Uber ein
Kohlenstoffketten kniipfendes Ferment (Carboligase).

Von
Carl Neuberg und Julius Hirsch,

{Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Institute fiir ex-
perimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.)

Voll Staunen steht taglich der Biochemiker der Fiille synthe -

tischer Vorgiinge gegentiber, die sich in erster Linie im Organis-
mus der Pflanzen, aber auch im Tierk&rper abspielen. Es entspricht
unserer gegenwirtigen Auffassung, letzten Endes die aufbauen-
den Prozesse auf Leistungen von Katalysatoren zuriiekzufiibren.

Die grofle Zahl bekannter Enzyme dient vornehm-
lich der Molekiilzerkleinerung, dem Abbau; die Wirkun-
gen der verschiedenen Carbohydrasen, Esterasen und Proteasen
bilden die typischen und Wiéhtigsten Ergcheinungen dieser Art.
Auch die Umkehr solcher fermentativen Hydrolysen, die enzyma.-
tische Anhydrisierung, ist bekannt.

In Erfiillung der von ¢. Tammann und van t'Hoff aufgestellten
Forderung ist mit Hilfe von Fermenten eine Anzahl glucosidiseher Mole-
kiilverknépfungen vorgenommen worden. A.Croft Hills, 0. Emmer-
lings sowie Armatrongs Arbeiten iiber den Zusammenachlufl von Trauben-
zuckerresten zu einem Disaccharide mittela der Maltase, die von E. Fischer
und E. F. Armatrong vollzogene Vereinigung von (ucose und Galaktose
durch Kefirlactose, van t'Hoffs, Bayliss’ sowie Bourquelots in Ge-
meingchaft mit Aubry, Bridel und Hérisaey eglolgreich ausgefiibrien
biochemischen Darstellungen von mannigfachen §- und o-Glucosiden nebst
Galaktosiden sowie von Gentiobiose und Cellobiose sind Beispiele filr diesen
Vorgang in der Gruppe der Koblenhydrate. Auch P. A. Levenes und

G. M. Meyers Angaben iiber die kondensierende Wirkung von Gewebs- -

extrakten auf Hexosen sowie Cremers und Rubners Beobachtungen diber
die Polymerisation von Zucker zu komplizierten Sacchsriden (zn sogenanntem
Glykogen) im Prefaafte von Hefe gehtren hierher, wihrend nach Lins-
ners, Sallingers und Sameos neuesten Forschungen alle Annabmen
einer Riickbildung von Stirke aus Dextrinen unter dem Einflusse der
Amylase auf Truggchliissen beruhen,
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Ein analoger Aufbau von Estern unter Mitwirkung spezifischer Kata-
Iysatoren ist, and zwar bei fettihnlichén Stotfen, Kastle und Loswenhart,
Pottevin, Bodensteln und Dietz, Welter, Hampik, Taylor nebst
anderen mit verschiedenen Lipasen gelungen, whhrend ein Ester mit an-
organischem Sdurerest von Iwenoff, L.ebedew, Harden und Young,
v. Buler sowie Neuberg aus Hexosen und Phosphaten durch Digestion
mit Befenferment erhalien worden ist.

Auch in der Proteinreihe sind seit Danilevakyg u. Okunews Ent-
deckuny dor Plasteine golche reversiblen Prozesse der Polypeptid-
bildung bekannt peworden. Die Eiweifinatur der betreffonden, aus ab-
gebauten Proteinen erhaltenen Produkte wurde durch die Arbeiten von
Kursjetf, Lawrow und anderen russischen Forschern sowie von Levene
und van Slyke wahrscheinlich gemacht, V. Henrigues und Gjaldbik
haben alsdann gezeigt, daB diese Koagulosen wirklich dem Eiweil gleichen,
indem sie durch Wasseraustzitt zwischen der charakteristischen Amid- und
Carboxylgruppe von Aminosiureaggregaten entstchen, also Saureamid--
struktur beeitzen dbirften. Die erwihnte wHiweifriickbildung* vollzieht
gich unter dem Einfiusse der Magenenzyme Pepain bzw. Lab sowie des
Papayoting; auch Orgensifte, die nach Abderhalden unter bestimmten
Bedingungen selbst His zu Aminosiuren aufgespaltenes Eiweil wieder zu
hoheren Molektilverbiinden zvsammenzufiipen scheinen, wirken dhnlich,
Als substituierte Phosphaminsiuren komplizierten Baues kémnen vielleioht
die Produkte angesprochen werden die nach T. B. Robertsons Er-
fahrungen Pepsin ans Caseinalbumosen erzeugt. Einfachere Stoife von
Carbamidcharakter sind gleichfalis auf diesem Wege gewonnen wordern,
wad Schmiedeberg sowie Abelous und Ribaut an dem Belspiele der
Hippursiureentstehung gezeigt hahen. '

Wie aber bei den Abbaureaktionen lediglich Koh-
lengtoff - Saueratoff- oder Kohlenstoff- Stickstoff-
bindungen gelést werden, so erstreckt sich der Exfolg
einer Wiedervereinigung auf die Herstellung eben
derselben Bindungen, deren Grundformen in der
Glucosid., Ester- oder Siureamidstruktur vorliegen.
Somit sind alle diese Reaktionen jhrem Wesen nach enzymatische
Anhydrisierungen: rticklauiig gemachte Hydrolysen, an
deren Zustandekommen keinerlel Oxydationen, ZRedukitonen
oder Kohlenstoffverkniipfungen Anteil haben.

Nicht gelungen ist bigher eine entsprechende enzy-

matische Synthese von —Kohlenhst.off- Kohlenstoffket-

ten, also etwa eine Umdrehung der Vorgiinge, dio sich bei den

- Gérungsprozessen abspielen; und gerade sclche Kernsynthesen

beanspruchen das allergréBte biochemische Interesse. Treten sie
uns doch in Gestilt von Gesamtleistungen lebender Zellen
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als besonders bedeutungsvoll vor Augen. Die natiirliche Ent-
stehung der Fette durch Condensation bestimmter Umwandlungs-
produkte der Zuckerarten im Tier- und Pflanzenreiche, weiterhin
die Bildung der komplizierten Proteingrundsteine und Alkaloide
in ihrer kaum erschépften Mannigfaltigkeit, die Erzeugung der
lebenswichtigen Hormone und Vitamine sind derartige Handlungen,
welche die Organismen in reichhaltigstem MaBe vollbringen.

Geleitet vondem Gedanken, dafisolchermaBen aufbauende
Enzyme vorhandensein mﬁssén, haben wirnach ihnen gefahndet und
nach lingeren vergeblichen Versuchen in der Hefe, dem Fundorte
auch des einfachsten Kohlenstoffketten zerreilenden Enzyms, der
Carboxylase, das erste derartige goeradlinige Kohlenstoffket-
ten zusammenfigende Ferment angetroffen. Wir nennen
es, da es unmittelbar C-—C-Bindungen kntipft, Carboligase.

Folgende Beobachtungen, die sich im Verlaufe unserer G-
rungsarbeiten ergaben, waren richtungweisend:

Bei den phytochemischen Reduktionen, die nach den
Untersuchungen von Neuherg und Mitarbeitern bei einfachen
und zusammengesetzien Aldehyden, bei Xetonen und Diketonen,
Thioaldehyden und Disulfiden, aliphatischen nebst aromatischen
Nitro-, Nitroso- und Hydrai{ylaminokﬁrpern sowie anorganischem
Material verwirklicht werden kénnen, findet im Grunde ein Wett-
bewerb zwischen der zugefiigten Substanz und dem bei der Zueker-
spaltung intermedifir auftretenden Acetalaehyd um den , labilen
Garungswasserstoff” statt?}. Theoretisch miflte fiiv die phyto-
chemisech bewirkte Aufnahme je zweier Wasserstoffatome ein
Mol. Acetaldehyd #brigbleiben. Tatsichlich fanden Neuberg
und Lewite, Nord sowie Neuberg und Nord bei der bhio-
chemischen Umwandlung von Methylheptenon, Thioaldehyden,
versehiedenen Ketonen und Diketonen in Methylheptenol, Mer-
captane und sek. Alkchole den Acetaldehyd im Gérgut, aber im
allgemeinen nicht in einer Ausbeute, die der Menge des Reduk-
tiongproduktes entsprach, Sie sehlossen?) daraus, daB sekundire
Verdinderungen mit dem Acetaldehyd vor sich gehen; denn in
irgendeiner Form mubBl das Oxydationsiquivalent fiir den wvoll-

1} Vgl hierzu C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 98, 146. 1018,

2y ¢, Nenberg und A, Lewite, diese Zeitschr. 91, 257. 1918; F. F.
Nord, B. 52, 1210. 1919; C. Neuberg und F. F. Nord, B. 52, 2242
und 2251, 1919, :
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zogenen Reduktionsproze vorliegen. Rine Dismutation?!) des
zu reduzierenden Korpers selbst kommt bei gleichzeitigem Zucker-
zerfall?) nicht in Frage; denn bei den Aldehyden sprach der
Ertrag an zugehérigem Alkohol, der sich bis auf 859, der Theorie
belauft, gegen eine Mitwirkung der Cannizzar oschen Reaktion.
Rei den Ketopen, Disulfiden sowie Stickstoff-Saunerstoff-Verbin-
dungen war eine einfache Disproportionierung iiberhaupt nicht
moglich,

Wir untersuchten daber die vor Jahren von . Neuberg
und E.Welde?) beschriebene phytochemische Umwandlung
von Benzaldehyd in Benzylalkohol von nesem unter
besonderer Beriicksichtigung des Auftretens von wei-
teren Produkten; an diesen hatte bei den ersten Studien éber
die phytochemische Reduktion, deren Ziel in der Darlegung des all-
gemeinen Charakters dieser Prozesse gelegen war, kein Interesse
bestanden, und auch die Methodik war nieht auf jhre Isolierung
gerichtet gewesen. Ferner schien uns jetzt die Zeit reif, diesen
ganzenKomplex vonErscheinungen in eine ‘durchsich-
tigere Bezichung zu den gleichzeitig sich abspielenden
Vorgingen des Kohlenhydratumsatzes zu bringen.
Derm in einem Sonderfalle, bei der reduktiver Bildung des Gly-
cering {aus einer hydrierbaren Abbaustufe des Zuckers), ist es
seither méglich gewesen, den vollstindigen Zusammen-
hang zwischenOxydationshub undReduktionsleistung
sowoh} hinsichtlich der guantitativen als bezfiglich der
zeitlichen Verhaltnisse klarzulegen®).

Fiir die biochemische Umwandlung des Benzaldehyds ergaben
sich nun folgende bemerkenswerten Verhaltnisse. LaBt man z. B.
eine 4 proz. Lisung von Saccharose oder Glucose unter Zugabe
von Benzaldehyd (10% der angewendeten Zuckermenge) bei Zim-
mertemperatur oder 37 ° vergiren, so riecht das Gérgut nach
94 Stunden kaum noch und zom Schluf, d. h. nach 3—3 Tagen,

1} Vgl hierzu . Neuberg, Jf. Hirseh und B. Reinfurth, diese
Zeitschr, 105, 308. 1820.

2} Chne jenen kann zie eintreten, wie diomnéchst dargetan wird.

3) 0. Neuberg und E. Welde, diese Zeitachr. 62, 478. 1014

4 ¢, Neuberg und E. Farber, diese Zeitechr. 78, 238. 1918;
C. Neuwberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365 und 92, 234.
1918; C. Neunberg und J. Hirsch, diese Zeitschr, 88, 141. 1819; 105, 507.
1820.
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gar nicht nach Bittermandelsl. Das filtrierte Gérgut, das keinen
Zucker mebr enthilt, aber selbst wenn man von Glucose ausgegan-
gen ist, nach links dreht, scheidet auffallenderweise aus Feh-
lingrcher Misehung schon in der Kilte nach gany kurzem Stehen
Kupferoxydul ab. Das Gargut zeigt ferner einen positiven Ausfall der
Legalschen Probe. Der reduzierende Korper ist mit Wasserdampf,
wenn auch schwierig, flichtig und reagiert mit Phenylhydrazin; er
geht ferner in Ather, Benzol od. dgl. iber und binterbleibt beim Ab-
dampfen des Extraktionsmittels als schwach gelbliches 01, das
gleichfalls optisch aktiv, und zwar livogyr, ist. Hin Tropfen dessoge-
wonnenen Liquidums reduziert alkalische Kupferldsung augenblick-
lich in der Kiilte. Alle diese Eigenschaften sind weder mit dem Vor-
liegen unverinderten Benzaldehyds noch mit der Anwesenheit von
Benzylalkohol als seines einzigen Umsetzungserzeugnisses vereinbar.
Mannigfaltige Schwierigkeiten waren zu {ibefwinden, da das neue
phytochemische Produkt empfindlich ist, solange Gemische vor-
liegen; nach geeigneterReinigung gelang es, seineNatur festzustellen.
Es handelt sich um einen optisch-aktiven &, f-Ketonalkohol,
Wir haben ihnin freiem Zustande isoliert, ferner sein Phenyl-
hydrazon nebst seinem p - Nitrophenylosazon dargestellt,
das Semicarbazon und Thiosemicarhazon sowie die Bisul-
fitverbindung erhalten, Unzweifelhaft hat die Substanz die
Zusammensetzung C,H; 0, und besitzt, wie im experimentellen

#*
Teile dargelegt wird, die Konstitution CHy» CO - CHOH - CH, oder

3+

C.H, - CHOH - CO - CH,; wahrseheinlicher erscheint uns voriiufig
die erste Formel. (Fine sichere Enischeidung zwischen beiden
werden hoffentlich Versuche erbringen, die noch im Gange sind.)

Dic anfangs anch in Betracht zu ziehende Aldolkonfiguration
(C,H, - CHOH - CH, - CHO) mufiten wir bald auBler Betracht
lassen. Fiir die Ablehnung der Aldehydstruktur war weniger der
vegative Ausfall der Fuchsin-Schwefligsaure-Reaktion von Belang;
denn diese tritt anch mit verwandten aromatischen Aldehyden®),
ferner selbst bei bestimmten alipbatischen Oxyaldehyden, wie den
Zucltern usw.?), nicht ein. Den Ausschlag fiir die Ketonformel gab
die Fihigkeit der Substanz, bei lingerem Erhitzen mit p-Nitro-
phenylhydrazin 2 Molekiile des Reagenzes unter Bildung des

1) Tiffeneau und Dorlencourt, Chem. Centralblatt 1909. I. 1335,

) B. Helferich und W. Dommer, B. 53, 2008, 1$20; H. Ham-
marsten. Ann. 421, 302. 1920 '
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Osazong sufzunehmen, und namentlich das Unvermigen des
Korpers, bei Behandlung mit wasserentziehenden Mitteln in Zimt-
aldehyd iiberzugehen. Nach dem Verhalten des methylhomologen
Benzaldehyd -propion-aldols, CgH, - CHOH - CH(CH,) - COH, wire
diese Anhydrisierung unbedingt zu erwarten gewesen!). Sie voll-
zioht sich bekanntlich so leieht, daB bei allen bisherigen Versuchen,
Benzaldehyd-acet-aldol darzustellen, sofort der ungesittigte Al-
dehyd, eben der Zimtaldehyd, entstgbht. DaB nicht etwa das
Diketon CH, - (0 -CO - CHy vorlag, ging in erster Linie aus der
optischen Aktivitdt hervor, folgte ferner aus dem verlangsamten
Einiritt des zweiten Hydrazinradikals, wie er fiir die Osazonbil-
dung bei Oxycarbonylverbindungen fblich ist, und eodann aus
den Resktionen mit gewshnlichem und geschwefeltem Semicarb-
azid, die nur Monoderivate lieferten, ferner auch aus dem erwihn.
ten Verhalten gegen Fehlingsche Mischung, das besonders
Substanzen mit benachbarter Stellung des CO-Restes und der
Alkcholgruppe zukommt. . .

Die einfache phytochemische Reduktion hatten wir nun
frither in mehreren Fallen?) rein enzymatisch, mit zellireien Hefe-
siiften, bewerkstelligen kénnen. Hs bestand dsher die Hoffnung,
auch den neuen kernsynthetischen Prozefl vollkommen
mait einer Fermentlésung durchzufithren. Das gelingt
in der Tat ganz glatt. Die Aufarbeitung des Reaktionsgemi-
sches ist bei Verwendung von Hefemacerationssiften etwas schiwie-
riger, sie liefert aber den durch Kohlenstoffketten - Verkniipfung
entstandenen Korper. - : '

Die Synthese vollzieht sich formal zwischen je einem Molekil
Benzaldehyd und Acetaldehyd. Nachdem durch die Arbeiten von
C. Neuberg mit E. Farber, J. Hirsch und E. Reinfurth
{I. ¢.) die Entatehung des Acetaldehyds als Zwinchenstufe bei der
Vergirung des Zuckers durch lebende Hefen wie bei seiner rein
enzymatischen Spaltung bewiesen worden ist, kann es keinem
Zweifel unterliegen, dafi das in Aktion getretene Molekiil Acet-
aldehyd dem zerfallenen Zucker ‘entstammt. ¥n dieser Hin-
sicht stellt die Fixierung eihes mol Acetaldehyds

1} Th. Hackhofer, M. 2% 95 1901,
%) Vpl. C.Kenberg und I. Steenbook, diese Zeitschr, 59, 190.
1914; ¢. Neuberg und W. I. Petetson, diese Zeitschr. 67, 32. 1914;
(. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 67, 46. 1914.

19*
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durch einen zugesetzton fremden Aldehyd unter Bil
dung einesKetonalkohols eine weitere Abfangmethode
nunmehr die dritte, dax. ' ’
Nevartig ist es auch, daBl es einen FermentprozeB gibi
der auf derf Zusammenschlufl zweier Aldehyde z1;
einem Keton hinaustinft.
' Schon im Jahre 1908 hat der einel) von uns auf eine derarlige physio-
Iogm?he Verwendungemdglichleit des Acetaldehyds hingewiesen. Firr die
_ Firkla.rung des Auftretens von Aecetybmethylearbingl bei einigen Bakterion-
girungen wurde damals eine rolche in vitro nock nicht ver:virkiichte der
Benzoml»:um%ensation analoge Umsetzung des Acetaldehyds in Bet;a,cht
gezogen. Vier Jahre spiter vermochten in der Tat A. Harden und
D. Norris®?) durch Ziichtung von B. lactis asrogenes auf verdinuten T.o-
sungen von Aee-taldehyd kleine Mengen von 2,3-Butyleng] ykoi zZi ge-
winnen. Dafl ein solcher zweiwertiger Alkahol aus der entsprechenden
gxfi(:frshiziylverk&indujf durch biochemische Reduktion hervorgehen kann,
_ atls X . S
](irh e uzg Fébregzr;;fm Neuberg mit Bchwenk sowic mit
Die physiologische Bildung eines (optisch-ak-
tiven) Ketonalkohols, der sich aus gleichen Mole-
kiilen Acetaldehyd und Benzaldehyd zusammen-
getzt, ist um so bemerkenswerter, alsreinchemiseh
eine derartige Vereinigung nicht erfolgt und auch
kein einfaecher Katalysator bekannt geworden. ist
der einen aliphatischen und aromatisehen Aldehyti
in solcher Weise aneinanderreiht. In diesen Verhalt-
nissen liegt zugleich eine Berechtigung, die erwiihnte Kohlensvofi-
kelten- Verkniipfung geméfl unseren derzeitigen Benenmungen als
einen fermentativen Vorgang zu betrachten.

Freilich, es ist nicht ausgemachst, dafl im vorliegenden Falle
die Entstehung unseves aliphatisch-aromatischen Ketonalkohols auf
die einfache ,,Benzoinkondensation™ der formelmiBigen Kompo-
nenten zuriickgefithrt werden darf, In crienticrenden Versuchen
ist es uns némlich bisher nicht gegliicks, Benzaldehyd und fertigen

Acetaldehyd mittels Hefeferment zu verbinden. Dagegen gelang

:) C. Neuberg in ¢, Oppenheimers Handb, der Biochemie 1, 225, 1908,
a} A. Harden und D. Norris, Chem. Centralblatt 12, I, 1045,
) C. Neuberg wnd E. Schwenk, diese Zeitschr. ¥f, 114, 1915;

C. Neuberg und E. Kérb, diese Zeitschr. 93, 06. 1918; C. Neubery

u:.ud . Nord, B. 52, 2248. 1919; E. Firber, F. Nord und C. Neuberg
diese Zeitschr. 112, 313. 1820, - ]
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die Kornsynthese, wenn an Stelle des Acetaldehyds
seine biologische Vorstufe, der Carbo xy-acetaldehyd,
d. h. Brenztraubensiurel), verwendet wurde. Ob die bei
der Carboxylasespaltung der Brenztraubensaure obwaltende
Molekiilbewegung vielleicht im Verein mit einer im ‘Entstehungs-
zustande besonders reaktionsbereiten Form des Acetaldehyds fiir
die Kohlenstoffketten-verknitpfung nitig ist oder ob die biologische
Kondensation sich zunichst zwischen Benzaldehyd und Brenz-
traubensdure etwa unter Bildung von &, &,-Benzoyl-oxy-propion-
siure CgH, + CO - C{OH)- CH; vollzieht, die dann unfer Kohlen-
éOOH

gaureverust den Ketonalkchol liefert, bleibt dahingestellt.

Fest steht, daf sowchl bei der zellreien Vergirung von Zucker
als von Brenztaubensiure wie auch bei der Urnsetzung beider durch
trische Hefen in Gegenwart' von Benzaldehyd die Kniipfung einer
unverzweigten Kohlenstoffketie zwischen Benzaldehyd und Acetal-
dehyd zustande kommt. Da die Reaktion auch ohne Mitwirkung

ebender Zellen, also nach unserer heutigen Ausdrucksweise, vein

enzymatisch herbeigefiibrt werden kann und ebenfalls mit anderen
Aldehyden, wie Valeraldehyd, Onanthol, Z2i mtaldehyd
usw.®) vor sich geht, so ist fiir das zugrunde liegende Agens der-
Name Carboligase am Platze. Bisher ist kein Ferment be-
kennt, das solche Korper von ,,Benzoinstruktur’ speltet; wir
haben such keine Anhaltspunkte dafiir finden konmen, daB
cmser Ketonalkohol, fertig zugesetzt, von der Hefe in die Kom-
ponenten zerlegt wiirde.

Die Verhiltnisse diérften bei den an Eernsynthesen
und Spaltungen von Kohlenstolfketten beteiligten Ka-
talysatoren vollkommen anders liegen ale beiden hydro-
lysierenden Enzymen. lDie Leistung der Carboligase
brancht ebensowenig umkehrbar zu sein wie die der
Carboxylase oder Zymase! -

Tadurch unterscheidet sich der Vorgang auch scharf und grundsttzlich
von der Cyanhydrinreaktion, die durch Emulsin aktiviert werden kann, und
zwar ndch den ausgezeichneten U:_:bersuchutngpn I. Rosenthalers (1908}
in asymmetrischem Binne, indem' z. B.' die enzymatische Forderung

1} Thre Rolle bei einer anderen bioehemiscﬁen Kohlenstofflketten-

vereinigung werden demmichst C. Neuberg und B. Arinetein

dariegen.
?} Auf die entstehenden Produkte gedenken wir spiiter einzugehen.
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dieger An.lagémné d-Benzaldehydeyanhydrin ergibt. Durch die in fhrer

ganzen Bedeutung firr die Fermentchemie vielleicht noch nicht voll aus-
geschopiten Feststellungen von G. Bredig, K. Fajans und P. 8. Fiske
besteht dem Wesen nach kein Unterschied mehr mwischen der diesheziig-
licken Wirkung von Emulsinarten und chemisch definierten Katalysatoren;
denn optisch-aktive Basen erzeugen gleichialls drebende Oxynitrile aus
den Komponenten, ¥s wire denkbar, dall di» Emulsinsubstanz sowoh! als
Ampholyt wie als unsymmefrisches Mateiial einén RinfluB susitbt. Dafl
die einzelnen Emulsivworten (sowie vielleicht Benzaldehyde verschiedener
Herkunft) bald-zur d-, bald zur 1-, bzw. d, I-Form fithren, wiirde mit den
Erfahrangen von X. Feist iiber die unsymmetrische Spalturg racemischen
Cyanhydrins im Binklange stehen und soll nach V. K. Krieble mit dem

Gehalte des Emulsing an Teilfermenten zusammenhingen, die auf die ver.

schiedenen natiivlichen Rawmformen des Amygdaling eingesteltt sind. Ob es
neben dem zerlegenden Agens ein ausschlieBlich revertierendes gibt, m. a. W,
ob in Eunlers Bezeichnungsweise, neben der Oxynitrilase {Benzeyanase)
eine bewondere Oxynitrilese vorkommt, ist ungeklirt. W. M. Bayliss sowie
A. Harden lehnen jedenfalls eine solche Seheidung ab, und ersterer erklart
die scheinbaren AuBerungen von eigenen Fermenten mit entgegen-
gosetzter Betitigung fir eine THuschung; denn_bei Ausachlub sekundsrer
Beeinflussungen von Fermenten {oder such viellsicht von Fermentaktiva-
toren, Ko-Enzymen 1) soll derselbe Zustand des Gemisches beim Spaltungs-
wie Anlagerungsversuch erreicht werden. Das System witrde demnsoh
durch die' (Heichgewichtalage der reversiblen katalytischen Realtionen wie
bei den Hydrolysen i engeren Sinne behertscht. In der Tat stehen die
Erscheinungen bei den oyanogenen Fermenten den hydrolytischen Vor-
gingen nicht ganz fern, hesonders wenn man beriicksichtigt, dal die Zer.
legung unter Wasseraufoabme dis Aldehydhydrate ergibt. Durch hydro-
lysierende Agenzien — Alkalien und Sfuren — werden die Cyanhydiine
unschwer pgespalten. Die Blausiureverbindungen gleichen in mancher
Hinsicht der Additionsprodukten von Aminen, Alkoholen, Sulfiten, Ha-
logenwasserstoffaiuren, Ferro-, Ferri- und Cobalti-cyanwasserstoff, Platin-
- chloridehlorwasserstoffetiure usw. an Carbovylsubstanzen. [Wrinnert sei
auch an die leichte Loslésung des Cyanrestes durch Silbersalze, auf
der A. Wohls bekannte Abbaumethode in der Zuckeireihe sowie ana-
iytische Verfahren beruhen. Frst durch die Verseifung zur Oxysicre
oder deren Amid wird die Kombination von HCN mit Aldehyden so ge-
festigt, dafl beispielsweise das Anlagerungserzeugnis an Benzaldehyd sich
unzweifelbeft nach der Struktur des x-Oxybenzyloyanids umsetzt, wihrend
vorher die Doppelverbindung den Charakter einer komplexen Shure zeigh;
einer Bewsis dafiir haben A. Lapworth durch Herstellung des Kalium-
salzes und H, Franeen durch Gewinnung der Erdalkaliverbindungen er-
braoht, die bereits durch heiles Wasser in die Aldehyde und Cyanide
zerlegt werden, wie Benzoxynitril selbst schon bei der Behandlung mit
‘Wasser dissoziieren kann.
Die Verhaltnisse liegen aleo so, daB sich Benzaldehyd und Blausiure
freiwillig mit betrichtlicher Energie vereinipen; pleioh in fhrer Kon-
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stitution bekannten minerslischen und organischen Mittlern katalysiert
auch des Emulsin diesen Vorgang. Dagegen findet keine Koklenstoff-
kettensynthese zwischen Acetaldehyd wnd Benzaldehyd von selber statt,
und wenn cine Reaktion zwischen beiden it rein cher:_uscheu Matl.xo.den
erzwungen werden kann, so fiihrt sie zum Zimtaldahyd_, nicht :_aber zUl einer
Kohlenstoffkettenvereinigung, wie sie in unserem optisch-aktivern Keton.
alkohol vorhanden ist. DaB fibrigens die biochemische Synthese des leta-
teren auch nicht dem Vorgange der oxydativen Molekﬁlvergri?ﬁerung an
die Seite gestellt werden kann, geht u. a. daravs hervor, dal sie — gleich
der ihr entgegengesetzten der (irung —- anasrob verliuft.

Nicht unerwihnt bleibe, daf nach vorhandenen Anhalts-
punkten neben dem Ketonalkohol noch anderer Produkte ent-
gtehen. Keiner besonderen Deutung bedarf der Umatand, d.a.li
auch bei der von uns getroffenen Versuchsanordnung, obgleich
die Mengenverhaltnisse etwas anders ‘gewdhlt sind als in fien
dlteren, nur auf die Gewinnung von Benzylalkohol gerxgl.x-
teten Experimenten von Neuberg und Welde (1. o), die
letztgenannte Substanz auftritt. Ob die . unbedeutende Meng‘e
Benzoesiure, die wir gelegentlich antrafen, auf_ eine unNspesi-
fische Oxydation des Benzaldehyds zurﬁckzufiihrerll jst oder
welchen Vorgingen sie ihre Entstehung verdankt — einer sekun-
diren Zersetzung des Ketonalkohols eder Dismutation von .an-
gewandtem Benzaldehyd —, ist noch aufzukliren. Im Besitze
aller dieser Daten wird man dazu gelangen, eine vollkommene
Bilanz der phytochemischen Reduktion ziehen zu kénnen. So
viel aber zeigt sich schon heute, dafl unsere friiher ausgespro-
chenen Anschauungen iiber die Rolle des Acetaldehyds baw. der
Brenztraubensiure als priméres Oxydationsiquivalent bei der
phytochemischen Reduktion sowie die Angicht von de.r Ver-
wendung beider zu synthetischen Zwecken durch die Auffindung
der Carboligase eine Bestiitigung gefunden haben.

Wie die Carboxylase das einfachste Enzym ist,
das der Sprengung von Kohlenstofiketten dient, so
ist die Carboligase ein Agens des einfachsten Auf-
baues solcher Gebilde. Beide Katalysatoren haben gemein-
sam eine ziemlich weite Temperaturgrenze ihrer Wirksamkeit. Im
Hinblick auf die Frage, welchen Antefl die Carboligase an der
hiochemischen Bildung von Kohlenstoffketten nimmt, mufl man
die Méglichkeit nicht auBer acht lassen, daB die unverzweigten
Kotonalkohole durch Tsomerisierung primir erzeugter Aldole
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entatehent) oder durch vmlagernde Agenzien datin ithergehen
konnten?); Aldole vermdgen aber durch eine Saccharin-
umlagerung Fettsliuren zu liefern ),

Die schlichte Beobachtung der Vorgiinge in der griinen Pflanze
hat bereits fritheeitig zu der Annahme gefihrt, daB die Assimilate,
die Kohlenhydrate, im Verein mit anorganischen Stoffen das Ba-
material aller #tbrigen Leibessubstanzen bilden. In welcher Weise
der Zueker sich dabei betitigen kann, zeigt der hier beschriehene
Fall einer fermentativen Kohlenstoff.Ketten-Synthese. Hs scheint
uns bedeutungsvoll, dafl dieselben - Spaltungsprodukte, Brenz-
traubensiure und Acetaldehyd, die wir mit guten Griinden heute
als die Abbaustufen des Zuckers bei einer Rethe biochemischer
Umsetzungen — instesondere bei der alkoholischen Zucker-
spaltung sowie bei verschiedenen Pilz- und Bakteriengirungen —
betrachten, auch hier beteiligt sind.

Bei den Erscheinungen der Dissimilation und des Umbaues.

spielt der Acetaldehyd eine #hnliche Rolle” wie der Formaldehyd
bei der Kohlenstiure-assimilation,
Experimenteller Teil,
© I Die Auffindung der Carboligasewirkung.
If. Die chemische Natuwr der durch die Carboligase
syntheligierten Verbindung.

a}) Fallbarkeit dureh Phenylhydrazin.

b) Unmittelbare Abscheidung des durch Kon-
densation gleicher Molekiile Acetaldehyd
und Benzaldehyd bei der Garung entstan-
denen Korpers.

o) Darstellung des Phenylhydrazons,

d) Isolierung des Semicarbazons.

e) Bereitung des Thiosemicarbazons.

f) Gewinnung des p-Nitrophenylosazons.

1) 0. Neuberg in Oppecheimers Handb. d. Biochemie 1. 224. 1903
und Erginzungsband, 8.608. 1913; A. Fernbach und M Schoen,
Ann. Inst. Past. 28, 700. 1914,

#) Vgl C. Neuberg und P, Mayer, H. 3%, 530. 1002; C.L. Gatin,
C.r. soc. biol. 64, 903. 1908: F. Réhmann, diese Zeitachr, 72, 26. 19186.

%} Siehe die in Kiirze erscheinende Mitteilung von €. Neuberg und
B. Arinstein.
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TII. Untersuchungen iber das biochemische Verhalten
der Carboligase. '
a) Das Vorkommen der Carboligase in denein-

zelnen Heferassen

b} Wirksamkeit der Carboligase bei Umsetzung
verschiedener Garsubstrate (Zuckerarten,
Brenztraubensiure).

¢) Die Carboligase als titiges Enzym nach Ab-
trennung von der lebenden Zelle,

d) Versuchezur Verkniipfung vonAcetaldehyd
und Benzaldehyd ohne gleichzeitig ablau-
fende Gadrungen.

¢) Uber den Zusammenhang zwischen Zucker-
oder Brenztraubensidurespaltung und syn-
thetischer Leistung. .

L. Die Auffindung der Carboligasewirkung.
Zu einem Ansatz von 280 g Rohrzucker und 280 g obergiirige

" Hefe (Senst)in 71 Wasser warden nach dem Angiren 25 com frisch

destillierter, benzosshurefreier Benzaldehyd gefligt, Das Gemenge,
das bei Zimmertemperatur belassen wurde, wies am nichsten Tage
nur noch einen spurenhaften Gerueh nach Bittermandeltiauf. Nach
Zugabe von weiteren 15 com Benzaldehyd blieb das Gérgut noch
48 Stunden bis zum Aufhéren der Kohlensiureentwicklung und bis
zum Verschwinden des Benzaldehydgeruches stehen, Bei der Prii-
furig mit Fehlingscher Mischung auf etwa noch vorhandenen Zucker

" machte sich eine starke Reduktionswirkung geltend, die auffallen-

derweise nach kurzem Stehen schon in der Kilte einsetzte. Da
jedoch die Seliwanoffsche Reaktion mit dem (#rgut negativ ver-
lief und zugefiigte frische Hefe keine Girung mehr hervorzurufen
vermochte, so war aller Zucker umgesetzt und der positive Aus-
fall der Fehlingschen Probe lediglich durch die Anwesenheit einer
bisher noch nicht beobachteten Substanz bedingt, deren Auftreten
mit der phytochemischen Umwandlung des Benzaldehyds in
irgendeinen: Zusammenhange stehen muBte.

Neben der Reduktionsprobe gab die ausgegorene Maische eine
positive Nitroprussidresktion und lieferte mib essigsaurem
Phenylhydrazin einen flockigen Niedersehlag, der von dem Phenyl-
hydrazon unverdnderten Benzaldehyds villig verschieden war,
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da. er, mit 309, iger Schwefelsfiure erhitzt, kein Bittermandelsl ab-

gpaltete, ferner weit niedriger schmolz und in organischen Lisungs-
mitteln optisch aktiv war. Auch das Girgut selbst zeigte deunt-
liches Drehungsvermdgen; es war lavcgyr.

Wir versuchten zuniichst die fragliche Substanz mittels
Wasserdampfdestillation aus dem Qirgut abzusondern. 1,5 1
desselben wurden dementsprechend behandelt, bis das doppelte
Volumien iibergegangen war. Das Destillat reduzierte Fehlingsche
Lédsung, gab positive Legalsche Reaktion und lenkte das poiari-
sierte Licht nach links ab. Da jedoch auch der Riickstand noch
die gleichen Eigenschaften besaB, s0 erwies sich dis gesuchte Ver.
hindung als schwer fliichtig und auf diese Weise nur als unvoll-
stindig abtrennbar.

Fir die Isolierung ist die Extraktion mit Ather zweckmaBig,
da es gelingt, durch 3—4 maliges Auszichen die reduzierende Sub-

stanz nahezu restlos aus dem Girgut zu gewinanen. 3 1 desselben.

wurden so oft mit Ather durchgeschiittélt, bis der Rickstand
Fehlingsche Mischung auch beim Kochen nicht mehr reduzierte.
Nach Verjagen des Athers auf dem Wasserbade hinterblieb
ein hellgelbes {J},, dem neben dem charakteristischen Geruch
des Benzylalkohols ein etwas stechender Geruch anhaftete,
Dieses (Ol war in Wasser fast gar nicht, in organischen Solventien
(mit Ausnahme von Petroléther und Ligroin) leicht lslich, gab
sine stark positive Nitroprussidrealztion ind schied aus Fehlingscher
Lisung schon in der Kilte augenblicklich Kupferoxydul ab. 0,1 com
in 10 cem absoluten Alkohol geltst hatten ein Drehungsvermégen
von ~ (,75° im l-dem-Rohr. Nach tagelangem Aufbewahren im
Exsiccator zeigte dus O] keinerlei Neigung zum Krystallisieren;
es machte sich jedoch beim Verweilen an der Tuft mit der Zeit
ein zunehmender Geruch nach Benzaldehyd bemerkbar, der das
Zeichen einer Zersstzung und zugleich auch einen Hinweis auf
die Herkunft der Substanz aus dem Bittermandelsl bildete.

1. Die chemische Natur der durch die Carboligase synthetisierten
Yerbindung.,

a) Fallbarkeit durch Phenylhydrazin,

Zur ersten Charakterisierung der neuen Substanz schien uns
das bei Behandlung mit essigsaurem Phenylhydrazin erhaltliche
Derivat geeignet. Neues Material bereiteten wir diesmal unter
Verwendung einer untergirigen Heferasse.
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Das Giirgut enthielt 300 g Rohrzucker und 300 g Hefe (unter-
girige Bierhefe des Berliner Instituts fiir Girungsgewerbe)
in 7,5 1 Wasser. Nach erfolgter Angiirung wurden 30 cem frisch-

- fraktionierten Benzaldehyds hinzugefiigh und das Gemisch 3 Tage

bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die Beendigung der Girung
stellten wir jetzt, wie in den spliteren Saccharose-versuchen, durch
den negativen Ausfall der Fehlingschen Resktion in einer Probe
fest, die zuvor viermal mit Ather extrahiert worden war. Von der
klar filtrierten ausgegorenen Maische wurden 3000 com mit einer
Losung von essigsaurem Phenylhydrazin versetzt, die auf I Teil
dieser Base 2 Teile 33 proz. Essigsiure enthielt. Es bildete sich als-
bald eine weill-gelbe Emulsion, die sich beimx Stehen zu einem
flockigen Niederschlage verdichtete. Dieser wurde abgenutscht,
mit verdiinnter Essigséure, dann mit Wasser ausgewaschen und
tiber Schwefelsiiure im Exsiceator getrocknet. Das so erhaltene
Produkt war in Wasser unlislich, ging aber in Alkohol, At;her und
Benzol leicht iber. Die alkoholische und #therische Lisung
drehten das polarisierte Licht betréchtlich nach rechts, die ben-
zolische naeh links, ein Verhalten, auf das wir bei der Be-
sprechung weiterer Versuche noch zurtickkommen werden.

Die Umkrystallisation war durch die Neigung zu 6liger Aus-
scheidung erschwert, besonders bei der Anwendung von verd.
Alkohol. Als am geeignetsten erwies sich die Isolierung der Sub-
stanz aus benzolischer Lésung durch Beigabe von Petrolither,
doch muB letzterer zur Vermeidung einer Vergehmierung tropfen-
weise zugefiigh werden, Nach wiederholtem Umbkristallisieren aus
Benzol-Petrolither erhielten wir kleine weifle Blittchen, die
scharf bei 96° schmolzen.

0,1496 g Substanz: 0,4111 g CO, und 0,0918 g H,0.

0,1435 g Substanz: 14,4 cem N {20°, 766 mm).

Daraus ergibt sich C = 74,94%, H = 6,819 und N = 11,569,
Die gefundenen Zahlen stimmen fiir ein Produkt von der Zu-
sa.mmensetzu.ng CyH,gON,; diese verlangt:

C = 75,00%, H=6,67% und N = 11,679%,.

Es handelt sich also um das Phenylhydrazén eines
Korp ers O H,,0,, der durch einen Zusammentritt gleicher Mole-
kiile Benzaldehyd und Acetaldehyd entstanden erscheint, wobei die
Jrage nach der Konstitution —Aldol- oder Benzoinform — zundichst
noch offen blieb. Zur Entscheidung zwischen beiden Moglich-
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keiten haben wir versucht, durch die Kinwirkung von Kalium-

acetat bei 120° im zageschmolzenen Rohr auf den weitgehend
gereinigten. Korper (s. u.} den ungesittigten Zimtaldehyd zu
erhalten. Es waren jedoch nach 4stiindiger Digerierung nicht ein.
mal Spuren dieser Substanz nachzuweigen, die sich schon durch
den charakteristischen Geruch hétten bemerkbar machen mussen.

- Spater (s. 8. 301) gelang es, das p-Nitrophenylosazon,
also eine Verbindung mit 2z wei Hydrazinresten, darzustellen und
s0 den Beweis fiir den ,,Benzoincharakter” der Substanz zu
erbringen, wobei wir jedoch zwischen den beiden Isomeren

+# &
CyHg - CO- CHOX - CH, und C,H, - CHOH - CO - CH; vorerst keine
bestimmte Auswahl treffen wollen.

b} Unmittelbare Abscheidung des durech ,Konden-
sation” gleicher Molekiile Acetaldehyd und Benzal.
dehyd bei der Gérung entstandenen Kiorpers.

Die nichsten Versucke waren darauf gerichtet, die durch ihr
Phenylhydrazon in ihrer Zusammensetzung erkannte Substanz
méglichst rein darzustellen.

Zu der Losung von 600 g Rohrzucker in 15 1 Wasser wurden

600 g Hefe Senst und alsbald 60 cem Benzaldehyd gegeben. Nach

3tigiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur wurde ein Quantun
von 12,6 1 filtrierten Gérgutes mit Ather erschopfend susgezogen,
das Losungsmittel nach Trocknung fiber gegliihtem Glaubersalx
auf dem Wasserbade verjagt, und der Riickstand im -Vakuum
destilliert. Bei 15 mm ging — weit oberhalb des Siedepunktes
von Benzaldehyd — zwischen 102—156° eine olige Flussigkeit
tiber, ohne daB es trotz wiederholter Rektifikation glickte, inner-
halb engerer Temperaturgrenzen sich verfliichtigende einheitliche
Fraktionen zu isolieren. Bei erneuter Destillation unter Atmo-
sphérendruck haben wir sodann zwischen 202° und 262° in
willkiirlich gewthiten Abstinden von je 10° sechs Einzelportionen
aufgefangen, von denen die zwischen 223—232° und die zwischen
253--262° giedende der Elementaranalyse unterworfen wurden.
Nur die fiir die letztere gefundenen C- und H.Zahlen standen jedoch
mit den Werten fiir die Substanz C,H,,0, einigermaBen in Einklang.

Fraktion 253—262°,

0,1658 g Substanz: 0,4472 g CO, und 0,1049 ¢ H,O.

Berechnet fiir CoHyo04: € = 72,00%; H = 6,67%; gef. C == 73,56%;
H = 7,03%,
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Bessere Resultate hat spiter mit der fiber die Bisuifitverbin-
dung gereinigien Substanz Herr Dr. Ohle erzielt, der mit der
weiteren Untetsuchung beschiaftipt ist.

Ubrigens hat auch X. v. Auwers?} bei der auf chemischem
Wege dargesteliten Racemform dieses Kérpers oder seines Isomeren keine
ganz scharfen Daten erhalten.

Die Verbindung 18st sich aufer in Alkohol und Ather in
Benzol, Toluol, Chlorcform, Schwefelkohlenstoff sowie Essigester,

. dagegen nicht oder kaum in Petrolather und Ligroin. Beim Er-

hitzen mit Natronlange erfolgt Dunkelfirbung und Entwicklung
von Benzaldehydgeruoh; Sodaldsung wirkt ebenso, aber weniger
verfirbend.

Wie achon mehrfach erwihnt, reduziert der Ketonalkohol
Fehlingsche Mischung augenblicklich bei gewihnlicher Wem-
peratur. Aus Ostscher Lisung sowie aus Cupriacetat wird
jedoech nur in der Siedehitze Eupferoxydul abgeschieden ; hingegen
wird ammoniakaliseh.alkalische Silberlésungin der Kilte
sofort geschwirzt. Dag gleichfalls berciis angefithrie Verhalten
zu Nitroprussidpnatrium gestaltet sich im einzelnen folgender-
maflen: a) Bei der gewdhnlichen Legalschen Probe (Zusatz von
Nitroprussidnatrium und Lauge) wird das Gemisch rotbraun und
auf Zugabe von Hseigsiiure blauviolett. b) Nimmt man an Stelle
der Lauge Ammoniak, so tritt eine nicht iibermiBig starke kirsch-
rote Farbung ein, die auf Essigsurezusatz ins Blaue umschligt
and schnell verbiaBt. o) Wihlt man als basische Komponente
Piperidin, so wird das Gemenge feurig-amarantrot, um nach
Ansiunerung mit Hesigsiure "sich -iiber Blau ebenfalls zu ent-
firben.

e Bozichungen unseres Ketonalkohols zum Benz-
aldehyd ergaben sich auch daraus, daB nach Zufiigen von ver-
diinnter Permanganatlosung wund Erhitzen sich zundchseb ein
Geruch nach Bittermandels]l verbreitete. Das eingeengte Filtrat
von Braunstein schied nach Anséuerung reichliche Mengen Ben-
zoesiiure ab, _

Wir haben mit den Atherextrakten verschiedener Géransitze
wiederholt den Versuch gemacht, die bei der phytochemischen
Umsetzung des Benzaldehyds suftretenden Erzeugnisse durch
einfache fraktionierte Deatillation vollkommen zu trennen, jedoch

1 K. v. Auwers, B. 50, 1177, 1917,
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ohne Erfelg. Bei den verschiedensten Drucken erstreckte sich

stets der Destillationsbereich des Gemisches vom Siedepunkt des

Benzylalkohols ab kentinuierlich iiber etwa 50°, und alle von uns
in beliebigen Zwischenriumen aufgefangenen Anteile zeigten die
fiir unsere Bubstanz als charakteristisch erkannte Reduktionskraft
gegen kalte Fehlingsche Losung und ein nach links gerichtetes
optisches Drehungsvermégen, das in seinem Umfang mit steigen-
dem Siedepunkte zunahm, dann jedoch bei der hichsten Fraktion
wieder sank. Wir haben darauf versucht, den Korper durch seine
— librigens krystallisierende — Bisulfitverbindung von dem durch
phytochemische Reduktion entstandenen Benzylalkohol und
anderen Stoffen abzutrennen. Hierbei ging jedoch ein Teil
unserer Substanz, deren Ausbeute sich durch die Gewichte der
iiber dem eigentlichen Siedepunkte des Benzylalkohels legenden
Fraktionen und des daraus gewonnenen Osazons sowle durch
die optischen Drehungswerte exmgermaﬁen abschéitzen liefi, in-
folge Zersetzung verloren,

Leichter gelang es uns, das Produkt durch eine Reihe von
Abkémmlingen sicher zu kennzeichnen und uns in diesen
Derivaten brauchbare Handhaben fiir die Lésung verschiedener
biochemischer Fragestellungen zu schaffen.

¢) Darstellung des Phenylhydrazons.

Zumichst muBte sich das zuvor beschriebene, stark optisch
aktive Phenylhydrazon, das wir bis dakin nuf durch direkte
Fallung aus dem Gérgut selbst dargestellt- hatten, auch aus dem
verdaropften idtherischen Auszuge gewinmen lassen.

600 g Hefe (Senst) wurden in 15 | Wasser suspendiert, die
600 g Rohrzucker gelist enthielten. Nachdem die Kohlensiure-
entwicklung eingesetzt hatte, trugen wir 60 g reinen Benzalde-
hyd ein, digerierten 4 Tage bei Zimmertemperatur und weitere
24 Stunden bei 37° bis zum vélligen Verbrauch des Zuckers. 111
der Klar filtrierten Maische wurden mit Ather ausgeschiittelt, die
Extrakte durch Abdampfen vom Losungsmittel befreit und ver-
eint der Destillation unter vermindertem Druck unterworfen. Bei.
16—17 mm gingen {iber:

zwischen 94—-115° 10,28 g
- 118—130° 22,99p,

” 140—-156°  5,82p,
insgesamd m
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Alle drei Fraktionen zeigten in der K#lte augenblicklich einen
positiven Ausfall der Fehlingschen Reaktion und waren livogyr.
1 g der-mittleren Fraktion (116—139°) wurden in wenigen com
reinenn Alkohols geldst und mit Wasser zu einer homogenen
Emulsion verdiinnb, aus der mittels einiger com essigsauren
Phenylhydrazins ein gelblicher Niederschlag ausgefallt wurde.
Nach wiederholtem Umkrystallisioren aus Benzol-Petrolither er-
hielten wir das Hydrazon in weiBen Krystallen vom Schmelz-
punkte 96°,

0,1486 g Substenz: 0,4068 g CO, u. 0,024 g H,0.

CysH ;ON, Ber. C=75,00%; H = 6,67%;

gef. C = 74,60%; H = 6,939,
Bestimmung der Drehung:

0,067 g Substanz, in 10 cem Benzol gelost zejgten im 2-demn-Rolir
— 2,20°;

{“]I} = - 164:2 .

0,042 g Substanz, in 10 com abs. Alkohol - gelést, polarisierten im
2-dom-Robr = - 1,83°;

2 ['0;]9 = -} 217,8°,

Zur Kontrolle dieser Daten wurde aus 3 1 desselben Ansatzes
in gleicher Weise, wie schon eingangs (s. 8, 205) beschrishen ist,
durch divekte Ausfillang mit essigsaurern Phenythydrazin das
optisch-aktive Hydrazon dargestellt, das den Smp. 96° hatte.

90,1396 g Substanz: 13,2 com N {12° und 784 mm).

Oy H,gON,  Bor. N = 11,67%; gef. N == 11,289,

. Bestimmung der optischen Drehung:

Fiir 0,216 ¢ Substanz, in 10 dem Benzol gelost, war im 2-dem-Rohr
o = — 7,30°;

[al, = — 169,0°.

0,426 g Substanz, in 10 com abs. Alkohol gelost, drehten im 2-dem-
Robr = -+ 18,17°; .

[o]p = +213,3°

Die Elementaranalyse und die Ubereinstimmung des aua dem
Atherextrakt dargestellten Phenylhydrazons in seinen charak-
teristischen Konstanten!) (z. B. in den Drehungswerten usw.) mit
dem aus dem Gargut dirokt gewonnenen Derivat zeigen die Iden-
titit beider Verbindungen an,

*) Ob die optisch-aktive Komponente vallig frei vom Racemkorper
ist, laBt sich nioht angeben.
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d) Isolierung des Semicarbazons,
1,2 g Semicarbazidchlorhydrat wurden in wenig Wasser ge-
1ost, mit 1,2 ¢ Kaliumacetat in alkcholischer Lisung sowie mit
1.5 oo des im Vakuum dbergetriebenen Erzeugnisses der bio-

chemischen Reaktion (Kp,; 116—139°) versetzt. Nach einiger Zeii .

fie! heim Stehen in der Kilte ein weiller krystailiniseher Nieder-
schlag aus, der abgenutscht und getrocknet wurds. Die gewonnene
Substanz schied sich gut aus absolutem Alkohol ab und zeigte nach
wiederholter Krystallisation den konstanten Schmelzpunkt 189°.

0,2013 g Substanz: 33,56 com N (14° wnd 762 mm).

CmHIaO}N's. Ber. N == 20,28%,; gef. N = 19,64%,

Ferner haben wir ein Gemisch der niedriger und héher siedenden
Fraktion des Rohproduktes gleichfalls suf das Semicarbazon ver-
arbeitet. Wir erhielten es wiederum nach mebrmaligem Um-
kristallisieren in Blattchen vom Schmelzpnnkf 188 —-189°.

0,1613 g Substanz Heferten 0,3208 g CO, und 0,0758 g H.0.

O H 30,4, Ber. C=5797%; H = 6,28%;

gef. O =57,79%; H = 5,61%.
Das Semicarbazon wurde in beiden Fillen wie -auch bei spiiteren
Priiparationen optiseh inaktiv befunden. Es stimmt in seinem
Schmelzpunkte mit dem .von K. v. Auwers (L. ¢.) erwihnten
Abkdmmling des «-Oxypropiophenons CH, - CO - CHOH - CH,
tiberein.
o] Bereitung des Thiosemicarbazons.

Als weiferes Dertvat der durch das Dinitroosazon (8. 8. 301}
als «, f-Ketonalkohol charakterisierten Substanz haben wir
noch das Thicsemicarbazon dargestellt.

1,0 g Thiosemicarbazid wurden in der nétigen Menge siedenden

“Wassers geldst und mit 1,9 cem der Traktion IT (Kp,q 116—139°)

des letat beschriebenen Gargutes versetzt. Bei Durchschiitteln oder
auf Zugabe von wenig Sprit erstarrie die Mischung sofort zu einer
festen Krystallmasse, die in Wasser unléslich und in heifem Al
kohol 16stich war. Nach Umkrystallisation aus absolutem Alkohol
erhiclten wir weiBe Nidelchen, die bei 204--205° (bei schnellem
Erhitzen) unter Zersetzung schmolzen.

0,1310 g Substanz: 21,0 com N (18°, 770 mm).

0,1488 g Substanz: 0,2064 g CO, urd 0,0767 g H,0.

0,1362 g Substanz: 0,1402 g BaSO, (= 0,01022 g 8).

O, H, N,08. Ber. C = 53,81; H = 5,82; N -= 18,83; 8§ = 14,35%;
gef O ==5414 H-=577; N =1867; § = 14105,

" -im‘-m'_ e A e e
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Das Thicsemicarbazon zeigte die von C. Neuberg und
W. Neimann?) beobachtete Fihigkeit dieser Verbindungen, un.
1ésliche Niederschifige mit Metallsalzen, namentlich mit Silber-
nitrat und Sublimat in alkoholischer Lisung, zu geben. Das Thio-
semicarbazon ist ein besonders leicht entstehendes, ausgezeichnet
krystallisierendes und charakteristisches Derivat des Ketonalkohols

f) Gewinnung des p-Nitrophenylosazons.

Das Ausgangsmaterial war suf die mehrfach dargelegte Weise
hei Vergirung von 1 kg Saccharose in 26 | Wasser mit 1 kg
Patzenhofer Unterhefe in Anwesenheit von 100 g Benzaldehyc
erhalten. Von dem filtrierten Girgut wurden 23 1 verarbeitet, de
Riickstand des Atherextraktes wurde in folgende Anteile rerlegt

Frakiton I: bei 15 mm ‘85— 08° 3,50 g,
» Ik, 15mm 99—110° 27,31 g,
, Iil: ,, l5mm 1l1--120° 28,42 g,
n IV ,, 14mm 121--135° 33,26 «,
. Vi, 13—14mm 136-—147° 17,92 g,
Gesamtansbeute aus 97 g Benzaldehyd == 110,41 g.

4,5 g p-Nitrophenylhydrazin wurden in 25prow. Essigetiun
der einige com abs. Alkohol zugesetzt waren, in der Hite
geldst, Zu der klar filtrierten Fliissigkeit wurden 1,7 com ds
Fraktion IV gegeben. Nach 21/,stiindigem Erhitzen im Wasse
bade war ein dunkelroter Niederschlag ausgefallen, der auf de
Nutsche mit verdiinnter Essigsiure, dann mit Alkohol un
Ather gewaschen wurde. Die entstandene Substanz (Rohausbent
2,5 g) war leicht lslich in Pyridin sowie in heiBers Nitrohenzo
sehwer oslich in siedendem Bisessig, unléslich in Wasser, Alkoh
und Ather. Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus einem G
misch von Nitrobenzol und Eisessig bekamen wir purpurrof
Niidelohen, die sich bei 264—265° verflissigten und somit der
selben Schmelzpunkt hatten, wie das von K. v. Auwers?) da
gestellte p, p-Dinitroosazon des Acetyl-henzoyls.

0,1666 g Substans : 0,3875 g CO, und 0,0658 g H,0.

90,1552 g Substanz : 26,6 cem N (19°, 766 mm),

CyHsNeOp Ber. C == 60,38%; H = 4,30%; N = 20,09%;

gef. O~ 60,16%; H — 4,38%; N = 18,86%, .

1 ¢, Neuberg und W. Neimann, B. 33, 2049, 1902,
5} L e §. 1178; an anderer Stelle (I c. 1181) findet man freili
356—-257° als ¥. verzeichnet. :
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1,7 com der Fraktion V, die:in gleicher Weise mit p-Nitro-
phenylhydrazinacetat behandelt wurden, - lieferten eine Roh-
ansbeute von 1,3 g Osazon. Wir losten die Substanz in Pyridin
und schlugen sie mit verdiinnter KEssigsiure nieder. Nach
wiederholtemm Umfillen lag glejchfalls das Produkt vom Smp.
264—266° vor. )

HE Untersuchwapen iiber dag biechemische Verhalten der Carbollgase.

Das Auftreten eines optisch-aktiven Kondensations- -

produktes von Benzaldehyd und Acetaldehyd bei der
alkoholischen Giirung in Gegenwart von Bittermandeldl wies auf
die Beteiligung eines aufhauenden Agens hin. Offensichtlich
steht die Bildung der Substanz in naher Beziehung zur Tatigheit
der Zymase. Denn der Acetaldehyd, iiber den als Zwischenstufe
erwiesenermaBen die alkoholische Zuckerspaltung fithrt, dient —
wenigstens formal — als Baustein fiir jene Synthese.

Wir vermigen.die allgemeine Bedeutung der Carboligase
einerseits durch ifhr Vorkommen in verschiedenen Heferassen
und sndererseits durch die Verwendung wechselnder Giirsubstrate
zu erweisen. Der ., Fermentcharakter* diirfte aller Unsicher-
heit dadurch entriickt werden, daB wir dic synthetisierende Kraft
auch fiir zellfreie Ausziige, also nach Abtrennung von den lebenden
Erregern, dartun konnten.

n) Das Vorkommen der Carboligase in den einzelnen
" Heferassen.

Wir haben die Carboligase in simtlichen uns zu-
ginglichen Hefesorten feststellen konnen. In den vorher
beschriebenen Versuchen haben wir Oberhefe der Brauerei
Benst und die untergirigen Rassen des Instituts far
(tirungesgewerbe sowie der Patzenhofer Brauerei mit
Friolg benutzt, ebenso spiter Trockenpriiparate aus dem ober-
girigen Stamm der Brauereien Engelhardt und Senst.
Alle diese Varietditen zeigten bei der Girung in Gegenwart von
Benzaldehyd das Vermdagen, Kohlenstoff an Kohlenstoff zu ketten.

b) Wirksamkeit der Carboligase bei Umesetzung ver-
schiedener Garsubstrate.

Da die Aufspaltung der vergidrbaren Kohlenhydrate letzten

Endes ither die Glieder der Brenztraubensiure und des Acetal-

Uber ein Kohlenstofficetten kniipfendes Ferment {Carboligase). 30

dehyds verlduft, so war zu erwarten, dall die Carboligase, die de
intermediir auftretenden Acetaldehyd infolge der biologische
Synthese festhilt, auch beim Wechsel mit den Gixsubstrate:
in Erscheinung tritt. Diese Annahme bestidtigte sich durch des
folgenden Versuch, zu welchem Glucose statt des bisher ver
wendeten Rohrzuckers diente. Spiiter (s. 8. 308) wird gezeig!
dall Brenztraubensiure die Kohlenhydrate bei dieser Reak
tion ersetzen kann.

Das Giargut enthielt 1200 g Stirkesirup') und 1 kg Hef
Engelhardt in einem Gesamtvolumen von 26 1. Nachdem di
Kohlendioxydentwicklung eingetroten war, wurden 80 cem Benz
aldehyd zugefiigh. Nach 3thgigern Btehen bei Zimmertemperatu
war die Gérung beendet.

Von dem filtrierten CGirgut wurden 2 1 mit essigsauren
Phenylhydrazin versetzt und eine Rohausbeute von 4,5 g Phe
nylhydrazon erhalten, das aus Benzol-Petrolither umkrystallisier
wirde und bei 96° schmolz.

0,2639 g, in 10 com Benzol gelost, drehten im 1-dem-Rohr = — 4,72°

{al, = — 178,85°

0,2698 g, in 10 com abs, Alkoho!l geltst, zeigen im I-dem-Robr Rechi
drehumg = -+ 6,11%;

[y = + 226,48°.

21.4 1 Filirat wurden ausgeiithert und nach Abdampfen de
Athers reltifiziert.

Fralktion I gott bei 12 mm bis 80° (Vorlsuf),

. H o, ., 12, 81-100° 16 g
. I, .. 12, 101-—-110° 35 g,
. IV 12, 111-125° 16,3 g,

kL] ¥ I3 I3 12 2 126—1500 19,3 g

Portion I uvnd IT reduzierten Fehlingsche Lésung in de
Wirme, wihrend die {ibrigen Anteile dies schon in der Kalt
taten. ' -

Die optische Untersuchung der drei hochsten Fraktionen (j
6,10 g in 5,0 com Alkohol gelfist) ergab im l-dem-Rohr folgend
Werte:

fiir Fraktion IIT — O,7L°,
» o v — 1.80¢,
1, » v - 0,66°.

i) Wir verwendeten ihn des Preises wegen statt reinen Trauber
zuckers,

20*
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¢) Die Carboligase als titiges Enzym nach Abtrennung
von der lebenden Zelle.

Bei der biochemischen Anlagerung von Acetaldehyd an Benz-
aldehyd gelang es uns, det enzymatischen Charakter dor Reaktion
dadurch nachzuweisen, daBl sich der von frischer Hefe hervor-
gebrachte Ketonalkohel auch bei zellfreier Vergarung mittels
Hefemacerationssaften gowinnen lie.

a) 4900 g Trockenhefe Senst (die wir 6 Monate vorher pri-
pariert hatten) wurden in 15 1 Wasser von 40° eingeriihrt und
2%/, Stunden bei 37° im Brutschrank belassen. Durch Filtration
wurden 5175 cem klarer Saft gewonnen. Diese wurden mit einer
Losung von 730 g Rohrzucker auf ein Gesamtvolumen von
5875 cem gebracht und in einen Brutschrank von 37° gestellt.
Sobald die Kohlensiureentwicklung im Gange war, wurden 75 cem
frisch deslillierter Benzaldehyd hinzugefiillt, wodurch die Girung
nicht unterbrochen wurde. Nach 6 Stunden sowic nach weiteren 24
Stunden wurde nochmals je 5 com Benzaldehyd nachgegeben.
Nach insgesamt 4 Tagen war die Umsetzung beendet. Das Gargut
wurde zur Koagulation des EiweiBles auf dem Wasserbade erhitzt,
der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat ausgeithert. Es
hinterblieb nach Abdampfen des Athers ein Riickstand von ca.
30 com; dieser reduzierte Fehlingsche Losung momentan bei
Zimmertemperatur und roch nur schwach nach Bistermandelsl?
Durch Destillation im Vakuum wurden bei 10 mm Druck folgende
Fraktionen aufgefangen:

Fraktion I tis 83° 0,49 g (Vorlauf),

» I 84— 100" 483 g
. III 101-110° 6,80 g
W AV 111 -180° 10,85 g
. V 131-153° 1,96 g

Mit Ausnahme der ersten Fraktion, die dem Geruche nach zu
urteilen, hauptsichlich Benzaldehyd enthielt, gaben alle anderen
Anteile eine positive Fehlingsche Reaktion in der Kilte. Bei der
optischen Untersuchung zeigten die Portionen II bis IV (je
1.0 com in 5,0 cem abselutern Alkohol gelost) it 1-dem-Rohr keine
Ablenkung. 1.0 cem der Fraktion V, in 5,0 cem absolutern Alkohol
geliat, drehte unter gleichen Umstanden nach links, und zwar
= — 1,07,

Zum Nachweise der Carboligasewirkung im zellfreien Muce-
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rationssafie stellten wir aus Fraktion 1V das Phenylhydrazon dar.
5 cem wurden in Wasser suspendiert und mit einer Lésung von
5 cem Phenylhydrazin in 15 cerma 33proz. Hssigsiure verscizt.
Der sich bildende Niederschlag wurde wiederholt aus Benzol-
Petrolither umkrystallisiert. Wir erzielten das reine Produkt vom
Smp. 96°, dessen alkoholische sowie benzolische Lisung jedoch
optisch inaktiv war.

0,1513 g Substanz gaben: 0,4167 g CO, und 0,6933 g H,0.

O HgON, Ber. C = 75,00%; H — 6,67%;

gef. C = 7511%,; H = 6,85%.

Woraul die Bildung eines inaktiven Kondensationsproduktes
bei der zellfreien Girung im Gegensatz zur Entstehung einer
aktiven Form bei der Giirung mit lebenden Hefen zuriickzufiithren
ist, kénnen wir nicht sagen. Mdglicherweise kommt eine Pseudo-
merisierung zum Dioxy-propenyl-benzol: '

G H, - CO - CHOH - CH, — C,H, - C{OH): C(OH)" CH,,
die der Enolbildung der Ketozucker!) oder den Bezichungen?)
wwischen Glyeolaldehyd-dicarbonsiure und Dioxy-maleinsdure
entspricht, in Betracht.

Dali die Art der Aufarbeitung, wenigstens das Erhitzen des
Gargutes zur Ausfillung des Eiwcilles, keinen Einflull auf die
optischen Eigenschaften unseres Ketonalkohols ausiibt, steliten
wir durch analoge Behundlung von aktivem Ketonalkohol fest,
der durch einen Gérversuch mit frischer Hefe gewonnen war,
Auch an éiner Besonderheit der verwendeten Trockenhefe liegt
dies Verhalten nicht, wie folgender Versuch lchrt:

) Aus 4 kg Trockenhefe Engelhardt wurden 4907 com
Saft gewonnen, der mit einer Losung von 800 g Rohrzucker in
700 ccm Wasser vermischt wurde. Nach dem Angiren (bei 37°
im Brutschrank) wurden 25 cem Benzaldekyd und nach weiteren
7 Stunden nochmals 10 cem Benzaldehyd zugesetet. Nach 72
Stunden war die Gédrung erloschen. Durch Erwirmung warde
wiederum das Eiweil zum Gerinnen gebracht, das klare Filtrat
dann wmit Ather ausgeschiittelt, der Ather abgedampft und der
Riickstand im Vakuum destilliert. Bei 10 mm wurden folgende

Fraktionen aufgefangen:
3 A Woh! und C. Neunberg, B. 33, 3099, 1900 :
R.CO-CH(OH)H -» R.C{OH): CH{OH).
2y COLIL- CO - CHOH - COOH — COH - C{OH) : C(OH) - CO,H .
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Fraktion I 80—-100° 8,78 g.
- O 1H-110° 10,565 g,
» -4l 111--120° 6,68 g,
. IV I21-130° 4,05 g.

Die Priifung mit Fehlingscher Mischung ergab fiir Portion I
eine positive Reaktion beim Kochen, wihrend die iibrigen Frok-
tionen schon in der Kiilte reduzierten. Stmtliche Anteile waren
optisch unwirksam.

Tiir optisches aktives Benzoin, das vom drehenden Mandslsiureamid
aus mit Phenylmagnesiumbromid zuginglich ist, zeigte H. Wren?), daB
es durch manpigfache Finfliisse leicht racemisievt wird; diese Substans
kann mit unserem Keionalkohol dimchaus verglichen werden.

Aus b g der Fraktion I1T wurden durch Einwirkung von. essig-
saarem Phenylhydrazin 4.5 g Hydrazon erhalten, das nach dem
Umbkrystallisieren aus Benzol.Petrolither scharf bel 96° schmolz.

Wir konnten somit in den girwirksamen Aus-
riigen aus zwel verschiedenen Hefesorten die
Carboligasewirkung nachweisen -

d} Versuche zur Verkniipfung von Acetaldehyd und
Benzaldehyd ohne gleichzeitig ablaufende Girungen.

Nachdem wir so die Carboligase als Ferment charakterisiert
hatten, versuchten wir, die Synthese unabhingig von dem Gérungs-
vorgange direkt mit den beiden Komponenten Benzaldehyd und
Apetaldehyd durchzufithren.

ay 13, I klarer Mecerationssaft aus Sensthefe wurden

mit 10,6 g Benzaldehyd und 4,4 g Acetaldehyd sechs Tage lang
bei 37° im Brutschrank belassen. Zur Gewinnung unserer alkchol-
ioslichen Substanz und zur Entfernung des Eiweifles wurde das
Gemigch im Fanst-Heimschen Apparat bei 35° eingeengt und
sodann die trockene Masse in absolutem.Sprit anf dem Wasser-
bade extrahiert. Nachdem der Weingeist unter vermindertem
Pruck abgedampft war, wurde der Riickstand nochmals mit
Alkohol aufgenommen und mit dem doppelten Volumen Ather
versetzt. Dabei fiel ein unlislicher Niederschlag aus, der ent-
fernt wurde. Diese Behandlung wurde nochmals wiederholt,
sodann der Alkohol-Atherauszug abdestilliert und der Riickstand
im Valtwom fraktioniert. Es gingen bei 120—135° und 15 mm
Irruck mur wenige Tropfen eines gelben Oles tiber, die Fehlingsche
Lésung nicht reduzierten und optisch inaktiv waren.

1y 7. Wren, Journ. Chem. Sce. 95, 1503, 1009,
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Da micht von vornherein feststand, ob der negative Aunsfall
dieses Ansatzes nicht auf eine Vergittung des empfindlicheren Fer-
menteaftes durch die zugesetzten Aldehyde zurlickzufiihren war,
haben wir einen entsprechenden Versuch mit lebender Hefe an-
geatellt.

) 450 g frische Oberhefe (Senst) wurden in 51 Wasser
sugpendiert, die als Nihrsalze 36 g Ammoniumsulfat, 18 g Pi-
natriumphosphat sowie Spuren KC und MgS0, enthielten, Eine
Probe dieser Hefeaufschwemmung erwies sich aly girttichtig. Wit
gaben sodann 22,5 g Benzaldehyd und 9,4 g Acetaldehyd hinzu
und kontrollierten den Fintritt einer etwaigen Synthese durch dic
Prifung des optischen Verhaltens. Nach 24 Stunden war dic
Drehung der filtrierten Maische im 2.dem-Rohr 0, obwohl di
Hefe lebensfihig geblieben war, da eine Probe, mit Zucker gemengt
in Girung geriet. Nach 48 Stunden waren wir gezwungen, weger
offensichtlicher Vergiftung der Hefezellen (die Giirprobe unter Zu
figung von Zucker fiel negativ sus) 450 g frische Hefe, in 11 Wasse:
suspendiert, hinzuzusetzen. Am nichsten Tage wies die polari
metrische Priffung im 2-dem-Rohr: — 0,15° aus; die Fehlingsch
Reaktion war ganz schwach angedeutet. Da eine kleine Menge de
Maische mit neuem Zucker keine Garung mehr zeigte, so gabe:
wir nochmals 450 g Hefe hinzu. Dassclbe taten wir naeh weitere:
24 Stunden, sodaB wir im ganzen 1,8 kg Hefe angewendet hatten

. Am sechsten Tage filtrierton wir ab und schiittelten 13,5 1 klare

Tiltrat mit Ather aus. Nach Verjagen des Athers wurde der Riick
stand bel 15 mm rektifisiert.
Fraktion I 68— 75° 20,78 g,
* PO | T6—1056° wenige Troplen,
- HI  106-135° 2,80 g.

Die letzte Portion erstarrte teilweise zu einem Krystallbre
und reduzierte Fehlingsche Losung erst beim Erhitzen; erstere
erwies sich zum groften Teile als Benzoesiiure. Bei der geringe:
Aushente an reduzierender Substanz gelang es uns nicht, ei
Derivet unseres Ketonalkobols zu gewinnen. Die vielleicht vor
handene kleine Quantitat dirfte wohl unter Mitwirkung selbst
garender Kohlenhydrate der reichlich benutzten Hefe entstande
sein. Selbstverstindlich soll nicht die Moglichkeit in Abrede ge
stellt werden, daf sich unter geeigneten biochemischen Bedingange
die zwei Aldehyde zum Ketonalkohol vereinigen konuten.
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e) Uber den Zusammenhang zwischen Zucker- oder
Brenztraubensiurezerlegung und synthetischer Lei-
i stung.

Da es uns nieht gegliickt war, mit den bheidern Bausteinen
Benzaldehyd und Acetaldehyd die Kondensation direkt herbei-
vufiihren, versuchten wir, ausgehend von der Brenztrauben-
88 ure — der unmittelbaren Vorstufe des Acetaldehyds beim Zerfall
des Zuckerinolekills — die biologische Synthese zu bewerkstelligen.

Der Ablauf der durch die Arbeiten Neubergs wohlbekannten
Carboxylase-Thtigkeit scheint fiir die Entfaltung dér Carboli-
gase von wesentlicher Bedentung zu sein, da der Zusammenschlufl
vor Benzaldehyd mit dem aus der Brenaztraubensiure sich ab-
spaltenden Acetaldehyd glatt erfolgt. )

«) 200 g Hefe (Engelhardt}) wurden in 101 Wasser verteilt
und hierzu 25 g reine, frisch fraktionierte Brenwtraubensiure ge-
geben. Das Gemisch wurde bei 37 ° digeriert. Nach 24 Stunden konn-
ten wir die Carholigasewirkung schon an dem Auftreten einer opti-
schen Aktivitiit festatellen, Dag filtrierte Gargut zeigie im 2-dem-
Rohr — 0,4°. Wir setzten, da der (Geruch des Bittermandelils
bereits fast véllig verschwunden war, nochmals 10 com Benz-
aldehyd hinzu. Nach 48 Stunden trugen wir weiter 100 g Hefe

und 8,9 g Brenztraubensiiure sin, Am nichsten Tage betrug die

Drehung im 2-dem-Rohr - 0,78°. Al nach 6 Tagen die CO,-
Entwickhmg beendet war, filtrierten wir ab und dtherten 9300 com
aus. Die Fraktionierung des Atherriickstandes geschah bei 13
bis 14 mm Druck.

Fraktion 1 bis 80° Vorlauf,
. I 81--100° unbedeutend,
. IIT 111-115° 23 g
» IV 116--127° 40 g,

w  V 128—145°  [emstarrt krystallinisch).

Anteil 11 bis ¥ reduzierten Fehlingsche Losung bei Zimmer-
temperatur. 3,4 g der Fraktion IV ergaben mit einer entsprechen-
den Menge essigsaurem Phenyithydrazin 3,5 g Reaktionsproduks,
das aus Benzol-Petroldther wiederholt umbkrystsllisiert wurde, .bei
96° schmolz wnd in alkoholischer Lisung das polarisierte licht
nach rechis drehte.

0,1619 g Substanz: 0,4447 g CO, und 0,0921 g H,O.

Ci:H,ONy . Ber. € = 75,00%; H = 6,879%;

T gef. O = 7491%,; H — 8,36%.

Uber ein Kohlenstoftketien kniipfendes Ferment (Carboligase), 3

Die in Fraktion V aufgetretenc Krystallmasse bestand v
wiegend aus Benzoesiure: ihre Entstehung diirfte durch Dism
tation zu erkléiren sein, die wohl bei einer Brenztranbensim
spaltung eintreten kann, wihrend bei gleichzeitigem Umsatz d
wasserstofireicheren Zuckers der mobilisierte »Girongswasse
stoff am Benzaldehyd angreift und seine Disproportionieru
hintanhilt. :

) Ein anderer Giizansatz enthielt 25 g Brenztroubensiure ur
20 g Hefe (Senst) in 101 Gesamtvolumen. Nach dem Angiire
wurden 20 comn Benzaldehyd und nach weiteren 6 Stunden nool
mals 5 com zugegeben. Nach 3 Tagen war bei 37° die Reaktic
beendet. 9480 cem des filtrierten Girgutes wurden ausgeiither
und der nach Abdunstung des Athers hinterblichene Riickstan
wurde bei 11 bis 12 mm rektifiziert.

Fraktion I bis 80°  Vorlast,
w I 911068 348 g
- IE 108120 063 g,

. - IV 121--130° 5,80 g

Sobald im Ansatzrchr Erystallbildung auftrat, wurde di
Destillation abgebrochen. Anteil I reduzierte Fehlingsch
Mischung in der Hitze, jede der iibrigen Portionen schon in de
Kilte.

Zur Untersuchung der optischen Aktivitit wuxde von den ot
schiedenen Anteilen 1,0 com in 10 cem absolutem Alkohole gelis
und die Ablesung im I-dem-Rohr vorgnommen :

Fraktion I —0,48°,
o 1D 3,775,
» Al -
» IV —12,68°,

Zur Identifizierung der Substenz wurden 2,5 g der Fraltior
IV in 400 cem Wasser snspendiert und mit einer Liésung vor
2,5 eom Phenylhydrazin in 7.5 cem verd. Essigstiure vermischt
Die Ausbeute an rohem Hydrazon belief sich anf 3,2g; nach Um.
krystallisieren aus Benzol-Petrolivther Iag der 8mp. bei 96°. Dag
polarimetrische Verhalten dieses aktiven Phenylhydrazons stimmte
mit dem der Privparate itberein, die in den Géirversuchen mit Rohe.
zucker oder Stirkesirup gewonnen waren {s. 8. 299 u. 303).

0,1074 g Substanz in 10,0 com abs. Alkohol drehton im 2-dem-Rolr
= - 45759;
[« = 4 221,138°,
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0,1305 g Substanz in 10 ccmn Benzol drehtén im2-dom-Rohy = — 4,47°%;

fa)p = — 17L,26°

Somit zeigt sich, daB es fir den Eintritt der
Carboligasewirkung einerlei ist, ob die volle zy-
matische Spaltung der yérééhiedenen garfahigen
Zucker oder die carboxylatische Zerlegung von
Brenztraubensiure abliunft, ‘

Fi#r die Abbaustufe, die Brenztraubensiure, er-,

gibt sich zugleich eine neue biochemische Rolle: sie
ist det Ausgangsort kernsynthetischer Funktionen.

Berichtigung

zu dem Beitrag 7. Asz6di ,,Beitrag zur Kenntnis der chemi-
schen Wirmeregulation der Shngetiere. IL.“
Band 113, Seite 75 unten.
Die Tabelle loc. cit. nehencinandergestellt, ist fortlaufend zu
lesen, und zwar folgendermafien:
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