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Biologische Untersuchung der Gallensauren.
II. Mitteilung.

Ueber eine bakterielle Garung des Glycerins
bei Gegenwart von Desoxybiliansdure, insbesondere
durch Bacillus subtilis.

Von

Koozoo Kaziro.

Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama
(Vorstand »  Professor Dy. T. Schimiden.)

Eingegangen am 23. Juli 1926,

In meiner vorigen Mitteilung habe ich iiber eine neue Substanz aus Cholsdure durch
Bact. coli comm. berichtet”. In dhnlicher Weise bin ich neuerdings mit der Untersuch-
ung des Spaltungsproduktes der Cholsidure und der Desoxybiliansiure durch Bacillus
subtilis beschiftigt. Da der Versuch mit Cholsdure noch im Gange ist, méchte ich hier
nur iiber den Versuch mit Desoxybiliansaure berichten. Ganz wider Erwarten erhielt
ich aus der Desoxybiliansiure kein neues Sapltungsprodukt, konnte aber dabei Acetoin-
bildung aus Glycerin beobachten, das der Nihrlosung zugesetzt war. Ich wies aus dem
Reaktionsgemisch Acetoin, Acetaldehyd, Essigsiure, Ameisensiure, Milchsiure und
Aethylalkohol nach. Von den Reaktionsprodukten tiberwiegt das Acetoin, indem alle
anderen in nur sehr geringen Mengen vorhanden sind.

Das Girungsproblem ist, was die alkoholische Girung anbetrifft, seit Gay-Lussac im Jahre 1815 qualitativ
und quantitativ eifrig studiert worden, gehért aber trotzdem heute noch immer zu den noch nicht vollig geldsten,
schwer losbaren Problemen.

Die Girung in Form einer Gleichung nach Gay-Ilussac

CgH;9206 = 2CO; 4 2C;H;OH
wird die normale oder die I. Garungsform genannt. Dass der Zucker bei der Girung nicht direkt in Alkohol und
Kohlensiure zerfillt, sondern erst auf dem Wege durch verschiedene Zwischenstufen hindurch war damals noch
vollig unbekannt.

Im Jahre 1911 trennte Neuberg? von dem Girungsfermente, der Zymase, ein Carboxylase genanntes Ferment
ab, das die Brenztraubensiure leicht und glatt schon bei Zimmertemperatur vergiren kann.

CHj3-CO-COOII = COy 4+ CHs CHO.
Dadurch ist klargestellt, dass die Brenztraubensiure beim Zuckerzerfall als Zwischenprodukt eine wichtige

Rolle spielt und die wirklichen Zwischenprodukte des Zuckerabbaues in der C3-Reihe zu suchen sind.
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Im Jahre 1912 und 1914 gaben C. Neuberg und T. Kerb® an, dass freier Acetaldehyd von Hefe besonders
leicht in Gegenwart von Glycerin zu Aethylalkohol reduciert und dass beim Zuckerzerfall zunichst auf dem Weg
iiber dic Brenztraubensiure hinweg Acetaldchyd gebildet und dieser dann weiter zu Aethylalkohol reduziert wird.

Neuberg und Fiirber4) fanden nun, dass zwar die ersten Girungsvorginge sich bei saurer Reaktion abwickeln,
dass aber die spiteren ungestort ablaufen, auch wenn man nach geschehener Angirung Alkalien zusetzt.

Sie konnten bedeutende Quantititen Acetaldehyd und Glycerin feststellen, wihrend sie inbezug auf Kohlen-
siure und Alkohol eine erhebliche Verringerung fanden und so Anhaltspunkte fiir die zu erwartenden Zwischen-
stufen gewannen. Neuberg und Reinfurth® konnten Acetaldehyd als einen Aldehyd-Sulfit-Komplex fixieren, und
diese Methade wurde von ihnen als ” Abfangverfahren” bezeichnet. Es hat sich gezeigt, dass ein Unterschied
zwischen der Wirkung dieser Sulfite und der der anderen Alkalien besteht. Die neue Art der Zuckerspaltung

CgH1206 = COg + CI3 CIIO 4 GyHO3
wird die zweite Vergirungsform genannt. Wird der Acetaldehyd mit Sulfiten abgefangen, so wird der zu seiner
Reduktion zur Verfiigung stehende Wasserstoff zur Bildung von Glycerin aus einer bis jetzt noch nicht niher
bekaunten Vorstufe verbraucht.

Neuerlich haben Neuberg und Hirsch6) die Ueberzeugung gewonnen, dass es sich bei der Sulfitgirung um
eine specifische, chemische Wirkung und nicht um eine pathologische Verinderung handelt. Wenn die Girung
nicht durch Sulfite, sondern durch andere Alkalien gehemmt wird, so treten unter ihren Produkten noch Essig-
siure und Aethylalkohol auf?

2CsH 306 + H20 = CHj3.COOII + C:Hs0H 4 2C3H05 + 2C0Oy
und diese Spaltung wird die dritte Vergirungsform genannt.

Die vierte Vergirungsform ist nach Neuberg und Arinstein®) die Buttersiuregirung. Ilier bilden Acet-
aldehyd und Brenztraubensiure in dhnlicher Weise Durchgangsglieder. An der Brenztraubensiure spielt sich
scheinbar eine Aldolkondensation ab, und das entstandene Produkt geht unter Decarboxylierung durch eine Art
von Saccharinumlagerung in Buttersiure iiber.

Callj205 = 2CO;2 + 211, 4 C4H350;.

Die wertvolle Ansicht von Neuberg, dass die Brenztraubensiure ein Produkt der Linchemischen Spaltung
und zugleich ein Material fiir die Kohlenstoffverkettung, als ein hedeuatsames Bindeglied zwischen Abbauprozessen
und kernsynthetischen Vorgangen darstellt, erhellte den Weg zur Erforschung des Kohlenhydratumsatzes. Es ist
durch die prachtvolle Arbeit von Neuberg und Hirsch®) klargestellt worden, dass bei der einfachsten Kohlenstoff-
kettensynthese ein von ihnen Carboligase genanntes Ferment eine bedeutende Rolle spielt.

Durch earboligatische Reaktion zwischen dem Carbnxyacetaldehyd und verschiedenen Aldehyden entstehen
Ketonalkohole, Gebilde mit lingeren unverzweigten Kohlenstoffketten. Diese Vergirungsart wird die fiinfte
Form genanat.

Neuberg und Hirsch10) haben im Jahre 1921 im Gargut von Saccharose oder Glukose einen Ketonalkohol,
nimlich 1-Phenylacetylcarbinol CgHs-CHOH-CO-CHg,!D) isoliert, indem sich vor der Gérung Benzaldehyd zusetz-
ten. Eine solche Verkettung einer aliphatischen und aromatischen Aldehyds erfolgt niemals so gut rein chemisch
wie einfach katalytisch. In ihrem Versuch gelang es nicht, Benzaldehyd mit fertigem Acetaldehyd zu vereinigen,
sondern mit seiner binlogischen Vorstufe, der Brenztraubensiure. Nach der Meinung von Neuberg und Hirsch
ist fiir diese biologische Acyloinbildung oder die biologische Kondensation eine im Entstehungszustande besonders
reaktionsfihige Form des Acetaldehyds nétig, indem sich zunichst die Bildung von «-Benzoyl-oxy-propionsiure
Cﬁ[>l5-CO-(IZ(OII)-ClI3 vollzieht, die dann unter Kohlensiureverlust den Ketonalkohol liefert.

CO0Il
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Hirsch™ erhielt neulich Acetylmethylcarbino!l biosynthetisch aus dem Gargut von
Brenztraubensiurelésung mit Isovaleraldehyd. Im Jahre 1908 meinte Neuberg schon'™
dass sich durch biologische Vorginge aus 2 Molekiilen Acetaldehyd Acetoin bilden
konne. Zur Zeit steht dafir der experimentelle Nachweis noch aus. Die auf rein che-
mischem Wege zustande kommenden Kondensationsprodukte des Acetaldehyds waren
immer die Aldole. Das Auftreten von Acetylmethylcarbinol durch Bakterienwirkung
auf Zucker ist von einigen Autoren schon friher berichtet worden'’., Nachdem Neu-
berg und Hirsch die in der Garungschemie eine so wichtige Rolle spielende Carboligase
gefunden, ist die Erforschung des Schicksals des Acetaldehyds im Verlaufe der Girung
wieder von neuem zu einem interessanten Problem geworden. Neuberg und Reinfurth®™
haben nachgewiesen, dass im Verlaufe der normalen alkoholnschen Zuckerspaltung kein
Acetoin auftritt, wiahrend nach Zugabe von Acetaldehyd zu einer girenden Zuckerlos-
ung eine Kohlenstoffkettensynthese und mit ihr Acetoinbildung erfolgt, und weiter, dass
ein Teil des sich zum Acetoin zusammenschliessenden Acetaldehyds aus dem zerfallen-
den Zucker stammt. De Graaf und Le Fevre'® haben auch die Bildung von Acetoin
bei der Vergarung der C;-Reihe durch Koli-Typhusgruppen nachgewiesen. Diese Bio-
synthese, die Kohlenstoffkettenbildung aus niederen Bruchstiicken, scheint auf dem
Gebiete des Kohlenhydratumsatzes héchst bedeutungsvoll zu sein.

In dieser Hinsicht diirfte die Tatsache interessant und nicht ohne Belang sein, dass
ich aus dem einer hinreichenden Garung unterworfenen Gargut, niamlich aus Glycerin
und Desoxybiliansiure, reichlich Acetoin als Diacetylphenylosazon isoliert habe. Es
hitte hier keine Acetoinbildung stattfinden diirfen, wenn das Acetoin in der Weise
gebildet wiirde, wie es Neuberg und Reinfurth bemerkt haben. Bei diesem Versuche
habe ich experimentell nachgewiesen, dass die Subtilisbacillen unter gewiessen Beding-
ungen auch carboligatische Fermente produzieren kénnen.

Es ist noch unbestimmt, ob die hinzugefiigte Desoxybiliansdure bei der Acetoin-
bildung eine wesentliche Rolle spielt, oder ob bei der Acetoinbildung den Subtilisbacillen
die Hauptrolle zuzuschreiben ist. Untersuchung nach dieser Richtung hin sind noch
im Gange.

Neuberg und Sandberg'” haben festgestellt, dass die Gallensiuren im freien Zu-
stande auf Hefezellen garungsanregend wirken und auch in ihrem Na-Salz die Garung
mit lebenden Zellen anfangs etwas erleichtern, nach einiger Zeit jedoch hemmen. Die
Entwicklung der Subtilisbacillen scheint in meinem Versuch bei Gegenwart des Na-
Salzes der C!lolséiure (0.295) stark gehemmt zu werden, wihrend das bei Anwesenheit
des Na-Salzes der Desoxybiliansaure (0.29) nicht der Fall ist.
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Experimenteller Teil.

10 g. reine Desoxybiliansiure wurde in berechneten Mengen einer Natriumcar-
bonatlésung gelést und in 5 Liter der Sasakischen Nihrlésung'® gebracht. Diese
Losung wurde auf 10 Kolben verteilt, sterilisiert, mit Subtilisbacillen geimpft und 60
Tage lang unter tiglichem Schiitteln einer Bebriitung bei 37—39°C. unterworfen. Nach
der Bebriitung wurde das Girgut noch ziemlich lange Zeit bei Zimmertemperatur stehen
gelassen. Die Bakterien entwickelten sich ziemlich iippig, und schon nach einigen
Tagen trat eine starke Triibung ein.

Nun wurde die braunlich schwarz gefiarbte Lgsung von dem Bodensatz abfiltriert,
mit verdiinnter Salzsaure bis kongosauer angesiuert und von dem entstandenen Nieder-
schlag abgesaugt.

A. Untersuchung des durch Ansiuren entstandenen Niederschlages.

Die abgesaugte schwirzliche Masse wurde in Alkohol gelsst und von der im Al-
kohol unléslichen Masse abfiltriert. Aus dieser konnte ich keine einheitliche Substanz
isolieren. Das alkoholische Filtrat wurde mit Tierkohle entfiarbt, und in der nunmehr
ziemlich hellen Lésung wurde durch Zusatz von warmem Wasser zunichst eine milchige
Triibung erzeugt und alles stehen gelassen. - Die in schénen feinen Nadeln auskristal-
lisierte Sdure wurde mit Barytwasser gekocht und heiss filtriert. Aus dem kristallini-
schen Riickstand des Bariumsalzes konnte ich jedoch selbst nach umstindlicher Bearbeit-
ung keine einheitliche Substanz erzielen. Der Schmelzpunkt und die Eigenschaften der
aus dem im Wasser l6slichen Bariumsalz erhaltenen Siure stimmen mit der Desoxy-
biliansiure gut tiberein.

B. Untersuchung des von der Desoxybiliansiure abfiltrierten Filtrates.

Das Filtrat wurde mit Natriumcarbonatlésung neutralisiert und ein Drittel desselben
abdestilliert, das ich neutrales Destillat nenne. Der Destillationsriickstand wurde mit
verdiinnter Schwefelsiure angesiuert, mit dem halben Volumen Wasser verdiinnt und
davon wieder ein Drittel abdestilliert, das ich als saures Destillat bezeichne.

1) Untersuchung des neutralen Destillates.

Das neutrale Destillat zeigte nach Zusatz von Alkalilauge eine voriibergehende
schéne violettrote Farbung und reduzierte Fehlingsche Lésung schon in der Kilte sowie
ammoniakalische Silberlésung. Molybdinsaures Ammon gab beim Erhitzen eine tief-
blaue Farbung des Destillates. Die Resorcin-Salzsiure-Probe ergab eine gelbe Firbung.
Nitroprussidnatriumlésung und Natronlauge gaben eine intensiv rote Firbung, die bald

durch Ansiuerung blasser wurde,
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Priifung auf Acetaldehyd.

Das Destillat zeigte eine charakteristische Blaufirbung mit Piperidin und Nitro-
prussidnatriumlosung, die bei lingerem Stehen in violettrot und darauf in purpurrot
uberging. Die Jodformreaktion fiel stark positiv aus. Die Darstellung von Acet-
aldehydphenylhydrazon ist mir misslungen.

Priifung auf Aethylalkohol.

Aethylalkohol wurde an dem Geruch von Benzoesiureathylester erkannt, der sich
durch Zusatz von Benzoylchlorid zum Destillat bildet.

Priifung auf Methylacetylcarbinol.

Das Destillat drehte polarimetrisch nach links. Das Methylacetylcarbinol wurde
als Diphenylosazon isoliert, und es betrug ca. 20 g. Rohprodukt. Es stellte schéne
hellgelbe kleine Prismen vom Schmelzpunkt 243 —245°C. dar.

Analyse :

3.6425 mg. Substanz: 0.671 ccm. N. (16°C. 774.7 mm.)
CisHiN, Ber. N. 21.04 Proz; gef. N. 21.40 Proz.

2) Untersuchung des sauren Destillates.

Das saure Destillat reagiert ziemlich stark sauer auf Lackmus und reduzierte Feh-
lingsche Losung schon in der Kilte.

Priifung auf Ameisensiure.

Das mit Silberoxyd versetzte Destillat bildete an der Gefisswand einen Silberspie-
gel. Die genau neutralisierte Lésung des Destillates wurde durch Zusatz von Eisen-
chloridlésung leicht getriibt,

Priffung auf Essigsiure.

Die mit Natriumcarbonatlésung genau neutralisierte Losung zeigte durch Zusatz
von Eisenchloridlésung eine blutrote Fiarbung. Das Destillat wurde mit Calciumcar-
bonat neutralisiert, eingedampft und der Riickstand trocken destilliert. In dem ins
Wasser eingeleitete Destillat wurde Aceton mittels Jodform- und Nitroprussidnatrium-
l6sungreaktion nachgewiesen. Auch die Kakodylreaktion fiel posmv aus.

3) Untersuchung des Riickstandes.

Der Destillationsriickstand wurde mit Wasser verdiinnt und wiederholt abdestilliert,
bis keine reduzierbaren Stoff mehr entwichen. Dieser Riickstand wurde nach dem
Einengen auf kleines Volumen nach der Kumagawa-Suttoschen Methode mit Aether
erschépfend ausgezogen. Der Aetherriickstand wurde im Wasser gelést und von der
im Wasser unléslichen Desoxybiliansidure abfiltriert. Das Filtrat wurde auf Milchsiure
mittels der Hopkinsschen Reaktion gepriift, die positiv ausfiel. Aus dem Filtrat konnte
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ich mittelst der Pyrrolreaktion keine Bernsteinsaure nachweisen. Das Filtrat wurde mit
Barytwasser genau neutralisiert und von dem ausgeschiedenen Bariumsulfat abfiltriert.
Dieses Filtrat wurde mit Alkohol ausgesalzen, um Bernsteinsiure und Milchsdure von
einander zu trennen. Aus dem von dem ausgesalzenen Bernsteinsiuresalze abgetrenn-

ten Filtrat gewann ich zwar etwas Zinklaktat, das aber leider zur Analysc nicht gentigte.

Zum Schluss moichte ich flersn Itano vom Hygienischen Institut von Okayama meinen besten Dank fiir

seine freundliche Ililfe bei der Isolierung der Bakterien aussprechen.
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