxyd ein bestimmtes
Verhéltnis besteht. In Ubereinstimmung mit S. Kostytschew
nimmt der Verfasser an, dal} Methylenblau den bei der Géarung
entstehenden aktiven Wasserstoff wegnimmt und hierdurch die
Korrelation zwischen den einzelnen Phasen der Garung zerstort.
Auf Grund verschiedener Uberlegungen neigt sich Verfasser
zu der Voraussetzung, daB die Abspaltung und die nachfolgende
Anlagerung von Wasserstoff nicht nur einmal (wie es in meinem
kurzen Schema angegeben ist), sondern wiederholt erfolgt;
demnach wird das Hexosemolekill noch in friheren Phasen
«inaktiviert* und die Bildung der beiden Endprodukte der G&-
rung verhindert.

Dies ist in der Tat sehr wahrscheinlich und konnte am
besten durch Ermittelung des Verhéltnisses von Methylenblau
zu dem nicht total vergorenen Zucker experimentell erlautert
werden; doch sind derartige Versuche vom Verfasser nicht

1 S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 102 (1913".
¥) S. Lvoff, Botanische Berichte, Bd. 31, S. 141 (1913).
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ausgefiihrt worden. Auch wir haben uns mit dieser Frage nicht
befallt; die nachstehenden Versuche, die noch vor dem Er-
scheinen der Lvoffsehen Mitteilung vollendet waren, verfolgen
nur den Zweck, die Einwirkung von Methylenblau mit derjenigen
von Zinkchlorid zu vergleichen. Diese Versuche sind von
Fri, W. Brilliant ausgefihrt, der wir daflr zu bestem Dank
verpflichtet sind. Fir die Zuckerbestimmungen wurde der Riick-
stand von der Alkoholdestillation durch Quecksilberchlorid von
Methylenblau befreit, filtriert und im Filtrat das Uberschissige
Quecksilber durch Natriumcarbonat ausgefallt. Die Resultate
der Versuche sind in folgender Tabelle zusammengestelit.

Zucker zerlegt

NS Ver- Me- Zucker
suchs- D
der Hefe thylen- CO* Alkohol CO, zu- Im avon
dauer, total
Ver- in blau Alkohol gesetzt ganzen
vergoren
suche Tagen jh g ing ing ing ing in g in °/j
37 5 5 0,5 1,16 1,17 100:101 4,75 3,51 66
38 5 5 0,5 1,14 1,07 100: 94 4,75 ¢ — —
39 5 a 0 2,31 2,36 100:102 4,75 4,75 98
40 5 5 0] 2,32 2,41 100:104 4,75 4,75 100

Durch Zusatz von 1 g Methylenblau auf je 10 g Hefe wird
also die Energie der Garung weniger herabgesetzt als durch
Zusatz von 0,3 g Zinkchlorid. Methylenblau bewirkt ebenfalls
eine qualitative Veranderung von Zuckerabbau, da eine be-
trachtliche Menge des zerlegten Zuckers in die Endprodukte der
Garung nicht Gbergeht. Ein Unterschied von der Wirkung von
Zinkchlorid besteht aber darin, dal bei Zusatz von Methylen-
blau das Verhaltnis CO, : Alkohol dem theoretischen Werte sehr
nahe bleibt.

Wir glauben annehmen zu dirfen, dal die Methode
der kunstlichen qualitativen Veranderung der biochemischen
Reaktionen durch Zinkchlorid, Methylenblau und andére geeignete
Stoffe grolRe Dienste leisten kann bei der Aufklarung des Mechanis-
mus von Zymasegarung und anderen physiologischen VVorgéangen.
Es ist von vornherein sehr wahrscheinlich, daf} die «qualitative
Veranderung» der Gesamtheit der Fermentwirkungen bei der
alkoholischen Garung nur auf die Stérung der Korrelation von
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verschiedenen einzelnen Phasen des Vorganges zuriickzufiihren
ist: es wird ja gegenwartig allgemein anerkannt, dal die Fermente
nur die Geschwindigkeit der Reaktionen verédndern. Von diesem
Standpunkte aus wére es kaum zuldssig, anzunehmen, daf die
Géarungsfermente in Gegenwart von ZnCIl* ihre Tatigkeit grund-
satzlich verandern und den Zucker auf eine neue eigentiimliche
Weise zu spalten beginnen. Einfacher und wahrscheinlicher ist
die Annahme, dal3 der nicht total zu CO* und Alkohol vergorene
Zucker in die intermedidren Produkte der Garung (uberging.
Dies gibt uns also ein Mittel, die Isolierung der intermediédren
Produkte der biologischen Reaktionen zu erleichtern. Friher
muBte man es sich gefallen lassen, die durch zuféllige Stérungen
des Gérungsvorganges entstehenden ganz geringen Mengen der
Zwischenprodukte zu erkennen zu suchen -.jetzt werden wir hoffent-
lich imstande sein, eine kiinstliche Anh&ufung der intermedidren
Garungsprodukte hervorzurufen. Auch bei der Untersuchung
von anderen biochemischen Reaktionen wird man wahrschein-
lich auf analoge Weise vorgehen konnen.

Uberblicken wir die erhaltenen gut Ubereinstimmenden
Resultate, so konnen wir die Einwirkung von Zinkchlorid auf
Zymasegarung folgendermalen préazisieren.

1. Die Energie der Garung wird stark herabgesetzt.

2. Ein groRBer Teil von zerlegtem Zucker wird nicht zu
CO* und Alkohol vergoren, wéahrend bei Abwesenheit von Zink-
chlorid die Bildung von Endprodukten der Garung aus Zucker
glatt quantitativ stattfindet.

3. Nach einigen Tagen wird auch das Verhaltnis CO? : Al-
kohol verandert. Dies deutet darauf hin, dald die beiden End-
produkte der Garung nicht ganz gleichzeitig entstehen. Alkohol
wird wahrscheinlich zum Teil durch Acetaldehyd ersetzt, der ja
in Gegenwart von Zinkchlorid in betrachtlicher Menge entsteht.



