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Der heute allgemein anerkannte Abbauweg bei der Verg~ung yon Zucker zu Alkohol 
fiber phosphorylierte Intermedi~rprodukte w~lrde fiir den zeUfreien Fermentextrakt 
(Macerationssaft) als Schema irn Jahre I93 B yon O. MEYERHOF 1 im Princip das erstemal 
aufgesteUt und irn Jahre 1935 ~ und I9373 erg~nzend erweitert. Bei diesem Schema wird 
zwischen Initialphase und stationi~rer Phase unterschieden. In der Erg~nzung yon 1937 
findet sich auch eine Erkliirung fiir die Entstehung der HARDEN-YOUNG'schen G~irungs- 
phase im zellfreien Macerationssaft; aber gerade die Bildung yon Hexoseestern ist fiir 
die Gegner dieses Schemas immer ein Punkt der Kritik, nach der der Abbau des Zuckers 
in der lebenden Zelle anders verlaufen sollte, weil bei ihr diese Ester als G~rungs- 
zwischenprodukte nicht nennenswert sich anh~ufen und nachzuweisen sind. In einem 
wirklichen station~ren Zustaud ist nun die Anreicherung eines Intermedi~rproduktes 
nicht zu erwarten, da jeder Fall dieser Art eine Zustands~nderung voraussetzt, sei es 
Alterung, Hemmung durch Gifte oder Ersch6pfung yon N~ihrstoffen u.s.w. Auch die 
Initialphase der G~rung ist eine solche Zustands~ncierung. Im folgenden soll die vor° 
fibergehende Anreicherung einer Triosephosphors~ure als Intermediikrprodukt bei der 
Ang~rung yon intakter Here beschrieben werden. 

METHODIK 

Triosephosphors~ure wurde nachgewiesen als Milchsliure, welche durch alkalische Verseifung 
bei Zimmertemperatur nach der yon O. MZYSRHOF UND K. LOHMANN aa beschriebenen Reaktion 
ents teht :  Triosephosphat --~ Milchs~ure ~ Phosphat.  Die so gebildete Milchs~ure in den G~krans~tzen 
wurde folgendermassen bestimmt: 20 ml GArlSsung wurden filtrier t, schwach Phenolphtalein-alkalisch 
zur Trockne verdampft, 2 real mit  Wasser aufgenommen und nochmals verdampft, im SchwefelsRure- 
exsiccator fiber Nacht getrocknet; dann in 2o ml Wasser gelSst, und zur Verseifung der Triosephos- 
phors~ure mit  ~ ml 25% Natronlauge versetzt. Nach io Minuten Stehen bei Zimmertemperatur 
wurde mit  i ml 25% Salzs~ure neutralisiert, mit  CuSO~-Ca(OH)s gefAllt, ein aliquoter Teil abge- 
nommen und in der iiblichen Weise nach FRIEDEMANN, CONTONIO UND SHA]FFRK 4 die Milchs~ure 
bestimmt. Als Here wurde Weinhefe Steinberg aus Geisenheim am Rhein oder Weinhefe Oppenheimer 
Kreuz aus Oppenheim am lthein verwandt.  

Natiirliche NAhrsubstrate waren Traubenmoste oder Moste aus anderen Friichten. Als synthe- 
tische N~hrlSsung diente ein modifizierter Gt~ransatz nach HENNEBERG 5, bestehend aus I5% Rohr- 
zucker, 0.2% Pepton, 0.5% KHaPO~, 0.2% MgSO~. PH 4 .8. 

Um die Triosephosphors~ure zu isolieren und fernerhin die bereits vorgebildete Milchs~ure yon 
derjenigen zu unterscheiden, die erst durch alkalische Verseifung entsteht, wurden die G~krans~tze 
dutch F~llung mit  Bariumacetat und Alkohol fraktioniert. Beim Fraktionieren wurden 2o-5o ml 
der mit  Trichloressigs~ure enteiweissten Gftrans~tze mit  Bariumacetat  versetzt und bei schwach 
lackmussaurer Reaktion mit  3 Teilen Alkohol gef~Ut. Der Niederschlag wurde mit  Alkohol-Aether ge- 
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waschcn und im Schwefels~iureexsiccator fiber Nacht  getrocknet. Darauf wurde im ursprfinglichen 
Volumen Wasser mit einigen Tropfen 2 n SalzsAure gel6st, Ba mit  Na,SO 4 ausgef~illt, mit i ml 25 %iger 
Natronlauge bei Zimmertemperatur verseift; dann mit  i ml 25%iger Salzsgure neutralisiert und nach 
CuSO4-Ca(OH)=-Behandlung in einem aliquoten Teil die Milchs~iure bestimmt. Ein entsprechender 
Anteil wurde vor der CuSO4-Ca(OH),-Behandlung zur P,Os-Bestimmung der Triosephosphors~ure 
abgenommen -und als aviorganisches Phosphat nach der Verseifung mit  normaler Natronlauge be- 
stimmt. Die kolorimetrische Phosphorsgurebestimmung nach LOHMANN UND JENDRASSIK 6 wurde 
in einem lichtelektrisehen Kolorimeter nach HAVEMANN mittels einer Eichkurve vorgenommen. 
Zunahme des anorganischen Phosphats nach alkalischer Verseifung entspricht der Triosephosphor- 
s~iure. 

In der Mutterlauge der BariumfMlung konnte die wirkliche Milchs~iure, d.h. diejenige, die nicht 
erst dutch alkalische Verseifung entstanden ist, nach Ba-FMlung mit Natriumsulfat in der oben 
angegebenen Weise ebenfalls best immt werden. 
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aus Sylvanertrauben in der Versuchs- 
und  Forschungsanstalt ffir Wein- und Obstbau zu Geisenheim aus dem Jahre 194 4 auf- 
gezeichnet. Das p~ dieses Mostes betrug 3.3 und die Kellertemperatur Ende Oktober 
9-11 °. Kurve I (Abb, I) zeigt in -~ 70 
der Anggrungsphase zwischen dem / \ 
2. und 8. Tag einen Anstieg der ~ I \ 
Milchsiiure bis zu 65 mg/%, der ~ 0  
dann bei einsetzender maximaler ~ 
Giirgeschwindigkeit auf 46 rag/% ~ ~o 

Verfolgt man die Milchsiiure- 
bildung eines g~irenden Trauben-" 
saftes wiihrend des ganzen Giirver- 
laufes, so ist zun~tchst in der 
Ang~irungsphase ein Ansteigen "der 
Milchs~ture festzustellen, die bei 
Beginn der stationltren Phase auf 
einen gleichbleibenden Gehalt bis 
zum Ende der G~irung abfiillt. In 
der Abb. I i s t  eine derartige Milch- 
siiurebildung bei der normalen Ver- 

absinkt und :W~ihrend und nach 
beendeter G~rung bei ungef~ihr 40 
4 ° mg bleibt bis zum Einsetzen 
der bakteriellen S~iureg~rung. Es 
wurde nun welter, gefunden, dass s0 
sich dieser Milchs~iureanstieg durch 
Zusatz eines w~issrigen Extraktes 20 
aus getrockneten Schimmelpilzen 
( A spergiUus niger) bedeutend stei- 

fo gern l~isst. Nach v. EULER UND 
NIELSEN 7 enth~ilt Aspergillus niger 
einen wassert6slichen Wuchsstoff 
ftir Here, der wahrscheinlich zur 
Biosgruppe gehSrt. Bei Zusatz yon 
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2% eines derartigen Io%igen, w~srigen Extraktes stieg die Milchsliure nach 5 Tagen 
bis auf I59 mg in IOO ml G~rlSsung an (Kurve II). 

Da das PH eines Traubenmostes zwischen 3 und 3.5 relativ ungiinstig fiir die Here 
liegt, erstreckt sich diese Ang~irungsphase bei einer verh~Itnism~issig niedrigen Tempe- 
ratur zwischen 9 und 12 ° auf etwa 6 Tage; bei Zimmertemperatur und bei einem fiir die 
Here giinstigen PH yon 4.8 beschr~nkt sich diese Phase auf 2 Tage, wie in Laboratoriums- 
versuchen, z.B. mit einem Moste von Hagebuttenfriichten, der mit Zucker auf etwa 
20% versetzt war, zeigt (Abb. 2). Auch bier ist der Milchs~iureanstieg (Kurve I)deutlich 
zu erkennen und betr~igt bei Zusatz von Aspergillusextrakt mehr als das Doppelte 
(Kurve II). 

Auch mit kiinstlicher N~hrlSsung, wie sie oben beschrieben wurde, bei einem PH 
von 4.8, ist dieser Anstieg und seine wesentliche Steigerung durch einen Aspergillus- 
Extrakt als G~irungsaktivator Mar ersichtlich, wie die Tabelle I zeigt. Die Ang~imngs- 
phase dauerte hier ebenfalls nur 2 Tage. 

TABELLE I 

Zeit in Stunden 

23 
27 
44 
52 

mg Milchsiiure in iooml  
ohne Zusatz 

6.7 
33.8 
22.5 
15.o 

mgMilchs~ure in iooml  
mi t  Aspergilluszusatz 

9 
67.5 
33.8 
I6.65 

Die Wirkung des Aspergillusaktivators ist mengenm~issig begrenzt und erreicht 
zwischen 0.2 und o.5%, auf Pilztrockengewicht berech t, das Maximum. In einem 
G~ansatz mit synthetischer N~ihrlSsung wurden nach !7 Stunden die Mflch~urewerte 
der Tabelle II erhalten. Konzentrationen fiber 0.5% wirkten hemmend. 

TABELLE II 

Ansatz Aspergillus % mg MilchsRure/xoo ml NtLhrl6sung 

0.05 
o.I 
0.2 
0.5 
I.O 

I5.o 
27.3 
31.6 
34.I 
2I.O 

Fraktioniert man die in den beschriebenen Versuchen gebildete Milchs~iure der~rt, 
dass man mit Bariumacetat und Alkohol bei schwach lackmussaurer Reaktion eine 
F~fllung vornimmt, dann findet man in dieser Bariumf~fllung nach alkalischer Verseifung 
ebenfalls Milchs~ure. Diese F~llung kann aber keine v0rgebildete Milchs~iure enthalten, 
da das Ba-Salz der Milchs~ure noch in 75% Alkohol spielend~ 16slich ist. F~llbar mit 
Barium und Alkohol und zur Milchs~ture umgesetzt mit Alkali werden aber yon allen 
Intermedi~-produkten bis jetzt nut die T.riosephosphors~turen. Tatsiichlich lassen sich 
auch die anniihernden Mengen anorganisches Phosphat nach der Verseifung mit Alkali, 
herrfihrend aus einer alkali-empfmdlichen Phosphorsiiureverbindung, nachweisen, Es ist 
also sicher anzunehmen, dass in dieser f~llbaren Substanz eine Triosephosphors~ure 
Litera~uv S. x98. 
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Abb. 3 

vorliegt. In Abb. 3 ist ein derartiger Versuch 
aufgezeichnet. Kurve I i s t  die gebildete Triose- 

iv phosphors~iure bei der Ang~trung ohne Zusatz, 
Kurve II nach Zusatz yon 0.2% getrocknetem 

ili Aspergillusmicel. Sie erreicht ihr Maximum bei 
4 ° mg Milchs~ure pro IOO ml Ansatz und ist 
um das 1.75 fache gegentiber dem Normalansatz 
gesteigert. Beide Werte fallen bei beginnender, 
sichtbarer GRrung ab und betragen bei roller 
G~rung, also im station~ren Zustand, kaum noch 
bestimmbare Mengen. Die der Milchs~iure ent- 
sprechende Phosphat-Menge ist, soweit sie be- 
stimmbar war, in Tabelle III aufgezeichnet. 

Die gefundenen MilchsRurewerte in der 
Mutterlauge der Ba-F~llungen, die der pr~for- 

iz mierten Milchs~iure entsprechen, sind in Kurve 
I 

III bzw. Kurve IV aufgezeichnet. Aus ihrem 
Verlauf sieht man deutlich, dass sie im Laufe 
der GRrung bis zu Werten von ca. 50-60 mg in 
IOO m l  a n s t e i g e n .  D iese r  unge f i i h re  W e r t  w i r d  

bei allen Giirungen mit lebender Hefe gefunden. Der gr6sste Teil wird in der Ang/irungs- 
phase gebildet. 

TABELLE III  

Zeit in mg Milchsiiure/ioo ml mg P=O 6 gefunden/ioo ml mg P=O5 berechnet/Ioo ml 

Tagen ohne Zusatz mit Aspergillus ohne Zusatz l mit Aspergillus ohne Zusatz mit Aspergillus 

I 14.8 31.2 lO.6 22.3 11. 7 24.8 
2 23. 4 38.5 17. 3 2t.3 18. 4 30.4 
3 17.4 25.2 lO.4 16.9 13.7 19.9 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Ang~Lrungsphase mit intakter Hefe zeigt das Ansteigen einer scheinbaren Milchs~urebildung, 
die dutch Zusatz eines w~Lssrigen Aspergillus niger-Extraktes wesentlich gesteigert werden kann. 
Bei l~bergang zur station~Lren Phase f~llt diese Milchs~Lure bis zu einem w~ihrend der ganzen G~rung 
gleichbleibenden Welt  ab. Durch Ba-Salzbfldung kann man diese Milchs~Lure in 2 Fraktionen zer- 
legen, yon denen die alkoholunl6sliche Ba-F~Lllung nach ihren Eigenschaften als eine Triosephosphor- 
s~ure angesprochen werden muss. Damit scheint bewiesen, dass die Spaltung des Zuckers zu Alkohol 
auch mit  intakter, lebender Here ebenso wie beim zellfreien Macerationssaff fiber Triosephosphor- 
s~ure als Zwischenprodukt verl~iuft. Es ist beliebig unwahrscheinlich, dass die darauffolgenden Reak- 
tionen einen anderen Weg ais den in dem G~rungsschema angegebenen einschlagen werden. Die Bil- 
dung dieser Triosephosphors~ure ist in der Ang~irungsphase mit den darauffolgenden Reaktionen 
nicht synchronisiert, sodass es m6glich ist, die vorauseilende Bildung dieser Triosephosphors~ure 
analytisch zu erfassen. In der station~Lren Phase jedoch liegt, wie zu erwarten war, dieses Zwisehen- 
produkt nicht angereichert vor. 

Welter zeigen diese Versuche auch den Ursprung der bei jeder Hefeg~rung entstehenden, gerin- 
gen Mengen Milchs~ure. Er  liegt haupts~chlich in der Initialphase und steigt langsam bis zu einem 
konstant bleibenden Weft  w~Lhrend des G~rverlaufes an, der fiir die untersuchten Weinhefen zwischen 
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30 und  60 mg/ ioo  ml Most liegt. Es ist  noch unklar, ob diese Milchs~ure aus einer Anderung des 
Stoi~wechsels yon der ruhenden zur sprossenden Hefe s tammt,  oder ob diese Milchs~ure als Produkt  
der vorauseilenden Triosephosphors~urebildung aufgefasst werden muss. Im letzteren Fall wiirde sie 
natiirlich nicht  durch alkalische Verseifung ents tanden sein. Sie k6nnte  abet  aus dem spontanen Zer- 
fall yon Triosephosphat zu Methylglyoxal herriihren. Das Methylglyoxal wfirde dann  dutch  die 
Methylglyoxalase in Milchs~ure umgewandelt.  Damit  wfirde zum ersten Mal diesem Enzym in der 
Here eine Funkt ion  zugewiesen (Siehe hierzu auch K. LOHMANN8). 

SUMMARY 

The initial  phase of fermentation with whole yeast shows the onset of an  apparen t  formation 
of lactic acid, which can be markedly increased by watery extracts of Aspergillus niger. On transi t ion 
to the  s ta t ionary phase this  lactic acid decreases to an amount  which remains constant  th roughout  
the  fermentat ion.  By forming baryum salts this  lactic acid can be separated into two fractions. One 
of these, the  precipitate which is insoluble in alcohol, is to be regarded as a triose-phosphoric acid, 
according to its properties. This seems to prove t ha t  the decomposition of sugar to alcohol by in tac t  
living yeast  also proceeds by  way of triose phosphoric acid as intermediate, jus t  as in the  case of 
cell-free macerat ion juice. I t  is ra ther  improbable t ha t  the subsequent reactions would follow another  
route t han  has  been indicated in the scheme of alcoholic fermentation. 

The formation of this  triose phosphoric acid has not  yet  been "synchronized" with the following 
reactions during the  init ial  phase of fermentation, so the preceding formation of this triose phosphoric 
acid can be demonstrated analytically. In the  s ta t ionary phase, however, this  intermediate is not  
present  in larger amount,  as is to be expected. 

These experiments also reveal the  origin of the smart amounts  of lactic acid which are formed 
during each yeast fermentation.  This origin is to be found in the initial phase and the  amount  of 
lactic acid gradually increases when the  fermentation proceeds unt i l  a constant  value is a t ta ined which 
is most ly 30-5o mg/~oo ml wort for the wine yeasts investigated. 

I t  is not  yet  clear whether  this  lactic acid originates from a conversion of the  metabolism of 
resting yeast  to t h a t  of budding yeast, or whether  i t  must  be regarded to be a product of the  preceding 
f¢rmation of triose phosphoric acid. In the lat ter  case i t  would of course not  have been formed by  
alkaline saponification. I t  could however arise from the spontaneous decomposition of triose phosphate  
to methylglyoxal.  The lat ter  would then be converted into lactic acid by  methylglyoxalase. Th i s  
would be the first t ime t h a t  a function is appointed to this enzyme in the yeast (See also K. LOHMANNS). 

RI~SUM~ 

La-phase initiale de la fermentat ion avec de la levure intacte montre  une augmentat ion de la 
formation apparente  d'acide lactique qui pout  ~tre consid6rablement accrue par  l 'adjonction d 'un  
extrai t  aqueux d'Aspergillus niger. Lors du passage ~ la phase stat ionnaire la quanti t6  d'acide lactique 
d~crott jusqu'~ une valour qui reste constante pendan t  toute  la dur6e de la fermentation.  Par  t rans-  
formation en sels de bar ium cot acide lactique apparent  peut  ~tre s6par6 en deux fractions; le pr6cipit6 
de bar ium insoluble dans l'alcool dolt ~tre consider6, d'apr~s sos propri~t6s, comme provenant  d 'un  
acide triose-phosphorique. Ceci semble d6montrer  que la t ransformation du sucre en alcool se produit  
sous l 'action de la levure in tacte  vivante,  de m6me que sous l 'act ion d ' u n  extra i t  exempt  de cellules 
en passant  par  l 'acide triose-phosphorique comme interm6diaire. Il est assez peu probable que los 
r6actious suivantes passent par  un  autre  chemin que celui indiqu6 dans le schema de la fermentat ion 
alcoolique. 

Dans la phase initiale cette formation d'acide triose-phosphorique n 'es t  pas  "synchronis~e" avec 
los r6actions suivantes et  c 'est pourquoi il est possible de d~montrer son existence analyt iquement  
Cependant, ainsi que Yon pouvai t  s 'y  at tendre,  ce produi t  interm~dlaire n 'es t  pas accumul6 pendant  
la phase s tat ionnaire.  

Cos experiences r6v~lent de plus l 'origine des faibles quanti t6s d'acide lactique rencontr6es dans 
route fermentat ion produite par  la levure. La formation d'acide lactique commence dans la phase 
initiale at  augmente  pendan t  la fermentat ion jusqu'~ une valour constante qui est de 3 ° ~ 6o mg[zoo 
ml de m o s t  pour les levures de vin examin6es. 

Cot acide lactique provient-il  du passage du m6tabolisme de la levure au repos ~ celui de la 
levure bourgeonnante  ou bien est-il un produit  de la formation pr~c~dente d'acide triose-phospho- 
rique ?l De routes fa~ons, dans ce dernier cas, il ne pourrai t  pas provenir  d 'une saponification alcaline 
mais bien d 'une  d6composition spontan6e du triose-phosphate en m6thylglyoxale. Ce dernier serait 
ensuite transform6 en acide la~tique par  le m6thylglyoxalase. Ce serait  la premiere lois qu 'une  
onction f5t  a t t r ibu te  ~ cet enzyme dans la levure (voir aussi K. LOHMANNS). 
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