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147. Felix Hhrlich: Uber die Bedingungen der Fuseldl-
bildung und tber ihren Zusammenhang mit dem EiweiSaufbau
der Hefe.

{Eingegangen am 2. Marz 1907; vorgetragen in der Sitzung am 26. November
1906 vom Verfasser.)

In friiheren Mitteilungen iiber die Entstehung des Fuseldls bei
der Hefegiirung ) habe ich bereits mehrfach auf den nahen Zusammen-
hang zwischén der Fuselolbildung und dem EiweiBaufbau 'der Hefe
aus Aminosiuren hingewiesen. Die Umwandlung der hauptsachlichsten
Fuselolbildner, des Leucins und Isoleucins, in die entsprechenden
‘Amylalkohole ist offenbar nur in dem Sinne verstindlich, daB die
beiden Leucine, die ausgezeichnete Stickstoffnidhrmittel fiir die Hefe
sind, nicht als solche von der Hefe aufgenommen und ihrein Kdrper-
eiweiB einverleibt werden, sondern wihrend der Gérung vermutlich
durch ein hydratisierendes Enzym der Hefe zuvor eine Spaltung in
den um ein Kohlenstoffatom drmerén Alkohol, sowie in Ammoniak
und Kohlensdure erleiden, zufolge der beiden Gleichungen:

CHs_ . .

CHz/CH' CH..CH(NH,).CO:H+ H; O
) &-Leucin

CH,_

= CHs/CH .CH;.CH: OH + CO. 4+ NH,.
inaktiver Isoamylalkohol

CH! \* o ~ CH:{ ~ *,
CyHs C.H;
d-Isoleucin optisch-aktiver d-Amylalkohol -

Wihrend der bei dieser Reaktion entstandene Amylalkohol oder,
allgemein gesprochen, das Fuselol weiterhin unangegriffen in der Gir-
fliissigkeit zuriickbleibt, wird das gleichzeitig gebildet¢é Ammoniak un-
mittelbar nach seiner Abspaltung von der Hefe auf unldslichen Stick-
stoff, d. h. also auf Korpereiweil, verarbeitet, was :allein schon daraus
hervorzugehen scheint, daB bei der Vergirung von reinem Zucker
und reinem Leucin mit Reinzuchthefe weder im Verlauf des Gér-
prozesses, noch nach Beendigung desselben Ammoniak in der Losung
nachzuweisen ist, obwohl deutliche Mengen Fuselél entstanden und
ungefihr entsprechende Quantititen Leucin aus der Losung ver-
schwunden sind. Als ein weiterer indirekter Beweis der Abhingig-
keit der Fuselolbildung von dem EiweiBaufbau der lebenden Hefe
kann gelten, daB Acetondauerhefe, also abgetitete Hefe, die eiweifi-

1'F. Ehrlich, Ztschr. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerind. 85, 539 [1905];
Biochem. Ztschr. 1, 8 und 2, 52 [1906].
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anfbauende Enzyme sicher nicht enthilt, unter sonst gleichen Ver-
suchsbedingungen kein Fuseldol sdus Leucin® bildet und dieses ‘iber-
haupt nicht angreift’).

Die Resultate der im folgenden mitgeteilten quantitativen Gér-
versuche *) zeigen noch deutlicher, dafl die Fuseldlbildung im wesent-
lichen eine Folge der eiweiBaufbauenden Tatigkeit der lebenden Hefe-
zelle ist, indem sie iiber die Grenzen der Anreicherung an Fuselol
bei der Géarung und iiber die Mengenverhiltnisse des vyergorenen
Leucins bezw. des aus der Girflissigkeit verschwundenen Stickstoffs
zum entstandenen Amylalkohol genaueren AufschluB geben und die
starke Beeinflussung der Fusellbildung aus Leucin bei Zusatz anderer
von der Hefe leicht assimilierbarer Stickstoffverbindungen erweiseun.
Insofern hierdurch zum erstenmal die Mittel angezeigt sind, bei der
Girung ein Maximum oder Minimum an Fuseldl zu erhalten, konnen
die Versuche wenigstens im Prinzip als Losung des alten Problems
der Giirung_stechhiker gelten, direkt durch Vergirung fuselreichen oder
fuselarmen Spiritus zu erzeugen.

Um Teucin bei der Gérung in Amylalkohol iiberzofiihren, kann
man im wesentlichen zwei Wege einschlagen. Das eine Verfahren
besteht darin, daB man eine Spur Hefe in eine mit den iiblichen an-
organischen Nihrsalzen und Leucin als alleiniger Stickstoffquelle ver-
setzte Zuckerlosung einimpft und unter Bedingungen, die der Rasse
der Hefe angepalit sind, zur Entwicklung kommen liBt. Hierbei
wird in dem MaBe, wie die Hefe bei gleichzeitiger Vergirung des.
Zuckers sich vermehrt und dem Leucin den Stickstoff zum Aufbau
ihres KorpereiweiBes entzieht, aus Leucin Amylalkohol gebildet.
Dieses Verfahren ihuelt dem in der Girungspraxis geiibten insoweit,
als auch hier durch einen relativ sehr kleinen Ansatz Hefe die Ver-
girung grofler Zuckermengen béwirkt werden kann. Seine Durch-
fihrung im kleinen bietet indes mannigfache Schwierigkeiten, die be-
sonders darin bestehen, dall infolge der leichten Infektionsgefahr so
winziger Hefemengen die Ldsungen sehr peinlich sterilisiert werden
miissen, und daB schon aus diesem Grunde nur sehr geringe Mengen
Leucin und in sehr groBer Verdiinnung auf einmal verarbeifet werden
kionnen, zu deren vollstindiger Umwandlung in ¥uselsl noch dazu
recht lange Zeit erforderlich ist, da die Vermehrung der Hefezellen
meist sehr langsam erfolgt.

)) ¥. Ehrlich, diese Berichte 89, 4072 [1906].

?) Nach Abfassung dieser Arbeit erschien eine Abhandlung von H.
Pringsheim (Biochem. Ztschr. 8, 121), deren Inhalt im wesentlichen eine
Bestatigung meiner hier niher mitgeteilten, zum Teil schon friher (Biochem.
Ztechr, 2, 52 n. a. a. 0.) vorlinfig publizierten Versuchsergebnisse bildet.
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Fiir die chemische Unteisuchung der Frage wesentlich ginstiger
gestaltet sich ein anderes Garverfahren, das ich der Hauptsache nach
schon zur Spaltung racemischer Aminosduren angegeben habel). Lift.
man nimlich fertig gebildete, miglichst stickstoffarme Hefe m groBem
UberschuB eine geniigende Menge Kohlehydrate bei Gegenwart von
Leucin verpiren, so findet auBler der Vergirung des Zuckers in der
schnell mit Koblensiure iibersittigten, sauerstoffreien Losung eine An-
reicherung der Hefe, mit dem Stickstoff des Leucins statt unter gleich-
zeitiger Bildung von Amylalkohol. Dieses Verfahren, bei dem die groBe
Anzahl lebenskriftiger Hefezellen jede Sterilisation der Losungen
iiberfliissig macht, bietet auBer seiner bequemen Handhabung vor allem
den Vorteil, daB man mit seiner Hilfe in sehr kurzer Zeit, nimlich in
1—3 Tagen, je nach der Menge der angewandten Hefe, eine verhiltnis-
miBig groBe Quantitit Fuseldl aus Leucin gewinnen kann, und ist
gerade durch seine ‘moglichste Anpassung an die Giarungshedingungen
in technischen Maischen sehr geeignet, ein deutliches Bild der Ent-
stehung des FuselSls im Betriebe der Spiritusbrennereien zu geben.

Als Hefe diente fiir die folgenden Versuche fast ausschlieBlich
eine mir vom Berliner Institut fiir Girungsgewerbe in  liberalster
Weise iiberlassene obergirige Reinzuchthefe, Rasse XII, die zusammen
mit der ebenfalls angewandten Rasse Il die Mutterhefe fast simtlicher
deutscher Brennereien und PreBhefefabriken bildet?) und schon aus
diesem Grunde fiir das Studium der vorliegenden Frage ‘besonders
brauchbar erschien. Doch habe ich mich mehrfach davon. tiberzeugt,
daB auch andere Heferassen, namentlich auch untergirige Bierhefen,
bei der Gérung aus Leucin Amylalkohol erzeugen.

Tragt man derartige Hefen in 5—10-prozentige, mit Leucin. ver-
setzte Zuckerlosungen ein, so fillt gegeniiber der Vergérung von
Zucker fiir sich bereits von vornherein auf, dal die Girung meist
schon einige Minuten nach . dem Einrithren der Hefe sehr intensiv
einsetzt, auBerst stirmisch - verlauft und in verhiltnismiBig kurzer
Zeit beendet ist. Wihrend zur totalen Vergirung von Zucker durch

1) Biochem. Ztschr.l. ¢. Dort und an den auBerdem angegebenen Stellen
findet sich auch einc eingehende Besprechung der bisherigen Literatur diber
die Fuselolfrage, auf die ich-deswegen hier nicht weiter eingehe.

?) Uber ihre Bereitung und Beschaffenheit siche P. Lindner in Lafars
Handbuch der Technischen Mykologie, 2. Aufl., 5. Bd., 2866.

Ich mochte nicht verfehlen, auch an dieser Stelle dem Direktor des In-
stitats far Garungsgewerbe, Hrn. Geh. Reg. Rat Prof. Delbriick; fir sein
freundliches Entgegenkommen und fiir die wesentliche Unterstiitzung, die et
meiren Arbeiten durch die Uberlassung des wertvollen Hefematerials anges
deihen lieB, meinen verbindlichsten Dank zu sagen.
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den fiinften Teil seines Gewichts an Hefe, je nachdem der Btickstoff-
gehalt der Hefe hoher oder niedriger ist, eine Zeit von 8—14 Tagen
erforderlich ist, geniigt ein Zusatz von wenigen Grammen Leucin zu
der Girflissigkeit, um schon in 2—3 Tagen vollstindige Vergirung
zu erzielen. Dabei tritt bereits einige Stunden nach Beginn der
Kohlensiureentwicklung deutlicher Geruch nach Fruchtither auf, der
dann immer mehr zunimmt. Die fertig vergorene Flissigkeit riecht
meist schon an sich intensiv nach Amylester. Der abdestillierte und
mit Kaliumcarbonat entwisserte Alkohol besitzt den &ullerst charakte-
ristischen Fuselgeruch, der besonders beim Verdunsten stark hervor-
tritt, und liefert beim Fraktionieren stets deutliche Mengen von in-
aktivem Amylalkohol. Ahnliche Erscheinungen beobachtet man, wenn
vorher in der Zuckerlosung statt Leucin Isoleucin gelost war, mit
dem Unterschiede, daB der ebenso isolierte Alkohol dann linksdrehenden
Amylalkohol enthilt.

‘Was die niheren Bedingungen der nachstehend aufgefiihrten Gir-
versuche anbetrifft, so wurde meist in der Weise verfahren, dall in
einem mit Schwefelsiuregirverschlufl versehenen 3- oder 4-L-Stehkolben
200 g Zucker zusammen mit 3—10 g der betreffenden Stickstofi-
substanz in 2—2Y; L Leitungswasser, wenn notig, unter Erwirmen
gelost und mit 40—60 g gewdhnlich frisch bezogener Hefe bei
Zimmertemperatur vergoren wurden. Um den EinfluB der einzelnen
Faktoren auf die Fuselolbildung zu studieren, wurden jedoch in
mehreren Fillen die Mengenverhiltnisse von Zucker, Hefe und Leucin
oder anderer Stickstoffkorper verschiedentlich variiert. Anfangs ge-
schah die Sterilisierung der Losungen vor der Géarung besonders
sorgliltig, indem die Fliissigkeit jedesmal unter Aufsetzen eines
‘Wattebausches mehrere Stunden auf dem Dampfibade oder iiber freier
Flamme erhitzt wurde, doch erwies sich spiterhin diese Vorsicht als
unnétig, da man ohne vorheriges Kochen der Losungen stets die
gleichen Resultate wie bei den sterilisierten Proben erhielt. Des
besseren Vergleiches wegen wurden die einzelnen Vergirungen bis
zum vollstindigen Verschwinden des Zuckers durchgefithrt, d. h. bis
zu dem Zeitpunkte, wo eine mit Tonerdebrei versetzte, von der Hefe
abfiltrierte Probe der betreffenden Losung auf Zusatz von a-Naphthol
und Schwefelsdure die Zuckerreaktion nicht mebr gab. Fir die
‘Weiterbehandlung der fertigz vergorenen Flissigkeiten erwies es sich
als zweckmiBig, die Hefe zuvor durch Papier- oder Tonfilter ab-
zufiltrieren, um beim Aufkochen die Bildung von Zersetzungsprodukten
der Hefe zu vermeiden, die namentlich storend wirken, wenn es sich
darum handelt, die Menge der nach der Girung zuriickbleibenden, un-
angegriffenen Aminosiure miglichst quantitativ zu bestimmen. Aus



diesem Grunde wurden auch den Zuckerlosungen keine anorganischem
Nahrsalze fiir die Hefe zugesetzt, bei deren Gegenwart im iibrigen;
wie nicht besonders betont zu werden braucht, der Prozel der Fusel-
olbildung genau so.verliuft wie in reinen Losungen von Zucker und
Aminoséiuren. Zur Isolierung des entstandenen Fuseléls war bei den
friiber beschriebenen Versuchen') so verfahren worden, da8 die von
der Hefe abfiltrierten Lidsungen destilliert, aus dem Destillat der
Alkohol mit Pottasche sbgeschieden und fraktioniert wurde. Ent-
sprechend der zugesetzten Menge Leucin oder Isoleucin lie8 sich dabei
stets eine bestimmte Quantitit Amylalkohol isolieren, der durch seinen
Geruch, event. durch die’ Drehung, ferner durch die Uberfiihrung in
die entsprechende Valeriansiure mittels Oxydation und Bestimmung
des Silbersalzes ndher zu charakterisieren war. Ein solches Ver-
fabren ist matiirlich wenig geeignet, iiber die genaue Menge des ent-
standenen Fuselols AufschluB zu geben, da selbst bei der Fraktionierung
mit einem Siedeaufsatz viel Amylalkohol unter seinem Siedepunkt mit
den Alkoholdimpfen mitgerissen wird und der Abtrennung - einer
relativ geringen Menge Fuselol von einem groBen UberschuB Athyl-
alkohol noch viele anderen Schwierigkeiten entgegenstehen. Fiir die
folgenden Versuche wurde daher ausschlieBlich die bisher in der
Giarungspraxis am meisten apgewandte Fuselélbestimmungsmethode
nach Rose-Herzfeld benutzt?), die bekanntlich in der volumetrischen
Messung der Zunahme einer Chloroformschicht beim Ausschiitteln von
Fuselol aus einem bestimmt verdiinnten Alkohol besteht. Auch diese
Methode bietet manche Ubelstinde, da mitunter auch andere fliichtige
Substanzen als der Amylalkohol und seine Homologen eine Volum-
vermehrung des Chloroforms herbeifihren konnen. So fand ich
z. B., daB gewisse terpenartige, vielleicht aus der Vergirung des
Asparagins herstammende Verbindungen, wenn auch geringe, so
doch immerhin deutliche Vermehrung des Chloroform-Volumens be-
wirken. Einen ahnlichen EinfluB scheinen andere, bisher nicht niher
untersuchte, fliichtige, basisch riechende Zersetzungsprodukte bei der
Melassegirung zu haben. Da bei der Ausarbeitung der Methode
indes urspriinglich der Amylalkohol oder wenigstens ein Gemisch
von Iso- und d-)&mylalkohol die Grundlage gebildet hat, und da es
sich bei den folgenden Untersuchungen, die von reinen Substanzen
ausgehen, im wesentlichen nur um die Bestimmung dieser beiden
Alkohole handeln konnte, so diirften die damit gewonnenen Resultate
fiir die vorliegenden Zwecke geniigende Genauigkeit besitzen, um so

) F, Ehrlich, Ztschr. d. Vereins der Deutsch. Zuckerind. 55, 557.
2) Nach der Beschreibung in G. Lunges Chemisch-technische Unter-
suchungsmethoden, 5. Aufl., Berlin 1905,
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mehr, als es in diesem Falle -weniger auf absolute Werte als auf
Vergleichszahlen der einzelnen Resultate unter einander und mit denen
der Garungspraxis ankam, in der die Fuselolfrage gerade an der
Hand der Réseschen Methode bisher am eingehendsten studiert ist.
Zur Ausfithrung der Fuselolbestimmung wurde jedesmal-die hefefreie
Liosung tber freier Flamme so lange destilliert, bis aller Alkohol
iibérgegangen war. Aus dem zur Verseifung des nebenher ent-
standenen Amyl- oder anderer Ester und zur Zersetzung von Aldehyden
mit Natronlauge alkalisch gemachten Destillat wurde der Alkohol
direkt oder nach Abheben mit Pottasche und Verdiinnen mit Wasser
nochmals abgetrieben. Der s0 vollstindig gewonnene, wasserhaltige
Spiritus wurde dann nach der Bestimnung des spezifischen (Gewichts
auf genan 30 Volumenprozente gebracht und im Herzfeldschen
Apparat, der zuvor mit reinem Athylalkohol eingestellt war, in der
iiblichen Weise mit Chloroform unter Zusatz von Schwelelsaure auns-
geschiittelt. Die l‘uselolbesnmmungen lieBen sich nach dieser Methode
mit einer hinreichenden Genauigkeit von ca. 0.05 Gewichtsprozenten
Fuselol, berechnet auf wasserfreien Alkohol, ausfiihren. Alle im
folgenden mitgeteilten Resultate geben den Fuselolgebalt in Prozenten,
bezogen atf den bei der Girung gewonnenen absoluten Alkohol, an.

I. Fuseldl ‘bei der Hefegirung des Zuckers ohne und mit
Zusatz von Leucin.

Wibrend nach den bisherigen Beobachtungen der Rohspiritus der
Brennereien einen Fuseldlgehalt von durchschnittlich 0.4 %, und im
Maximum von 0.6 %, besitzt, kann man, wie aus den nachstehenden
Untersuc'hu'ngen ‘hervorgeht, bei. der Vergirung von reinem Zucker
mit Remznchthefe durch vorherigen Zusatz von Leucin den Fusell-
‘gehalt des ‘Alkohols bis auf 3 %, steigern.

 Dabei zeigen Parallelversuche, daB auch bei der Vergirung des
Zuckers mit. Hefe fiir sich wahrnehmbare Mengen Fuselél entstehen,
-die .je nach den Mengenverhiltnissen von Zucker und Hefe und je
nach dem. Stickstoffgehalt der Hefe 0.4—0.7 °/; betragen kiénnen.
Diese Erschemung steht mit der Annahme der Entstehung des Amyl-
.alkoh(_)ls aus Leucin nicht im Widerspruch, sondern ist im Gegenteil
ebenso wie die Bildung hoherer Alkohole bei .der Selbstgirung der
Hefe Se){r Ielcht dadurch zu erkliren, daB die Hefe, wenn ihr jede
Stwkstoffna.hrung fehlt, zuniichst ibr eigenes KorpereiweiB durch eine
Art Autolyse teilweise abbaut. Hijerbei spalten sich, wie das aus
-anderen’ enzymatischen EiweiBhydrolysen') zu folgern ist, zuerst neben

Y E. Fischer und Bergell, diése Berichte 86, 2593 [1903].
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Tyrosin Leucin und wohl auch Isoleucin®) und Valin ab. Aus diesen
Aminosiuren, die besonders giinstige Stickstoffquellen fiir die Hefe.
sind, bilden ‘dann unmittelbar nach ihrer Abspaltung wahrend der
Zuckergirung die noch frischen lebensfihigen Hefezellen Fuseltl, indem
sie ihner in dhnlicher Weise den Stickstoff zum Aufbau ihres Kérper-
proteins entziehen, wie etwa von vornherein der-Losung zugesetztem
Leucin. Mit dieser Auffassung steht auch im Einklang, daB eine
stickstoffirmere Hefe lingere Zeit zur Vergirung einer bestimmten
Menge Zucker braucht und dabei mehr Fuselsl bildet als dieselbe
Quantitit einer stickstoifreichen und deshalb géirkréiftigeren Hefe.

1. 200 g Zucker (ungeblaute Raffinade des Handels) wurden in.2 Liter
Leitungswasser gelost und die Losung durch 3-stund1ges Erhitzen sterilisiert.
In die abgekihlte Losung wurden 40 g frische obergirige PreBhefe, Rasse X1I,
eingetragen. Die Hefe besaB ungefahr 9/, Stickstoff in der Trockensubstanz.
Die Giarung wurde bei Zimmertemperatur bis zum Verschwinden der Zucker-
reaktion fortgefithrt und war in 5 Tagen beendet. Der abdestillierte Alkohol
roch beim Verdunsten schwach nach Fusel. Entstanden 97.32 g Alkdhol
{nach der Methode der spezifischen Gewichtsbestimmung).

0.40 %/, Fuselsl.

2. Eine Losung von 200 g Zucker in 2 L Leitungswasser wurde nach
4-stindigem Erhitzen zwecks Sterilisierung abgekihlt und mit 40 g frischer
PreBhefe derselben Rasse versetzt. Ihr Stickstoffgehalt betrug nur etwas iber
69, Die Girung bei Zimmertemperatur war in ungefshr 14 Tagen beendet.
Der abdestillierte Alkohol zeigte beim Verdunsten deutlichen Fuselgeruch.

0.72 %/, Fuselal.

3. 100 g Zucker in 2'/; L Leitungswasser gelost, wurden mit 200 g frisclr
bezogener PreBhefe derselben Rasse vergoren. Die Garung ist in 20 Stunden
vollstindig beendet. Die Ldsung wurde von der Hefe durch Tonfilter unter
starker Xihklung und Vorlegen einer Waschflasche zum Aunffangen etwa mit-
gerissenen Alkohols abgesaugt.

0.44 %, Fuselsl.

4. 200 g Zucker und 6 g synthetisches r-Leucin wurden in 2 L Leitungs-
wasser gelost, die Losung durch 3-stindiges Erhitzen sterilisiert und nach
dem Abkiihlén mit 40 g derselben frischen PreBhefe wie in Versuch 1. ver-
setzt. Die Garung bei Zimmertemperatur war in 4 Tagen beendet. Die ver-
gorene Flissigkeit roch stark nach Amylester, der daraus nach dem Abfil-
trieren der Hefe isolierte Alkohol zeigte besonders beim Verdunsten inten-
siven hustenerregenden Fuselgeruch.  Entstanden 97.26 g Alkohol.

2.11 %, Fuselsl.

Der Chloroform-Auszug zeigt, im 2-dm-Rohr beobachtet, keine Drehung.

Aus der :vom Alkohol befreiten Losung lassen sich beim Eindampfen 2.5 g

1) Bei der Autolyse -der hier verwandten obergirigen Brennereihiefe;
Rasse X1IE, erhalt man, woriiber ich an anderer Stelle gemeinsam mit :Hrn,
cand. chem. Wendel berichten werde, auer Leucin Isoleucin und Valin,
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Leucin zuriickgewinnen, das umkrystallisiert eine spezifische Drehung in
20-prozentiger Salzsiure von [a]%o = —15.2° besitzt.

Nach der Fuseldlbestimmung sind im ganzen 2.04 g Fuselol resp. Amyl-
alkohol entstanden, die 3.04g vergorenem Leucin entsprechen wiirden, da
sich aus Leucin eine theoretische Ausbeute von 679/, seines Gewichts an
Amylalkohol berechnet. Es sind also in diesem Falle auf urspringlich vor-
bandenes i Leucin berechnet 1019/,, auf Leucin, das aus der Losung ver-
schwunden ist, bezogen 879, der theoretischen Ausbeute an Amylalkohol
gebildet worden.

5. 250 g Zucker und 10 g r-Leucin wurden in 2!/3 L Leitungswasser
unter Erwirmen gelost. In die sofort abgekihlte Lisung wurden 100 g
frische obergirige PreBhefe, Rasse XII, eingetragen. Die Garung ist in 2
Tagen beendet. Entstanden 122.76 g Alkohol.

2.33 9/, Fuselsl.

Aus der Losung wurden 4.75 g rohes, auf Ton getrockmetes Leucin
zurickgewonnen, das nach dem Umkrystallisieren in 20-prozentiger Salzsiure
[a]b20 = —15.4° zeigte. Die Fuselolausbeute weist 2.86 g Amylalkohol entspr.
4.27 g vergorenem Leucin aus.

6. In einer Losung -von 250 g Zucker und 10 g r-Leucin in 2!/; L Wasser
wurden 100 g frische obergirige PreBhefe, Rasse II, mit einem Stickstoffgehalt
von 7.98 %/, in der Trockensubstanz eingetragen. Die Garung verlief unter
starker Schaumbildung und war in 2 Tagen beendet.

2.40 9/, Fuselol.
Zurickgewonnen wurden 5.2 g rohes Leucin, aus dem umkrystallisiert

3.6 g reine Substanz von [a]%°=v—l5.5° in 20-prozentiger Salzsiure zu er-
halten waren.

7. Eine Losung von 200 g Zucker und 8 g r-Leucin, in 2 L Wasser,
wurde 4 Stunden auf dem Dampfbad sterilisiert, abgekiblt und mit 40 g
frischer obergariger PreBhete, Rasse X1J, versetzt. Gérung in 3 Tagen beendet.

2.98 °/y Fuseldl.

8. In eine Losung von 250 g Zucker und 10 g r-Leucin in 21/; L. Wasser
wurden 100 g frische untergirige BierpreShefe eingetragen. Die Hefe
besaB 27 9/, Trockensubstanz und 2.14 °/, Asche, der Stickstofigebalt der
Trockensubstanz betrug 9.78%/,. Die Garung war in 2 Tagen vollstindig be-
endet, Die vergorene, gelbbraungefirbte Losung zeigte wie bei den vorigen
Versuchen deutlichen Amylestergeruch.

1.55 9/, Fuseldl.

Aus der Lisung wurden 7.8 g rohes, graubraun gefarbtes Leucin zuriick-
gewonnen, das nach der Reinigung 5.8 g Substanz von [a]%°=~—5.6° in
20-prozentiger Salzsiure lieferte.

Infolge des hohen Stickstoigehalts der Hefe und des anhaftenden Wiirze-
bestandteils ist hier nur ein Teil des l-Leucins angegriffen worden und daher
auch der Fuselolgehalt des Alkohols ein niedrigerer.

9. Eire Lésung von 100 g Zucker und 20 g r-Leucin in 2!/; L Wasser
wurde mit 200 g derselben frischen obergirigen PreBhefe (Rasse XII wie in
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Versuch'3) zur Verghirung angesetzt. Der Zucker ist in ca. 15 Stunden ver-
goren. Die Weiterbehandlung geschah wie in Versuch 3.
2.11 %/; Fuselol.

Zuriickgewonuen ungefshr 18 g Rohprodukt, das beim Umkrystallisieren
15.3 g reines unangegriffenes r-Leucin liefert.  Aus den Mutterlaugen hiervon
wurden noch etwa 2 g schwach linksdrehendes Leucin (in Salzsdure) érhalten.

10. 200 g Zucker und 2.5 g d-Isoleucin aus Strontianmelasseschlempe
wurden in 2 L Wasser gelost, die Losung durch 3-stindiges Erhitzen sterili-
siert und mit 60.g frischer obergiriger PreBhefe, Rasse XII, versetzt. Die
Girung war in 4 Tagen beendet. Die vergorene Flissigkeit roch nach Frucht-
Ather und zeigte beim Autkochen Fuselgeruch. Entstanden 93.99 g Alkohol.

1.44 %/, Fuselsl.

Der Chloroform-Auszhg, 22.5 ccm, dreht deutlich links, und zwar betragt
fir =2, ap=—0.09° (siche dagegen Versuch 4). 100 ccm des auf 30 Vo-
lumenprozente verdinnten - Alkohols wurden mit Pottasche entwassert. Es
wurden auf diese Weise 22.3 g Alkohol von 0.15° Linksdrehung im 2-dm-
Rohr isoliert.

Die Fusellbestimmung 1aBt auf eine Ausbeute von 1.35 g d-Amylalkohol
schlieBen, entspr. 2.01 g vergorenen d-Isoleucins. Aus der vom Alkohol be-
freiten vergorenen Losung lieBen sich nur Spuren der Aminosdure zuriick-
gewinnen.

Die Resultate der mitgeteilten Versuche zeigen also deutlich, daB
man bei der Hefegirung des Zuckers durch Zusatz von Leucin oder
Isoleucin den Fuselolgehalt des Spiritus bis auf das 7— 8-fache der
gewohnlich bei der Vergirung von Zucker und Hefe fiir sich erhaltenen
Menge steigern kann. Da es sich bier um eine Stickstoffanreicherung
der Hefe zum Zwecke der Zymasebildung und der Vergirung des vor-
gelegten Zuckers handelt, so- wird man, wie aus den mehrfach vari-
ierten Versuchen folgt, bei Anwendung iiberschiissigen Leucins die
groBte Menge Fuseldl in dem Rohspiritus dann erhalten, wenn man
eine relativ geringe Quantitit Hefe auf viel Zucker wirken 1iBt, am
besten ungefihr im Verhiltnis von 1:5, wihrend bei Vergirung von
wenig Zucker mit sehr viel Hefe fuselirmerer Alkohol entsteht, da
infolge des groBen Zymasevorrates die Hefe dann nur ein geringes
Stickstoffbediirinis zeigt und bei der sehr schnell verlaufenden Gérung
des minimalen Vorrats an Zucker viel weniger Leucin angreifen kanu.
Im -ibrigen hingt die Anreicherung des Alkohols an Fuselol nach
dem hier beschriebenen Verfahren sehr wesentlich von denr Stickstoff-
gehalt der Hefe ab. Die bei diesen Versuchen benutzten Hefén ent-
hielten 6—10 ¢/, Stickstoff in der Trockensubstanz, durchschnittlich
89, und in den meisten Fillen noch etwas mehr. Da der Stickstoff-
gehalt der Hefen zwischen 5—12 %, in der Trockensubstanz schwanken

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXX. 68
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kann?), so steht zu erwarten, daB man durch Anwendung einer sehr
stickstolfarmen Hele, die der Ldsung viel mehr Leucin-Stickstolf entzieht
als eine stickstoffreiche, etwa einer solchen, die nach dem Hayduck-
schen Liiftungsveriahren hergestellt ist, noch hoherprozentigen, fusel-
haltigen Alkohol wird gewinnen konnen?). Auch lit sich voraus-
sichtlich eine noch viel betrichtlichere Anreicherung des Spiritus an
Amylalkohol bei der Garung dadurch erzielen, daB man der Hefe
durch Zufiigen von Nihrsalzen gleichzeitig Gelegenheit gibt, in den
Zucker-Leucin-Liosungen weiter zu wachsen und dabei ihr gesamtes
Korpereiweill aus dem Stickstoif des Leucins aufzubauen. Im ibrigen
diirfte diese allein fiir die Ga#rungspraxis wichtige Frage der mog-
lichsten Steigerung des Fuselolgehaltes im Rohspiritus, nachdem man
erkkannt hat, daB das Fuseldl nicht aus dem Zucker entsteht, wesent-
lich an Bedeutung verlieren; da es ja, wie die vorstehenden Versuche
zeigen, bei richtiger Wahl der Mengenverhiltnisse so reichlich zur
Verfiigang stehender Materialien, wie des Zuckers und der Hefe, ein
leichtes ist, jede beliebige Quantitit Leucin durch die Girung in
Amylalkohol iiberzufithren.

II. Stickstoffbilanz bei der Hefegirung von Zucker
und Leucin.

Bei den oben beschriebenen Géarversuchen wurde in den meisten
Fillen auBler der Bestimmung des Fusells und Alkohols auch eine
moglichst vollstindige Isolierung des unangegriffenen Leucins aus der
vergorenen Losung durchgefiilhrt. War auft Zusatz von inaktivem
Leucin Fuselol bei der Gérung entstanden, so erwies sich das zuriick-~
gewonnene Leucin stets als optisch aktiv und zwar entsprechend der
Drehungsrichtung des d-Leucins, da die natiirlich vorkommende I-Kom-
ponente von der Hefe zur Deckung ihres Stickstoffbedaris bevorzugt
wird?®). Die Menge des aus der girenden Lésung verschwundenen Leu-~
cins entsprach im allgemeinen ungefihr der des entstandenen Amyl-
alkohols. DaB die Fuselolausbeute meist niedriger war, als sich aus

1) Maercker-Delbriick, Handbuch der Spiritusfabrikation, Berlin,
§. Aufl., 1908.

%) Effront (Bullet. de I’asso¢c. de chim. de sucrerie et de distillerie 23,
393; Chem. Zentralbl. 1905, 11, 1811) gibt nach Kenntnis meiner erstem
Fuselolarbeiten an, da8 er durch Zusatz von peptonimerten Brauerei- und
Brennereitrebern zur Maische Amylalkohol bis zu 5—69/, von der Menge
dex erzielten Athylalkohols habe gewinnen konnen. Seine Angaben stehen
allerdings zn den weiterhin' von mir erhalt-enen, oben mitgeteilten Resultaten
im Widerspruch.

3) F. Bhirlich, Biochem. Ztschr. 1, 25 [1906].
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der Quantitdt des nicht wiedergefundenen Leucins berechnete, erklirt
sich daraus,-da8 die quantitative Isolierung der Aminosdure aus dem
Sirup- der eingedampfiten Garflissigkeit nicht mdglich ist, und da
auch beim Reinigen des Rohproduktes Verluste nicht zu vermeiden
sind.

Um eine genauere Bilanz der Leucingiirung und gleichzeitig ein
ungefdhres Bild von dem Schicksal des abgespaltenen Stiockstoffs zu
erhalten, iber das die Methode der Riickgewinnung des unangegriffenen
Leucins nichts aussagt, habe ich den folgenden Girversuch angestellt, bei
dem eine genau abgewogene Mengé Leucin zusammen mit einer ge-
niigenden Quantitiit Zucker mit Hefe vergoren und in der vergorenen
Losung nach dem Abfiltrieren der Hefe der Fuselol- und der Stick-
stoffgehalt bestimint wurde. Auch ein solches Verfahren kann natir-
lich auf absolute Genauigkeit keinen Anspruch erheben. Denn einmal
erhdlt man, wie schon oben erwidhnt, mit der Rose-Herzfeldschen
Fuselolbestimmung nur Anniéherungswerte, und andererseits ist auch
der nach der Garung von Leucin in der Lésung nroch nachweisbare
Stickstoft nicht ausschlieflich als Leucinstickstoff anzusprechen. - Wie
ich namlich bei allen hier beschriebenen Versuchen beobachtet habe,
findet wihrend der Hefegirung- auBler der Fuseldlbildung eine Reibe
anderer Stoffwechselprozesse der Hefe statt, die u. a. zur Folge haben,
daB sich Desonders aus dem Nuclein des Hefeeiweifles eine Reihe
Stickstoftverbindungen abspalten, #hnlich denen, die bei der Autolyse
der Hefe beobachtet sind’). So gaben siimtliche vergorenen Zucker-
losungen, am stirksten diejenigen, denen urspriinglich keine Stickstof-
nahrung zugesetzt war, auch nach sofortigem Abfiltrieren der Hefe
bei beendeter (iirung deutlich die fir Purin- und Hexonbasen ty-
pischen Reaktionen?). KEs war daher von vorn herein zu erwarten,
daB bei der Aufstellung einer Bilanz . lediglich auf Grund von Stick-
stoffbestimmungen eine geringere Menge Leucin aus der Losung ver-
schwunden und umgesetzt erschien, als sich aus der tatsichlich er-
haltenen Ausbeute an Fuselol berechnete. Sieht man von diesem

) E. Salkowski, Ztschr. fir physiol. Chem. 18, 506; Ztschr. far klin.
Med. 17, Suppl.; Zentralbl. fir die medizin. Wissensch. 1889, Nr. 13. —
Kutseher, Ztschr. fiir physiol. Chem.. 88, 39. — Schenk, Wochernischr. fiir
Brauerei 22, 221.

3) Vielleicht erleiden hierbei.emzelne der aus dem Hefenuclein abgespal-
tenen Substanzeu eine #huliche Desamidierung wie das Leucin.: In dieser
Hinsicht sei daran erinnert, daB bei der Autolyse der Hefe neben Guanin
Xanthin und neben Adenin Hypoxanthin beobachtet ist. Ich beabsichtige, das
Verhalten dieser und #hnlicher Substanzen bei der Garung nech eingehend
zu untersuchen.

68*
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Fehlbetrag ab, so zeigt deér folgende einfache Versuch immerhin deut-
lich genug, daf bei der Leucingirung eine dem verbrauchten Leucin
und der erhaltenen Menge Amylalkohol ungefdhr entsprechende Menge
Stickstoff aus der girenden Losung verschwindet. Da nach allen bis-
herigen Erfahrungen eine Abspaltung von elementarem Stickstoff bei
der Girung nicht stattfindet und etwa entstandenes Ammoniak oder
fliichtige Basen aus den stets essig- und milchsauren Gérfliissigkeiten
nicht entweichen kénnen und tatsichlich in der vorgelegten Schwefel-
sdure auch nie beobachtet wurden, so bleibt nur die Annahme ibrig,
daB-der aus dem Leucin abgespaltene Stickstoff sofort von der Hefe
aufgenommen und von ihr zu in Wasser unldslichem Korpereiweil
umgewandelt wird. Im Zusammenhang mit den friiher erlduterten
Tatsachen, daBl bei der Girung des Zuckers mit lebender Hefe zuge-
setztes Leucin verschwindet, inaktives Leucin asymmetrisch gespalten
wird, daB8 aber abgetotete Hefe aus Leucin keinen Amylalkohol zu er-
zeugen vermag,. kann der folgende Versuch mit als Beweis dafiir gelten,
daBl die Fuselolbildung eine Folge der eiweiBaufbauenden Titigkeit
der lebenden Hefe ist und in dem Mafle erfolgt, wie die Hefe dem
Leucin, Isoleucin, Valin oder anderen Aminosiuren den Stickstoff zun
Autbau ihres Korperproteins entzieht.

200 g chemisch reiner Zucker wurden zusammen mit genau 6.5 g reirem
r-Leucin in einem 3 L-Kolben in 2 L Leitungswasser unter Erwirmen gelost
und die Ljsung ungefihr 1 Stunde in schwachem Sieden erhalten. In die
abgekiihlte Fliissigkeit wurden sofort 40 g ganz frisch bezogene obergarige
PreBhefe Rasse XII unter Nachspilung mit destilliertem Wasser eingetragen
und unter starkem Schiitteln emulsionsartig verteilt. Der Stickstoffgehalt der
Hefetrockensubstanz betrug ungefdhr 9 ¢/,, war also ein verhiltnismiBig
hoher. Nach Aufsetzen eines Garverschlusses mit konzentrierter Schwefelsiure
wurde der verschlossene Kolben auf einer Wage tariert und dann bei Zimmer-
temperatur zur Girung hingestellt. Zur schnellen Entwicklang der Kohlen-
siure wurde der Kolben hiufig geschiittelt. Durch Wiagungen lieB sich fest-
stellen, da8 die Giirung am 3. Tage im wesentlichen beendet war. Unter
haufigem Schitteln wurde der Kolben noch 2 Tage aufbewshrt und dann ge-
wogen. Gewichtsabnahme infolge entwickelter Kohlensiure 91.4 g. Darauf
wurde in einem kithlen Raume die Hefe iber cin doppeltes Filter vollstindig
abfiltriert und wiederholt grindlich mit destilliertem Wasser gewaschen. Das
absolut klare, hefefreie Filtrat wurde gesammelt, mit 20.com verdinnter
Schwefelsiure versetzt und so lange destilliert, bis ungefahr 1Y/; L Flissig-
keit iibergegangen waren. :

Verarbeitung des Destillates. Das Destillat wurde mit Natronlauge
alkalisch gemacht und dann nochmals destilliert, bis der gesamte Alkohol
ibergegangen war, und darauf eine spezifische Gewichtsbestimmung der
schlieBlich erhaltenen und gewogenen Flissigkeit ausgefihrt. Danach be-
rechnet sich die entstandene Alkoholmenge zu 99.22 g. Eine besonders sorg-
filtig ausgefithrte Fuseldlbestimmung ergab 2.11 °/; Fuselol. Es sind also
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bei der Garung 2.09 g Amylalkohol entstanden, die theoretisch 3.12 g
verbrauchtem Leuein entsprechen wiirden.

Verarbeitung der zurickbleibenden alkoholfreien Flissig-
keit. Die nach dem Abdestillieren des Alkohols zuriickbleibende saure
Flassigkeit wurde vorsichtig auf ungelihr 100 cem eingedampft, in einen
MeBkolben abergespilt und aut 500 cem genan aufgefillt. 100 cem davon
verbrauchten, eingeengt und nach Kjeldahl verbrannt, im Mittel von 2 Be-
stimmungen 32.2 cem "/5-H3SO,, woraus sich fir das gesamte Filtrat von
der Hefe ein Stickstoffgehalt von 0.4508 g Stickstoff berechnet. Es' ergibt
sich also folgende Bilanz:

Vor der Girung in der Losnng 6.5 g Leucin . = 0.6949 g N,
Nach der Girung im Filtrat von der Hefe . 0.4508 » »,
Gesamtstickstoff wihrend ‘der Gérung aus der

Lésung verschwundem . . . . . . . 0.2441 g N.

Die im Filtrat von der Hefe verbleibenden 0.4508 g Stickstoff sind nicht
allein auf Rechnung des unangegriffenen Leucins zu setzen, sondern es sind
aus der Hefe Stickstoffsubstanzen in Lésung gegangen, was daraus hervor-
geht, daB die Losung Niederschlige mit Bleiessig (nach Entfernung deér
Schwefelsaure), Phosphormolybdén- und Phosphorwolframssure, ammoniaka-
lischer Silberlésung, Quecksilberoxydulnitrat etc. gibt. Mit NeB8lers Rea-
gens wurde eine schwach gelbliche Fillurg erhalten.

Um den Anteil wenigstens eines Teiles der aus der Hefe in Losung ge-
gangenen Stickstoffkorper an der nach der Garung in der Flissigkeit zurick-
bleibenden Gesamtstickstoffmenge zu ermitteln, wurden 150 ccm des wie oben
beschrieben behandelten Filtrats mit Phosphorwolframsaure gefillt, das Filtrat
des gut ausgewaschenen Niederschlages eingedampft und nach Kjeldahl
verbrannt. Verbraucht 44.4 cem ®/s-Schwefelsiure, entsprechend 0.4144 g
Stickstoff in der gesamten, von der Hefe abfiltrierten Flussigkeit. Es sind
also durch Phosphorwolframsiiure noch 0.0864 g Stickstoff gefallt worden, d. h.
8 %, vom Gesamtstickstoff, der nach der Girung in Losung vorhanden war.

Rechnet man die nach ‘Fallung mit Phosphorwolframsiure noch im Ge-
samtfiltrat verbleibenden 0.4144 g Stickstoff auf Leucin um, so ergibt sich
folgende Bilanz der Leucingérung:

Vor der Girung in Losung . . . . 06949 g N = 6.50 g Leucin,
Nach » » » » . . ... 04144 » » = 3.88» » (),
Wahrend der Gérung aus der Lisung ‘

verschwunden . . . . . . 0.2805¢g N = 2.62 g Leucin.

Da unter Zagrundelegung der Fuseldlbestimmung im ganzen 2.03 g Amyl-
alkohol, entsprechend 8.12 g Leucin, bei der Girung entstanden sind, so hitte
sich also eine 0.5 g Leucin entsprechende Menge Amylalkohol mehr gebildet,
als sich aus der Quantitit des verschwnndenen Leucins berechnet. Indes ist
diese Mehrausbeute an Fuselsl nur eine scheinbare, da, wie aus dom Vor-
stehenden folgt, sicher auch eine graBere Quantitit Leucin, als die Stickstofi-
zahlen erweisen, nmgesetzt ist, dessen genaue Ermittlung bisher aber daran
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scheiterte, daB es keine exakte analytische Bestimmung dieser Aminosiure
neben den andern, in Liisung gegangenen, stickstoffhaltigen Hefesubstanzen gibt.

1II. Der Einflull anderer Stickstoifsubstanzen auf die
Fuselélbildung der Hete.

War die Entstehung héherer Alkohole bei der Gérung wirklich
eine Folge der Stickstoffassimilation der lebenden Hefe aus den ent-
sprechenden Aminosduren, so muflte offenbar eine sehr merkbare Be-
einflussung der Fuselélbildung dann statttinden, wenn der Hefe bei
der Gérung aufler Leucin und seinen Homologen noch andere leichter
assimilierbare Stickstoffverbindungen vorgelegt werden. Von solchen
Stickstoffkorpern kamen vor allem diejenigen mit leicht verseitbarem
Stickstoff in Betracht, wie das Asparagin, das schon seit langer Zeit
als vorziigliches Nahrmittel fiir die Hefe bekannt ist, und dann alle
anorganischen Ammoniakverbindungen, bei denen die Hefe eine Spal-
tung nicht erst auszufiithren braucht, unter diesen besouders das Am-
moniumcarbonat, dessen Komponenten als solche oder in Form von
Carbaminséure vermutlich intermediir bei dem Abbau des Leucins zu
Amylalkohol entstehen. Diese Erwartung traf in der Tat zu. Setat
man ndmlich bei der Hefegirung des Zuckers auBer Leucin eine gleiche
Menge Asparagin zu, so erhilt man nur ungefihr die Hilfte der Fusel-
dlausbeute, wie bei der Vergdrung von Zucker und Leucin allein.
Noch weniger Fuselol entsteht, weun man statt Asparagin die auf
Stickstoff bezogene gleiche Menge Ammoniumecarbonat dem Leucin vor
der Gérung beimengt. Man kann auf diese Weise die Fuselolbildung
fast vollkommen unterdriicken und selbst bei Gegenwart einer groBen
Menge Leucin einen ebenso fuselarmen Alkohol gewinnen, wie bei der
Vergirung von Zucker allein, ohne dall es also nitig ist, die fuseldl-
bildende Aminosiure vorher aus der Losung zu entfernen. Ahnlich
1aBt sich auch bei der reinen Zuckergirung die Entstehung von Fusel-
ol aus dem Stickstoffvorrat der Hefe selbst durch Zusatz von Aspa-
ragin, Ammoniumecarbonat oder anderer, leicht assimilierbarer Stickstoft-
verbindungen sehr wesentlich einschrinken. So wurde in einem Falle
aus der Gérung von Zucker allein mit Hefe ein Alkohol von 0.7 %,
Fuselol, unter sonst gleichen Bedingungen aber auf Zufiigen von
Asparagin ein Spiritus von 0.5 %, und bei Gegenwart von Ammonium-
carbonat von nur 0.3 % erhalten. Es ist indes sehr fraglich, ob die
bei der Asparaginvergirung mit der Rose-Herzfeldschen Methode
gefundenen 0.5 %, Fuselsl wirklich aus Amylalkohol bestehen, da der
abdestillierte Alkohol beim Verdunsten auch nicht spurenweise nach
Fuseld] riecht, vielmehr beim Verdunsten einen eigentiimlichen terpen-
artigen Geruch besitzt. Vielleicht ist bei der Gérung eine Konden-
sation der zuerst durch Desamidierung aus dem Asparagin entstehenden
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Substanzen zu héher molekularen, den Terpeuen nahestehenden Ver-
bindungen, wie solche K. Windisch®) im Xornfuselsl beobachtet hat,
erfolgt, woriiber weitere Untersuchungen geplant sind.

Die Resultate der im folgenden mitgeteilten Versuche bilden jeden-
falls einen weiteren Beweis fiir den Zusammenhang zwischen Fuselol-
bildung und- EiweiBaufbau der Hefe, da es sich hiernach ohne weite-
res erklirt, dal8 die Hefe, wenn ihr auBer Leucin andere leichter
angreifbare Stickstoffquellen dargeboten werden, ihren Stickstoffbedart
diesen vorwiegend entnimmt und .das Leucin oder seine Homologen
weniger angreift, deshalb- auch weniger Fuselsl bilden kann, als wenn
ihr Leucin allein als Stickstoffnahrung zur Verfiigung steht.

Die folgenden Versuche wurden, soweit sie vergleichende sind,
alle zu_derselben Zeit und mit der am selben Tage bezogenen frischen
obergiirigen PreBhefe, Rasse XII, bei Zimmertemperatur angesetazt.

1. 200 g Zucker in 2 L. Wasser mit 40 g PreShefe vergoren. Dauer der
Girang 12 Tage.

0.70 %y Fuselol.

2. 200 g Zucker und 3 g Asparagin in 2 Liter Wasser gelost mit

40 g PreBhefe vergoren. In 9 Tagen vollstandig vergoren.
0.50 °/4 Fuselol.

Der-aut Zusatz von Natronlauge noehmals destillierte Alkohol zeigt eine
schwach gringelbe Farbe, die anch in die Chloroformschicht dbergeht. Er
riecht beim Verdunsten eigentiimlich aromatisch nach Terpenen, dhnlich dem
Kornbranntwein, und 1Bt nicht die Spur eines Amylalkoholgeruchs erkennen.

8. 200 g Zucker und 3 g'Ammoniumcarbona.t in 2 L. Wasser gelost
mit 40 g PreBhefe vergoren. Géarung in 4 Tagen beendet.

0.33 %/ Fuseldl.

4. 200 g Zucker und 7 g r-Leucin in 2 L. Wasser mit 40 g PreBhefe

zur Garung angesetzt. In 3 Tagen vollstindig vergoren.
2.78 9/y Fuselol.

5. 200 g Zucker, 7g r-Leucin und 3 g Asparagin zusammen in 2 L

Wasser gelost mit 40 g PreBhefe vergoren. In 7 Tagen Garung beendet.
1.33 9/ Fuseldl.

Auch dieser Alkohol besitzt eine schwach gelbgriine Farbe (siehe Ver-
such 2) und riecht #hnlich dem Kornsprit, beim Verdunsten aber deutlich
nach Fuselol. Aus der vergoremen Losung lieBen sich ungefdhr 4.5 g in
Salzsaure schwach linksdrehendes Leucin und gegen 1 g Asparagin, beide
indes nicht ganz rein, isolieren. _ ‘

6. 200 g Zucker, 7g r-Leucin und 4 g Ammoniumcarbonat in
2 I, Wasser mit 40 g PreBhefe vergoren. In 3 Tagen Garung beendet.

0.78 ¢/, Fuselsl.

1) Uber die Zusammensetzung der Trinkbrauntweine, Arbeiten aus dem
Kaiserlichen Gesundheitsamt VIII, Berlin 1892.
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Aus der riickstandigen Losung wurden 5 g rohes Leucin wiedergewonnen,
das umkrystalligiert 4.3 g -reine Substanz von [a]-:,°== —2.6° ligferte.

DaB auch bei der Gidrung zugesetzte, selbstverdaute Hefe trotz
ihres relativ: groBen "Leucingehalts infolge der Anwesenlieit vieler
anderer, leicht assimilierbarer 'Stickstoffverbindungen, die sich aus
ihrem EiweiB abgespalten haben, keine merkbare Erhéhung der
Fuseltlausbeute bewirkt, mdgen hier im Anschluf an die vorigen
Untersuchungen noch folgende Gérversuche zeigen.

7. 300 g PreShefe wurden fiir sich in einem Kolben im Wasserbad’
4/, Stunde aut 60° erhitzt. Die verflissigte Hefe wurde in eine Lésung
von 200 g Zucker in 2 L Wasser eingetragen und - das ganze Ggmisch'mit
50 g ‘frischer Prefhefe vergoren. Die Garung war scheinbar am 3. Tage

heendet.
0.61 2/, Fuselsl.

8. 100 g PreBhefe wurden mit 50 ccm Wasser verriihrt und 24 Stunden im
Wasserbad auf 50° erwarmt. Dieses Gemisch wurde dann in eine Losung
von 200 g Zucker in 2 L. Wasser eingetragen und mit 40 g frischer PreBhefe
vergoren. In 2 Tagen Girung beendet.

0.67 9/, Fuselsl.

TV. Fuseldl bei der Melassegiirung nach Zusatz verschie-
dener Stickstoffverbindungen.

.Es interessierte schlieBlich noch die Frage, ob die fiir reine
Zuckerlosungen aufgefundenen GesetzmaBigkeiten der Fusellbildung
auch fiir natiirliche, in der Gérungspraxis angewandte Maischen gelten.
Zu diesem Zwecke wurden parallel eine Reihe Gérversuche mit Me-
lasse angesetzt, der vor der Vergirung verschiedene stickstoffhaltige
Substanzen zugefiigt waren. Es zeigte sich auch hier, daB auf Zusatz
iiberschiissigen Leucins eine deutliche Steigerung der Fuselolausbeute
eintritt. Eine solche lieB sich z. B. schon erreichen, wenn man der
girenden Melasse rohes, aus hydrolysiertem Blutalbumin durch Ein-
dampfen erhaltenes, nicht weiter gereinigtes Leucin zusetzte. Dagegen
ging der Ertrag an Fuseldl -auf Zusatz des hydrolysierten Eiweif-
gemischs selbst wesentlich zuriick, wie nach den obigen Auseinander-
setzungen ohne weiteres verstindlich ist. Analog mit den friiheren
Versuchsergebnissen wurde auch die geringste Ausbeute an Fuselol
im Rohspiritus erhalten, wenn vor der Girung in der Melasse Am-
moniumsalze, wie Ammoniumphosphat, -sulfat und -carbonat, im Uber-
schufl gelost waren. Ob der bei letzteren Versuchen gewonnene Spi-
ritus mit 0.1—0.3 /o Fuselol wirklich noch hohere Alkohole enthalten
hat, lief sich nicht genau feststellen, erscheint aber sehr fraglich, da
beim Verdunsten desselben nie ein typischer Fuselgeruch zu bemerken
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war, vielmehr immer nur unbestimmte, offenbar aus basischen Zer-
setzungsprodukten der-Mélasse ‘herriihrende Geriiche auftraten.

Fir die Versuche wurde gewdhnliche Melasse mit ungefihr 50 %,
Zuckergehalt verwandt. Zur Vergirung wurde dieselbe zuvor mit
Wasser verdinnt, mit Schwefelsiure angesiuert und dann lingere
Zeit gekocht. Die schwach saure, abgekiihlte Melasselosung wurde
wie bei den fritheren Versuchen mit obergiriger PreBhefe, Rasse XII,
vergoren, die mit einem kleinen Teil der betreffenden Maische -vor-
gestellt war.

1. 3 L Melasselosung, enthaltend ungefihr 350 g Zucker, wurden mit
75 g PreBhefe vergoren. Die Girung verlief bei Zimmertemperatur inner-
halb 5 Tagen. Nach der Garung zeigte die Liosung eine Aciditat entspr.
4.0 cem '/j-n. Natronlauge pro 100 cem. Entstandener Alkohol 158.5 g.

0.56 %/, Fuselol.

2. In 3L Melasselosung wie vorher wurde ein Gemisch eingetragen,
das durch 20-stindiges Kochen von 125 ¢ Blutalbumin (Kahlbaum) von
12.18 9/, Stickstoffgchalt mit 33-proz. Schwefelsiure, Ausfillen der Schwefel-
siure und Eindampfen erhalten war. Die Lésung wurde dann mit 75 g PreBhefe
in 3 Tagen vergoren. Aciditdt der vergorenen Lésung pro Kubikzentimeter
entspr. 4.5 ccm 1/;-n. Natronlange. Alkohol 162.1 g.

0.33 %/5 Fuseldl.

3. In 3 L Melasselosung (wie in 1.) wurden 5 g Ammoniumphosphat
gelost und dazu 75 g PreBhefe gesetzt. Gérung in 4 Tagen beendet. Aciditat
der vergorenen Losung pro 100 cem entspr. 5.0 com !/i-n. Natronlauge.
Alkohol 151.8 g. :

0.39 %/, Fuselsl.

4. Eine wie oben beschriebene angesiuerte Losung von 400 g Melasse
in 2L Wasser wurde mit 11.8 g Roh-Leucin versetzt, das aus Blut-
albumin durch Hydrolyse mit Schwefelssure, Eindampfen der hydrolysierten:
Losung, Abscheiden des Tyrosins, Auskrystallisieren und Waschen mit ver-.
diinntem Alkohol ‘erhalten war. Die so bereitete Losung wurde mit 40 g Pref~
hefe erst bei Zimmertemperatur, dann bei ca. 30° in ungefahr 8 Tagen vergoren.
Die fertig vergorene Maische riecht bierahnlich und nebenbei deutlich nach
Amylester. Alkohol 95.1 g.

' 1.20%/5 Fuselsl.

5. Eine Losung von 400 g Melasse (wie bei 4.) und 10 g Ammonium-
carbonat in 2 L Wasser wurde mit 40 g PreShefe unter denselben Bedin-
gungen ‘wie bei Versuch 4. vergoren. -Girung in ungefihr 8 Tagen beendet.
Aciditat pro 100 cem rnach der Garung 2.5 cem !/i-n. Natronlauge. - Vor dem
Abdestillieren des Alkohols Zusatz von Schwefelsaure. Alkohol 91.2 g

0.1 9/ Fuselol.
Die folgenden Versuche wurden parallel angesetzt:

6. 2 L Melasselosung, enth. ca. 200 g Zucker, wurden mit 20 g PreBhefe
bei ca. 30° vergoren. Garung in "5 Tagen beendet. Aciditat pro 100 com
entgpr. 7.0 cem /;-». Natronlauge. Alkohol 82.9 g.

0.56 9/, Fuseldl.



1044

7. In 2 L Melasselosung (wie 6.) wurden ) g Ammoniumcarbonat
eingetragen und das ganze mit 20 g PreBhefe vergoren. 5-tagige Garung.
Aciditiit pro 100 cem entspr. 8.0 ecm !'/i-n. Natronlauge. Alkohol 79.1 g.

0.33 °/; Fuselol.

8. 2 I, Melasselosung (wie 6.) mit 5 g Ammoniumsulfat und 20 g
PreBhefe vergoven. 5-tigige Garung. Aciditit 6 ccm !/-n. Natronlauge.
Alkohol 78.3 g.

0.28 9/, Fuselol.

FaBt man die wesentlichsten Resultate der vorstehenden Unter-
suchungen zusammen, so ergibt sich folgendes:

Die Fuselslbildung bei der Hefegirung ist eine Folge der eiweil-
aufbauenden Titigkeit der lebenden Hefezelle und geht in dem Mafle
vor sich, wie die Hefe bestimmten Aminosduren, besonders dem
Leucin, Isolencin und Valin, wihrend der Vergirung des Zuckers den
Stickstoff zur Deckung ihres Stickstoffbedarfs und zur Zymaseproduktion
entzieht und die entsprechenden héheren Alkohole als unverdauliche
Stoffwechselprodukte zuriickldBt. Dabei entsteht aus dem Leucin der
inaktive Isoamylalkohol, aus dem d-Isoleucin - der aktive d-Amyl-
alkohol und aus dem Valin der Isobutylalkohol.- Fiir mehrere, in viel
geringerer Menge als diese Hauptbestandteile in den Fuselilen eunt-
haltene Alkohole ist es ebenfalls sehr wahrscheinlich, da sie ihren
Ursprung bestimmten anderen Aminoséuren verdanken.

Die Hauptquellen fir die Bildung des Fuseléls sind die in den
patiirlichen Maischen teils direkt vorhandenen, teils bei der Malz-
verzuckerung aus dem Eiweil der Rohmaterialien abgespaltenen Amino-
siiuren, wihrend das Eiweifs der Hefe dafiir nicht wesentlich in Be-
tracht kommt. Dies lift sich vor allem aus der Tatsache folgern,
daB bestimmte Beziehungen zwischen der Zusammensetzung der Fusel-
0le und der Maischen, aus denen sie hervorgegangen sind, bestehen.
Besonders charakteristisch in dieser Hinsicht ist, dafB das Melasse-
fusel6]’) ungefahr gleiche Mengen Isoamylalkohol und d- Amylalkohol ent-
hilt, analog den Mengenverhiltnissen, in denen ihre Muttersubstanzen,
Leucin und Isoleucin, in unvergorener, entzuckerter Melasse auf-
gefunden wurden?), wihrend im Korn- und Kartoffelfusel6l weniger
optisch aktiver Amylalkohol gegeniiber dem inaktiven vorhanden ist,
was ‘wieder damit iibereinstimmt, dafl auch in allen bisher untersuchten
pilanzlichen Eiweilstoffen weniger Isoleucin als Leucin zu isolieren
war®). Fuseldl aus dem Eiweifl der Hefe selbst entsteht bei der Girung

) W. Marckwald, diese Berichte 88, 1596 [1902].

?) ¥. Ehrlich, diese Berichte 87, 1839 [1904].

3) In shnlicher Weise 1at sich auch die groBle Verschiedenheit -der Wein-
bouquets und des Aromas der Trinkbranntweine, Kognak, Arrak, Rum ete. sehr
einfach auf die verschiedene und wechselnde Zusammensetzung der Eiweilstoffe
jhrer Rohmaterialien (Weintraube bezw. Reis, Zuckerrohr etc.) zuriickfiihren.
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i wesentlichen nur dann, wenn die Hefe infolge mangelnder
Stickstoffnahrung, zu hober Erwirmung oder aus anderen Griin-
den einer teilweisen Autolyse unterliegt und den dabei apfangs
abgespaltenen Aminosiuren, unter diesen besonders den Leucinen,
sofort wieder den Stickstol zur Regenerierung ihres Korpereiweifles
entzieht.

Die Hohe der Fuselflausbeute hingt ebenso sehr von der Menge
der vorhandenen Leucine +wie von der Menge und der Natur der
sonst noch anwesenden BtickstoMfverbindungen ab. Die grofiten
Quantititen Amylalkohol erhiilt man, wenn man die Leucine mit reinem
Zucker und reiner, moglichst stickstoffarmer Hefe in Abwesenheit
jeder sonstigen Stickstoffsubstanz vergart, wobei man durch zweck-
entspréchende Abmessung von Hefe und Zucker den Fuseloigehalt des
Rohspiritus auf ein Maximum steigern kann. Sind dagegen aufler den
Leucinen und ihren Homodlogen noch andere Stickstoffsubstanzen vor-
handen, wie in allen natdrlichen Maischen, so wird stets weniger
Fuselol gebildet, als Leucine vorhanden sind, da die Hefe dann auch
andere leicht diffusible Stickstoftkdrper assimiliert und dabei einen Teil
der Leucine unberiihrt 1i8t. Dies ist besonders der Fall, wenn Stick-
stoff in leicht abspaltbarer Form, wie im Asparagin oder in Form
emfacher Ammoniumsalze, vorliegt. Durch Zugabe derartiger Stickstoff-
substanzen zu girenden Maischen kann man selbst bei Gegenwart von
groferen Leucinmengen die Entstebhung von Fuseldl uunterbinden, obne
daB es erforderlich ist, die Leucine aus der Lisung vorher za ent-
fernen.

Als praktisch wichtig ergibt sich also aus dem vorstehenden, dafBl
man durch Zusatz von Leucinen und ihrer Homologen zu girenden
Maischen den Fuselilgehalt des Rohspiritus steigern kann, wihrend
sich andrerseits durch Zusatz geniigender Mengen andrer von der
Hefe leicht assimilierbarer Stickstoffkorper die Bilduug der héheren
Alkohole bei der Gérung einschrinken oder fast vollkommen ver-
hindern 1i8t.

In theoretischer Hinsicht erscheint besonders bemerkenswert, dafl
durch die chemischen Vorginge der Fuselslbildung zum erstenmal ein
genauerer Einblick eroffnet ist, wie die Hefe und vielleicht auch andere
Pilze und niedere Pflanzen aus Aminosiuren wieder Eiweill aufbauen.
Bisher nahm man wohl ziemlich allgemein an, daf dieser Aufbau im
pHlanzlichen und tierischen Orgenismus in der Weise erfolgt, dafi die
aus Eiweill abgespaltenen Aminosiuren unter Wasseraustritt #hnlich
wie jetzt bei den Polypeptidsynthesen Emil Fischers sich sukzessive
wieder zu hohermolekularen eiweilartigen Komplexen zusammen-
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schlieBen’). Doch hat schon E. Schulze?) darauf hingewiesen, daB
wahrscheinlich in den Keimpflanzen ein Abbau der priméiren Eiweiflzer-
setzungsprodukte in der Weise erfolgt, daB sich Ammoniak abspaltet,
und dafl dieses bald nach seiner Bildung fiir die Synthese organischer
Stickstoffverbindungen verwendet wird. Die Fuselolbildung gibt nun
den ersten direkten Beweis dafiir, daB ein solcher mit einem Aufbauw
von Eiweil verkniipfter natiirlicher Abbau der Aminosiuren in der Tat
nicht nur moglich, -sondern im Leben der Hefe und vielleicht noch
vieler anderer niederer Organismen der gewohnliche ist, da hierbei
iiber das Schicksal des abgespaltenen Ammoniaks ebenso wie der
zurtickbleibenden, stickstoffreien Substanz kein Zweifel mebr bestehen
kann. Zu beachten ist ferner noch, da8 diese Spaltung der Amino-
sduren sich nur wihrend der Gérung des Zuckers vollzieht, mag dieser
nun in der Losung bereits vorhanden oder wie bei der Selbstgirung
der Hefe aus jhrem Glykogen zuvor entstanden sein, so dal hier
vielleicht auch der Schluf berechtigt ist, daB aufler dem aus den
Aminoséiuren. abgespaltenen Ammoniak und event. der gleichzeitig
daraus gebildeten Kohlensidure noch bestimmte, bei der Géarung auf--
tretende Zuckerreste am Aufbau des Hefeeiweifles beteiligt sind. Wie
indefl der Abbau .des Leucins und seiner Homologen zu den ent-
sprechenden Alkoholen im einzelnen verlduft und welche Zwischenstufen
dabei auftreten, 148t sich zurzeit mit Sicherheit noch nicht angeben. Es.
ist ebenso wohl moglich, daB aus Leucin durch direkte Abspaltung von
Carbaminsiiure, die gleich weiter von der Hefe zu Eiweill verarbeitet
wird, Amylalkohol entsteht, wie daB dieser auf dem Umwege iiber das.
Amylamin sich bildet. Fiir sehr wahrscheinlich mochte ich es halten,
daB zuerst aus dem Leucin Ammoniak abgespalten wird und inter-
medidr Leucinsiure auftritt, daf diese aber sofort nach ihrer Ent-
stehung nach dem Schema

Leucinséure -

CH, .
CH,>CH.CH;.CHOHCOOH

Valeraldehyd Ameisensiure

in Valeraldehyd und Ameisensiure zerfillt, Der Valeraldehyd, der
schon von Ordonneau?) bei der Girung beobachtet ist, wiirde dann

1 F. Czapek, Biochemie der Ptanzen, Jena 1905; E. Abderhalden,
Lehrbuch der- Phygiolog Chemie, Berlin 1906: H. Pringsheim, diese Be-
richte 89, 40481906}

%) Zusammentassung der Resultate seiner Arbeiten in den Landwirtschaft-
lichen Jahrbichern, 85, 621 [1906].

3) Ztschr. 1. Spiritusindustrie 11, 183 [1888].
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durch Reduktasen der Hefe in Amylalkohol und vielleicht zum Teil
duréh :Oxydasen-in “Valesinnshure tibergeliihrt werden, wodurch auch
fiir die Entstehung dieser und .ihnlicher Sduren!) bei der Hefegirung
eine Erklirung gegeben wire.

Zuin SchluB sei bemerkt, daB die Fusellbildung, die einen neuen,
bisher nicht bekanntén Abbau der Aminosiuren darstellt, nicht alfein
aul das Leucin und seine Homologen beschrinkt ist, sondern daB die
alkoholische Garung der Aminos#iuren, wie ich diesen Vorgang
der Desamidierung und Kohlensiureabspaltung der Aminosduren. be-
nennen mochte, eine wichtige biologische Reaktion ist, die stets neben
der alkoholischen Girung des Zuckers in dem Mafe verliuft, wie die
Hefe" den Stickstoff aus irgend einer Aminoséiure fiir den ‘Aufbau -ihres
Kérperproteins verwendet. Die Spaltung der Aminosiuren erfolgt
dabei nach der allgemeinen Gleichung:

R.CH(NH.).CO;H + H,0 = R.CH;.0OH + CO; + NH;.

So gelang es mir, Tyrosin mit Zucker und Hefe zu dem bisher: un-
bekannten, schoén krystallisierenden p-Oxyphenyl- iithylalkphol
vom Schmp. 92.5° zu vergiren, der ein bei 111° schmelzendes Dibenzoat
gibt. Ahulich wurde aus Phenyl-alanin der Phenyl-dthylalkohol,
der Hauptbestandteil?) der Riechstoffe der Rose, und aus der Phenyl-
amidoessigsiure der Benzylalkohol neben Benzaldehyd er-
halten, und es liBt sich voraussehen, dafl auf diesem Wege, von- ver-
schiedenen Aminosiuren ausgehend, noch eine ganze Reihe Alkohole
und verwandter Verbindungen zu gewinnen sind. Hieriiber, sowie iiber
die Bedeutung der alkoholischen Gérung der Aminosiuren fiir ver-
schiedepe physiologische Prozesse, insbesondere fiir die Riechstoffbildung
in.der Pflanze, werde ich spiterhin eingehender, berichten.

Berlin N., Institut fir Zuckerindustrie.

Y) Windisch, l.c., Kruis und Rayman, Mitteilungen der Versuchs-
station fir Spiritusindustrie in Prag, 1895, Helt II.
%) v.Soden und Rojahn, diese Berichte 84, 2804 [1901].





