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Wie wir vor kurzem anhand einer eingehenden Bestandsaufnahme der Aroma-
stoffe von Weinen, Traubenmosten und Modellgdrversuchen nachgewiesen haben (1),
entsteht ein wesentlicher Teil der mehreren hundert Einzelkomponenten des Gesamt-
aromas eines Weines wiahrend der Hefegdrung. Die besondere Bedeutung des Hefe-
stoffwechsels flir die Bildung von Aromastoffen wurde deutlich, als wir mit Hilfe
standardisierter Extraktionen zu ihrer Anreicherung und leistungsfihiger gaschro-
matographischer Methoden zur Trennung und zum Nachweis die in Traubenbeeren,
Traubenmosten, Weinen und Modellgdrversuchen vorhandenen Aromakomponenten
miteinander verglichen (1). Dabei zeigte sich u. a., daB3 die Hauptmenge der fiir einen
Wein bedeutsamen Bukettstoffe wahrend der Hefegdrung entsteht; neben mengen-
méBig hervortretenden Verbindungen wie Athanol und Glycerin (g/1), iso-Butanol
und iso-Amylalkohole (Fuseldle; mg/l) werden zahlreiche Verbindungen wie Alko-
hole, Aldehyde, Ketone, Ester (ug/l) neu gebildet.

Modellgérversuche, {iber die wir in Klirze zusammenfassend berichten, haben uns
ferner gezeigt, daBl definiert zum Géarsubstrat zugesetzte Stickstoff-Verbindungen
(Aminosduren und Ammoniumsalze) bei sonst gleicher Zusammensetzung der Nihr-
16sung und vergleichbaren experimentellen Bedingungen den Hefestoffwechsel in
der Bildung von Gérungsprodukten nachhaltig beeinflussen. Diese Wirkung er-
streckt sich sowohl auf Haupt- als auch auf Nebenprodukte der alkoholischen Géa-
rung. Im Falle der mengenmafig unterschiedlichen Bildung von Butanolen und Pen-
tanolen (2), Apfelsdure (3) und Weinsédure (4) konnte der Einflul verschiedener N-
Quellen differenziert werden. Bei den Apfelsdureversuchen zeigten sich auch die Be-
ziehungen zwischen N-Quellen und Arteigenschaften verschiedener Hefen bei der
Apfelsdurebildung (3).

Unsere Beobachtung, wonach bei vergleichbaren Zucker- aber verschiedenen
Aminosdurengehalten von Géarsubstraten unterschiedliche Mengen an Aromastof-
fen gebildet werden, ist nun im Falle des Weines erkldrbar. Traubenbeeren weisen
ndmlich bei dhnlichen Zuckergehalten in Abhingigkeit von Sorte, Reifungsbedin-
gungen und Reifegrad eine ganz verschiedene Zusammensetzung an freien Amino-
sduren auf (5).

Wir konnten aus unseren Versuchen in Ubereinstimmung mit der umfangreichen
und weitverstreuten Hefeliteratur, die erst durch neuere Zusammenfassungen er-
schlossen worden ist (6—9), folgern, dal Kohlenhydrate als wichtigste N&ahrstoff-

') Nach Vortridgen von F. Drawert im Kolloquium fir Organische Chemie und Biochemie der
Univ. Mainz am 2. 7. 1964, bei der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft, Landesgruppe
Rhein-Main in Frankfurt am 14. 12. 1965, im Organisch-Chemischen Kolloquium der TH Karls-
ruhe am 26. 2. 1966, bei der 25. Arbeitstagung des Arbeitskreises Slidwest-Deutschland der
Fachgruppe Lebensmittelchemie und gerichtlicne Chemie am 29. 4. 1966 in Freiburg/Br. und
anlaBlich 'des 46. Deutschen Weinbaukongresses am 7. 9. 1966 in Stuttgart.
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und Energiequelle der Hefen das Kohlenstoffgeriist flir die Hauptprodukte der alko-
holischen Géarung, ein gewisses Reservoir an Metaboliten und Energie zur Verfiigung
stellen. Fiir die Bildung der zahlreichen Gé&rungsnebenprodukte, die eigentlichen
Aromastoffe, sollten indessen die im Géarsubstrat vorhandenen Stickstoff-Verbin-
dungen von besonderer Bedeutung sein. Von den Aminoséuren, die aus theoretischer
Sicht als Aroma-Vorldufer (Precursor) anzusehen sind, konnte angenommen werden,
daf3 sie, je nach dem Mechanismus ihrer Aufnahme aus dem Né&hrsubstrat in die
Hefezelle, Metabolite in unterschiedlichen Mengen mit verschiedenen Strukturen in
den Hefestoffwechsel einbringen. Diese konnen mit den Metaboliten des Kohlen-
hydratstoffwechsels zu Nebenprodukten der alkoholischen Gadrung reagieren oder zu
Gliedern der Hauptwege des Stoffwechsels werden. Nachdem uns die Modellgar-
versuche die vermutete ,biochemische Wertigkeit“ der N-Verbindun-
gen beziiglich der Bildung von Garungsnebenprodukten anhand quantitativer MaG3-
zahlen bestatigt hatten, priiften wir mit “C-Verbindungen die Stoffwechsel-
beziehungen zwischen C- und N-Verbindungen. Diese Untersu-
chungen sollten insbesondere die Frage klédren, inwieweit die Haupt- und Neben-
wege der alkoholischen Gérung ineinandergreifen und in welchem Ausmaf die ein-
zelnen Stoffwechselprodukte sowohl aus dem Kohlenstoffgeriist von Zuckern und
Sduren als auch dem der Aminoséduren gebildet werden.

In der vorliegenden Arbeit werden die Ery>huisse der Versuche mit “C-Verbin-
dungen hinsichtlich der Entstehung fliichtiger Verbindungen dargestellt und deren
mdogliche Bildungswege ausfiihrlich anhand der einschldgigen Literatur diskutiert.

Beschreibung der Methoden und Versuche

Garversuche mit radioaktiv markierten Verbindungen

1. Ndhrlosung und zugesetzte *C-Verbindungen: Pro Versuch wurden 500 bzw
250 ml steril filtrierter Traubenmost der Rebsorte Riesling 90 (Geilweilerhof) mit 0,2
bzw. 0,1 mC der zu priifenden, nachfolgend aufgefiihrten radioaktiven Verbindung
versetzt und mit 0,2 bzw 0,1 ml einer Hefesuspension beimpft:

Trau?:;xmost mC 14C-Verbindung Hefe
500 0,2 DL-Weinsdure(-1,4-14C)?) S.c.H,
500 0,2 L-Glutaminsdure (U)?) S.c. H,
500 0,2 L-Prolin (U)?) S.c.H,
500 0,2 L-Asparaginsdure (U)%) S.c. H,
500 0,2 D-Glucose (U)3) S.c. H,
500 — Blindprobe S.c. H,
250 0,1 DL-Apfelsidure(-3-14C)% S.c.H,
250 0,1 DL-Apfelsdure(-3-11C)%) Schiz. p.

) DL-Tartaric acid-1,4-"*C: CFA 165*; 2—5 mC/mMol.

}) L-Glutamic acid (U): CFB 10*; 5—10 mC/mMol.

%) L-Proline: CFB 17¢%; 5—10 mC/mMol.

4 L-Aspartic acid (U): CFB 9*; 5—10 mC/mMol.

%) D-Glucose (U): CFB 2*; 2— mC/mMol.

%) DL-Malic acid-3-**C: Lot 880231 Calbiochem; 6,8 mC/mMol.
* Radiochemical Centre, Amersham, England.
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Analysendaten des Traubenmostes

202 g/1 Gesamt-Zucker (87,5° Oechsle)

10,8 /00 Gesamt-Saure (berechnet als Weinsaure)
pH 3,2

Ernte am 6. 11. 1963

Aminosduren in mg/l

His 52,6 Gly 3
Lys 3,0 Ala 82,8
Arg 595,0 Val 50,3
NH, 96,0 Met 41,7
Asp 93,0 iLLeu 131,1
Thr 162,0 Leu 175,6
Ser 348,0 Tyr 10,8
Glu 225,0 Phe 221,0
Pro 201,0

2. Hefen: Zur Beimpfung wurden die Hefestimme Saccharomyces cerevisiae
Stamm H, (S. c. H,; Weinhefe) und Schizosaccharomyces pombe var. acidodevoratus?)
(Schiz. p.) verwendet. Die Hefe-Impfsuspensionen wurden durch Abschwemmen von
8 Tage alten Schriagagarkulturen (Hefeextrakt-Peptonagar) mit physiologischer
Kochsalzlosung und nephelometrischer Einstellung auf etwa gleiche Zelldichte her-
gestellt. Von diesen werden 0,2 bzw. 0,1 ml zur Beimpfung verwendet.

3. Garbedingungen: Die Garung erfoligte in 500 ml-Enghals-Erlenmeyerkolben
bei 25° C (Wasserbad-Thermostat). Gardauer 20 Tage. Wahrend der Géarung blieben
die Versuchsansédtze gasdicht mit Waschflaschen zur Absorption des Géarungs-CO,
(150 ml 50%ige KOH) verbunden. Um eine Entbindung leichtfliichtiger, in KOH nicht
absorbierbarer *C-Verbindungen zu verhindern, ist den Gaswaschflaschen ein Ak-
tivkohlefilter nachgeschaltet. Die Kulturen wurden 1- bis 2mal tidglich umgeschiit-
telt.

4. Aufarbeitung: Die Hefen wurden durch Zentrifugieren abgetrennt und
nach dreimaligem Waschen mit dest. Wasser im Vakuumexsikkator tiber P,O; ge-
trocknet. Zur Bestimmung der Radioaktivitdt der Hefen verbrannten wir Proben
nach unserer Kolbenverbrennungsmethode und bestimmten die Aktivitdat des #CO,
mit Hilfe einer speziellen Apparatur (10). Die Zentrifugate trennten wir durch scho-
nende Vakuum-Destillation im Rotationsverdampfer (Badtemperatur 40° C) in die
Fraktionen Destillate und Destillationsriickstdnde auf. Die Ge-
samtaktivitdt der Destillationsriickstdnde wird wie bei den Hefen ermittelt. Die Un-
tersuchung der Fraktionen Destillate erfolgte radio-gaschromatographisch.

Radio-Gaschromatographie
Die Methoden und Geréte sind von uns in mehreren Verdffentlichungen genau
beschrieben worden (10— 13).

Bedingungen fir die Radiogramme: Trennsdule (Edelstahlrohr vom Innendurch-
messer 6 mm) 3,2 m Sebacinsdure-di-(2-adthylhexyl)-ester auf Kieselgur (sduregewa-
schen; 65—80 mesh) (20 + 80); 75° C; 65 ml Hy/min.

Weitere gaschromatographische Verfahren und Extraktionsmethoden zur Anrei-
cherung von Aromastoffen aus der Fraktion Destillat wurden vor kurzem genau be-
schrieben (1).

*) Nach H. H. Dirrrich. dem wir fir die Uberlassung der Hefe zu danken haben.
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Ergebnisse

Aus Tabelle 1 ist die prozentuale Verteilung der Radioaktivitdt liber verschie-
dene Fraktionen zu ersehen. Ihr ist zu entnehmen, dal im Ndhrmedium Trauben-
most — im Gegensatz zu synthetischen Medien mit nur einer Stickstoffquelle (ab-
gesehen von den relativ geringen Mengen Histidin, Methionin, Tryptophan im Basal-
medium) — Prolin nicht in fliichtige Verbindungen umgesetzt wird. Dieser Befund
stimmt mit unseren Untersuchungsergebnissen von Faf3girversuchen tiberein, bei
denen sich zeigte, dal das Prolin des Traubenmostes von den Hefen kaum verwertet
wird (14), solange andere, besser verwertbare N-Verbindungen vorhanden sind. Auch
Weinsdure wird unter diesen Voraussetzungen nicht in nennenswerter Menge als
Kohlenstoffquelle von den Hefen in Anspruch genommen.

Von besonderem Interesse waren nun die Fraktionen Destillate, die radio-gas-
chromatographisch (10—13) weiter untersucht wurden. Mit Hilfe der Differenzme-
thode (10—13) konnte relativ einfach zwischen ¥C-Athanol und den iibrigen fliichti-
gen “C-Verbindungen unterschieden werden (Tabelle 2).

Zur weiteren Aufschliisselung der iibrigen fluchtigen *C-Verbindungen, die im
Vergleich zu Athanol nur in relativ geringer Menge vorliegen, mufiten diese aus den
Destillaten durch Extraktion mit Pentan/Methylenchlorid (2/1) (1) angereichert wer-

Tabelle 1
Prozentuale Verteilung der Radioaktivitdt in Gédrversuchen mit Traubenmost

Prozentuale Verteilung der Radioaktivitat in

“C-Verbindung Destillations-

Hefen Hefen Destillat riickstande CO,
L-Glutaminsédure (U)") S.c. H,?) 22,2 0,5 69,0 8,3
L-Asparaginsaure (U) S.c H, 24,9 17,9 29,3 27,9
L-Prolin (U) S.c. H, 4,8 - 95,0 0,2
D-Glucose (U) S.c.H, 1,3 64,3 5,5 28,9
DL-Weinsdure (1.4—!C) S.c. H, 0,2 — 99,1 0,7
DL-Apfelsdure (-3-14C) S.c.H, 2,6 2,6 94,6 0,2
DL-Apfelsdure (-3-1“C) Schizo. p.%) 1,3 38,8 60,3 0,1

1) Alle C-Atome markiert (uniformly labelled).

?) S. c. Hy: Saccharomyces cerevisiae Stamm H,.

%) iSchizo. p: Schizosaccharomyces pombe var. acidodevoratus (nach einem Vorschlag von H. H.
DITTRICH).

Tabelle 2

Prozentualer Anteil des Athanols an der
Gesamtaktivitdt der Destillate

4C-Verbindungen At};anol Re,St
/0 0/[)
Glucose 95 5
Glutaminsdure 53 47
Asparaginsdure 60 40
Apfelsdure (S.c. H,) 34 66

Apfelsdure (Schizo.p.) 93 7
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Abb. 1: Radiogramme von Extrakten aus Destillaten von Géaransdtzen (vgl. Tabelle 1).
Nr. 2—13 siehe Tabelle 3. Trennsidule vgl. Beschreibung der Versuche.

den. Die Extrakte wurden ebenfalls radio-gaschromatographisch untersucht, wobei
in den Radiogrammen (Abb. 1) schon rein visuell die unterschiedliche Entstehung
der Gérungsprodukte aus den verschiedenen !#C-Verbindungen sichtbar wird; ins-
besondere ist die Tatsache hervorzuheben, daBl iso-Butanol und Girungsamylalko-
hol sowohl aus Glucose und Apfelsdure, als auch aus Asparaginsdure und Glutamin-
sdure gebildet werden. Die prozentuale Verteilung aller *C-Verbindungen in den
Destillaten wird in Tabelle 3 angegeben.

Wie aus Abb. 1 und Tabelle 3 zu ersehen ist, vermag schon die typische Wein-
hefe Saccharomyces cerevisiade Stamm H, (Versuchshefe) Apfelsiure als Kohlen-
stoffquelle zu verwerten. Wie bekannt, ist diese Fahigkeit bei der sog. Spalthefe
Schizosaccharomyces pombe var. acidodevoratus besonders ausgepragt, wobei — wie
bei den Zuckern als C-Quelle — hauptsichlich Athanol und CO, gebildet werden.
Aus dem Radiogramm in Abb. 2 und der Tabelle 4 ist zu ersehen, dal dariiber hin-
aus, wenn auch nur in geringerem Umfang als bei der normalen Weinhefe Sacch.
cerevisiae Stamm H, auch eine Reihe von Gérungsnebenprodukten entstehen.
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Tabelle 3

Prozentuale Verteilung der Radioaktivitiat in Destillaten aus Géaransiitzen
(vgl. Abb. 1; Hefe: Saccharomyces cercvisiac Stamm H)

Eingesetztie C-Verbindungen

Glutamin- Asparagin- Apfel-
Glucose sdure sdure sdure
Athanol 95 53 60 34

2 Essigsduredthylester 0,52 0,25 0,60 0,12
3 Propanol (1) 0,10 1,50 3,80 1,30
4 Butanol (2) (+) + + 0,06
5 iso-Butanol') 1,50 0,95 19,60 31,70
6 Butanol (1) 0,10 0,20 0,40 0,52
7 * (+) 0,45 0,20 0,10
8 Pentanol (2) 0,10 0,05 (+) +
9 * 0,07 0,45 (+) +
10 Géarungsamylalkohol?) 2,35 40,00 14,80 30,35
11 * 0,15 + (+) 0,65
12 Pentanol (1) 0,07 0,45 0,10 0,05
13 Essigsdure-iso-amylester 0,10 1,40 0,15 0,45

* Noch nicht sicher identifiziert.

') 2-Methyl-propanol (1).

) 3-Methyl-butanol (1) + 2-Methyl-butanol (1). + < 0,01%: (") fraglich. 2—13 identisch mit den
Peak-Numamern der Radiogramme in Abb. 1.

Tabelle 4

Prozentuale Verteilung der Radioaktivitdat in den Destillaten aus den Garversuchen
mit DL-Apfelsiure-3-14C (vgl. Abb. 2)

S.c.H, Schizo. p.
Athanol 34 93
2 Essigsauredthylester 0,12 0,04
3 Propanol (1) 1,30 0,02
4 Butanol (2) 0,06 +
5 iso-Butanol') 31,70 0,70
6 Butanol (1) 0,52 0,01
7 * 0,10 —
8 Pentanol (2) + +
9 * + +
10 Gérungsamylalkohol?) 30,35 4,48
11 * 0,65 +
12 Pentanol (1) 0,06 0,03
13 Essigsdure-iso-amylester 0,45 0,07

* Noch nicht sicher identifiziert.

') 2-Methyl-propanol (1).

%) 3-Methyl-butanol (1) + 2-Methyl-butanol (1). + < 0,01%. 2—13 identisch mit
den Peak-Nummern der Radiogramme in Abb. 2.
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Abb. 2: Radiogramme von Extrakten aus Destillaten von Garansidtzen im Vergleich zu

einem Test-Gaschromatogramm. Nr. 2—13 wie Tabelle 4. S.c. H,: Saccharomyces cere-

visiae Stamm H,. Schiz. p.: Schizosaccharomyces pombe. Trennsdule vgl. Beschreibung
der Versuche.

Die in den Tabellen 3 und 4 zum Ausdruck gebrachte hohe Genauigkeit der Mes-
sung kommt dadurch zustande, daB die gaschromatographisch getrennten Kompo-
nenten nach Verlassen des Gaschromatographen in einem unmittelbar anschlieBen-
den Umwandlungssystem (chemischer Reaktor) in chemisch gleiche Verbindungen
(CH,) umgewandelt werden, so dall unabhingig von Menge und Struktur jede Ver-
bindung mit gleicher Impulsausbeute gemessen wird.

Die vom Strahlungsdetektor festgestellten Impulse konnen {iber entsprechende
Verstdarkereinheiten in Verbindung mit Zeit- und Z&hleinheiten sowohl einem Rate-
meter und sodann einem Schreiber als auch von einer Zihleinheit direkt einem
Zahlbetragzeitdrucker tibermittelt werden.

Im ersteren Fall erhilt man ein Radiogramm (Abb. 1 und 2), dessen Banden ge-
geniiber dem Gaschromatogramm zeitlich versetzt sind. Mit bekannten HilfsmafB3-
nahmen 1483t sich ein Synchronlauf der Schreiber erreichen. Die Auswertung der
Banden der Radiogramme erfolgt grundséitzlich gleichartig wie die der Gaschroma-
togramme. Es hat sich als zweckmiB3ig erwiesen, die gemessene Radioaktivitidt eines
bestimmten Radiogrammbereiches gleich 100% zu setzen und einzelne Peaks pro-
zentual auszudriicken. Ein Radiogramm hat zwar einen visuellen Informationswert,
indessen ist die Auswertung der MeBergebnisse direkt liber einen Drucker genauer
und einfacher. Beide Verfahren sind nebeneinander zu betreiben.
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Im zweiten Fall Gibernimmt das Druckersystem nach Abfragen des Z&hlteils in
vorwéahlbaren Zeitintervallen die dort angesammelten Informationen und gibt sie
praktisch ohne Totzeit in Form von Zahlenwerten wieder. Da die Ausspiilzeiten der
einzelnen Komponenten aus dem gaschromatographischen System durch die Detek-
torinformation bekannt sind, kann die MeBzeit so vorgewahlt werden, daf3 ein Peak
in kleine MefBlintervalle zerlegt wird. Dadurch entsteht eine peakanaloge Zahlenver-
teilung, wobei die Zahlen zur Ermittlung der Gesamtaktivitdt summiert und um
den Wert des Nulleffektes korrigiert werden. Gegeniiber den Radiogrammen Kkon-
nen nach dieser Methode noch sehr geringe, im Radiogramm nicht mehr sichtbare,
Aktivitdtspeaks erfait werden. In Abb. 1 und 2 sind die so erfaBten Aktivititen
mit B kenntlich gemacht.

Um bei den Garversuchen eine zutreffende prozentuale Angabe der Aktivitats-
verteilung innerhalb der Destillate zu machen, wurde folgendermalBlen verfahren:
Der Hauptteil der gebildeten fliichtigen *C-Verbindungen besteht z. B. bei Glucose
aus Athanol. Dessen Aktivitdtsanteil an den fliichtigen Verbindungen wird mit der
Differenzmethode zu 95% ermittelt. Die restlichen 5% enthalten die im Extrakt vor-
handenen {iibrigen fliichtigen C-Verbindungen, deren Aktivitdten wé&hrend einer
Analysenzeit von 85 min nacheinander bestimmt werden. Die gefundene, um den
Nulleffekt dieser Zeit korrigierte Impulszah! wird dann gleich 5% gesetzt und an-
teilig verrechnet.

Diskussion

Die richtende Wirkung von Stickstoffverbindungen auf die Bildung von Ga-
rungsprodukten konnte von uns in zahlreichen Beispielen sichergestellt werden
(vgl. 2, 3, 4). Nun ist die Frage zu diskutieren, in welcher Weise Hefen verschiedene
anorganische und organische N-Verbindungen assimilieren.

Unter den anorganischen N-Quellen haben sich Ammoniak und Ammonsalze
flir praktisch alle Hefen bewédhrt. Wickeraam (15) konnte zeigen, dal in Gegenwart
einer vollwertigen Wuchsstoffquelle Ammoniumsulfat als alleinige N-Quelle aus-
reicht. Nach Untersuchungen von Pirscuie (16), Scuwartz und Kauvtzmany (17) und
LampiN und Cesar (18) existiert ein gradueller Unterschied in der Eignung verschie-
dener Ammonsalze; Salze der organischen S&duren scheinen im allgemeinen als N-
Quelle geeigneter zu sein als die Salze der anorganischen Sduren. Unter den organi-
schen Verbindungen kommt den Aminosdauren als N-Quelle ein besonderes Interesse
zu, da sie in natlirlichen Substraten in unterschiedlicher Menge vorkommen. SCHULTZ
und Powmrer (19) fiihrten u. a. bei 40 Arten und Stdmmen der Gattung Saccharomyces
Versuche mit 19 verschiedenen Aminosiduren als alleiniger N-Quelle durch und fan-
den, daB betrdchtliche Unterschiede im assimilatorischen Wert der Aminosduren bei
verschiedenen Arten und selbst Stimmen bestehen. Diese kénnen auf Verschieden-
heiten in der Enzymausstattung der Hefen bzw. auf unterschiedliche Desaminier-
barkeit der Aminosduren zuriickgefithrt werden. Aus diesen Untersuchungen und
denen anderer Autoren wie MircHeL und WiLriams (20), Barten-WricHT (21, 22),
MertuEs (23), NIELSEN (24), THORNE (25—28), SperBER (29) und Kating (30, 31) geht her-
vor, daB3 allgemein fiir Hefen, insbesondere flir Saccharomyces-Arten folgende ab-
nehmende Rangordnung der Aminosduren hinsichtlich Verwertbarkeit zutrifft: Asp,
Asp-NH,, Glu, Glu-NH,, Arg, Leu, Val, Ala, Pro, Ser, Phe, Orn, Met, iLeu, Tyr, Try,
Gly, His, Lys, Cys, Thr. Nach Hefezuwachs beurteilt — eine der gebrauchlichsten
Methoden zur Bestimmung der Verwertbarkeit von N-Quellen — stimmen unserec
Befunde mit dieser Einordnung im Prinzip liberein. Es ist dabei zu berlicksichtigen,
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daB, wie erwahnt, Unterschiede von Hefestamm zu Hefestamm vorkommen. Zur Be-
urteilung der Verwertbarkeit von N-Quellen sind die Befunde von HarTELIUs (32, 33)
zu beachten, nach denen schlecht oder schwer assimilierbare Aminosiduren als allei-
nige N-Quellen im Gemisch mit anderen N-Verbindungen verwertbar werden. Sog.
Wiirzen, die als komplexe Aminosiduren-Gemische zu werten sind, zeigen in der
Regel die beste Hefevermehrung (34). Dasselbe trifft fir das Substrat Traubenmost
zu. Der hohe Stickstoffndhrwert von komplexen Aminosdurengemischen (Wiirze,
Traubenmost) ist einerseits auf die Mannigfaltigkeit der einzelnen Komponenten zu-
riickzufiihren, andererseits aber auch auf die unterschiedliche Form der Aufnahme
von N-Verbindungen aus Gemischen. Tuorne (25—28, 35—43) flihrte den Begriff der
,intakten Assimilation“ der Aminosiduren durch Hefen ein. Diese Art der Aufnahme
hat vor allem in komplexen Nidhrsubstraten Bedeutung, wo ihr Anteil von THORNE
auf bis zu 80% geschétzt wird. Die Aminoséduren sollen etwa in dem gleichen Ver-
hiltnis verschwinden, in dem sie im Hefeprotein auftauchen. In Aminosdurengemi-
schen nimmt THorNE ferner den Anteil der Enriicu-Reaktion (Desaminierung) zu
15% und den des Stickland-Mechanismus (Oxydoreduktion unter Abspaltung von
NH,) zu 5% an. Der Wert von sog. Wiirzen als N&dhrsubstrat ist vor allem darin zu se-
hen, dafl durch die intakte Assimilation von Aminosduren ein kohlenhydrat-
sparender Effekt auftritt. Die Aminosduren konnen nach Untersuchungen von
SpeRBER (29), MotsEs (23) und KaTting (30) mit ihrem Geriist als C-Quelle fungieren.
Wir gelangen aufgrund unserer Befunde zu der Auffassung, dall uniforme N- Quel-
len, insbesondere anorganische Ammonsalze, zwar den Gesamt-N-Bedarf decken
konnen, jedoch einen kohlenhydratverschwendenden Effekt aufwei-
sen, dadurch bedingt, daf3 die fehlenden Aminosduren mit Hilfe des C-Gerustes be-
sonders der Kohlenhydrate aufgebaut werden missen. Diese Annahme wird u. a.
durch Gegeniiberstellung der in Modellgdrversuchen gebildeten Athanolmengen und
durch die Géarversuche mit *C-Verbindungen fundiert. Wie wir in Modellgédrversu-~
chen gezeigt haben (2), vermag Hefe unabhingig vom N-Angebot die dort angege-
benen Aminosiduren zu synthetisieren. Sie wird dies je nach Beschaffenheit der N-
Quelle auf verschiedenen Wegen tun. Das grundsitzlich gleichartige Synthesever-
mogen der Weinhefe S. c. H, (vgl. Abb. 1) ist auch aus Tabelle 5 zu ersehen, in der die
prozentuale Verteilung freier Aminosduren in den Hefezellen zweier Extremver-
suche dargestellt ist. Spalte 2 zeigt, da aus Ammoniumsulfat alle untersuchten
Aminoséduren gebildet werden. Mit (NH,),SO, als N-Quelle tritt ein Konzentrations-
schwerpunkt bei NH; auf; auch Serin ist gegeniliber dem Versuch mit Traubenmost
(komplexe N-Quelle) leicht erhoht. Ein auffilliger Unterschied zwischen den beiden
Versuchen (Ammoniumsulfat-Traubenmost) besteht in der Konzentrationsdifferenz
beim Prolin. Die unterschiedlichen Schwerpunkte in der Konzentration freier Ami-
nosduren bei beiden Versuchen weisen auf den unterschiedlichen Bildungsmechanis-
mus der Aminosduren hin und damit auf einen abgestuften Stoffwechsel, was sich
wiederum in der Bildung der Garungsprodukte zu erkennen gibt (2). In diesem Zu-
sammenhang sei erwdhnt, dal TavLor (44) die freien Aminosduren der Hefezellen als
»Pool“ wertet, der zur Eiwei3synthese dienen kann und die adaptive Bildung von
Enzymen beeinflufit. Die Auffassungen und Befunde von TayLor wurden von ROINE
(45) bestidtigt. Nach CHANTRENNE (46) kann die Synthese eines EiweiBBmolekiils auch
dadurch untersucht werden, dal man die Bildung adaptiver Enzyme verfolgt. Die
vergleichbare Groflenordnung der Verteilung der Aminosduren in den beiden Ver-
suchen (Tabelle 5) weist ferner darauf hin, daB3, abgesehen von der N-Quelle, die
Kulturbedingungen beider Versuche vergleichbar sind. Die von uns in den Weinhe-
fen gefundenen freien Aminosduren (Methoden vgl. 5, 111) stimmen in Art und Men-
ge mit den Befunden anderer Autoren gut iiberein. Kraut (47) fand Tyr (2,5—3,4%),
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Tabelle 5
Prozentuale Zusammensetzung der freien Aminosduren
in den Hefen aus den Garansdtzen mit Traubenmost
und Ammoniumsulfat als N-Quelle

Aminosduren Traubenmost* Nihrlosung**
His 4,0 3,0
Lys 3,8 1,7
Arg 7,1 5,6
NH, 21,4 45,4
Asp + 3,7
Thr + 1,3
Ser 5,2 10,4
Glu 2,6 +
Pro 28,7 3,9
Gly 3,1 +
Ala 19,5 14,5
Val 1,0 2,1
Met + 1,1
i-Leu + 1,5
Leu 3,6 3,2
Tyr + +
Phe + 2,4

* Riesling 90.
** N-Quelle: (NH4)»,SO,4. Hefe S. c. H,.

Liuers (48) Leu, RoiNE (49) 12,8 —-13,4% Aminosduren-N vom Gesamt-N der Hefen,
Decker (50) 10—20% Aminosduren-N, ScHorMULLER (51) 10—21% freies His vom Ge-
samt-His sowie Met und Cys-SH (52), LjancpanL und SanpeEGrRen (53) Ala, y-Amino-
buttersdure, Arg, Asp, Cys-SH, Glu, Gly, His, iLeu, Leu, Lys, Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr,
Val (Bierhefe).

Ergédnzend zu den Aminosduren-Befunden wird in Tabelle 6 die Abnahme der
Aminosiduren im Substrat Traubenmost und damit die Aufnahme der einzelnen, im
komplexen Gemisch vorliegenden Aminosduren unter den experimentellen Voraus-
setzungen dargestellt. Ferner die Abgabe von Aminosduren im Ammoniumsulfat-
Versuch an das Medium, wobei nicht zu entscheiden ist, ob die Aminosduren durch
Autolyse von Hefezellen oder von der intakten Zelle abgegeben worden sind.

Zur Beurteilung der Bildung von fliichtigen Stoffwechselprodukten sind zu-
niachst die verschiedenen Moglichkeiten der Assimilation von N-Verbindungen zu
betrachten:

Die ,intakte Assimilation*,

die Aufnahme Uber den EnrLicH-Mechanismus,

die Aufnahme unter Beteiligung des StickLanD-Mechanismus,

weitere mogliche Reaktionen im Zusammenhang mit der Assimilation von N-

Verbindungen.

Die ,intakte Assimilation*

Diese Aufnahmeart findet nach den Ansichten von Tuorne (25—28, 35—43) und
Barton-WricHT (21, 22, 54) vor allem bei komplexen N-Quellen statt; sie iibt einen koh-
lenhydratsparenden Effekt aus. WinmiscH, Korsacy und ScuiLp (55) haben festgestellt, daf3
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Tabelle 6

Abnahme und Zunahme von Aminosiuren in der Kulturfliissigkeit
von Modellgdrversuchen wihrend der Géarung (S. c. H,)

ARG Traubenmost Néhrlosung
e Riesling 90 (NH,),SO,
mg/l vor . nach vor B nach
Giérung Géarung
His 34,0 1,8 — +
Lys 2,9 13,2 — +
Arg 608,0 76,0 — +++
NH, 39,8 1,1 —_ +
Asp 75,8 9,3 — +
Thr 79,6 3,5 — +
Ser 188,0 11,0 — +
Glu 106,0 6,9 = ++
Pro 122,1 253,3 — +
Gly 5,2 9,8 — +
Ala 56,3 17,3 - +
Val 24,4 2,6 — +
Met 13,8 8,2 —_ —
i-Leu 46,5 5,1 — s
Leu 55,0 19,9 —_ =
Tyr 9,0 10,9 — —
Phe 61,0 10,4 — —
(NH,),SO, —_ —_— 1500,0 400,0
15274 460,3 1500,0 400,0

47/ des aus Wiirze aufgenommenen Stickstoffs von den Aminosduren stammen und
11,7/ vom Ammoniak; demnach sollte der Aminosidurenstickstoff schneller aufgenom-
men werden als der Ammoniakstickstoff. Nach Tuerne (56) werden gleiche Mengen Am-
moniakstickstoff pro Zeiteinheit aufgenommen; der Aminosdurenstickstoff dagegen zu
Beginn des Versuchs fiinfmal schneller und spéiter langsamer als der Ammoniakstick-
stoff. Hieraus wurde der Beweis abgeleitet, da3 der Esurricui-Mechanismus in diesem
Falle nicht der einzige und wichtigste Mechanismus bei der Assimilation der Amino-
sduren ist, denn nach EurrLici miilte der Ammoniakstickstoff in jedem Fall schneller
als der Aminosdurenstickstoff aufgenommen werden. Tuorne folgert (35), da3 die Hefe
aus Aminosduren-Gemischen Aminosduren ohne Desaminierung aufnimmt. Auch Wuite
und Munns (57) sowie TayLor (58) gelangen zu dhnlichen Feststellungen. TavrLor deshalb,
weil die Konzentration der freien Aminosiauren Arg, Glu His, Tyr, Orn in der Hefezelle
derjenigen der Kulturlosung proportional ist. Beweise flir die intakte Aufnahme wer-
den von HavrvorsoN, SpieGELMAN und Hinman (59, 60) durch den Nachweis der Aufnahme
von Tryptazan (¢-Amin0-/)’-3-Indazolpropions'ziure) — ein Tryptophan-Analoges mit
hemmender Wirkung auf die EiweiBlsynthese — sowie von Liers, StrickEr und ScHILD
(61) durch Versuche mit Try und Tyr erbracht, die zum Teil aus dem Kulturmedium
verschwinden, ohne daf3 sich die entsprechenden Alkohole bilden. Sehr schliissig wird
die intakte Aufnahme von Aminosduren von EzZrRexsvirD (62) mit 13C-Aminosduren und
von SANDEGREN, GUTHENBERG und Exeso (63) mit 'YC-Aminosduren nachgewiesen. Erst bei
Verarmung eines urspriinglich komplexen Gemisches an bestimmten Aminosduren oder
im extremen Fall der einzigen N-Quelle werden die Hefen gendétigt sein, ihre volle
Synthesekapazitdt einzusetzen, um durch Synthese von N-Verbindungen ihren Bestand
zu sichern.
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Der Enrrici-Mechanismus

F. Ezruich flihrte ausgedehnte Géarversuche mit Aminosduren durch und fand, daf3
weder HefepreBsaft noch abgetdtete Hefen in der Lage waren, Fuseldl zu bilden (64). Er
folgerte daraus, daB3 die Fuseldlbildung eng mit einem funktionstiichtigen EiweiB3stoff-
wechsel der Hefezellen verkniipft ist und bezeichnet die Fuseldlbildung als ,,alkoholische
Gérung der Aminosduren®“. Exrricn wies ferner nach, dafl lebende Hefen nur dann zur
Bildung von Fuselélalkoholen befdhigt sind, wenn im Substrat vergédrbarer Zucker vor-
liegt (65). So konnte er den unmittelbaren Ubergang von Valin in iso-Butanol (2-Methyl-
propanol-1), Leucin in iso-Amylalkohol (3-Methyl-butanol-1), iso-Leucin in D-Amyl-
alkohol (2-Methyl-butanol-1) und ferner von Tyrosin in Tyrosol, Tryptophan in Trypto-
phol und Phenylalanin in Phenyldthylalkohol (66—69) nachweisen. ExrricH hatte die
Vorstellung, da3 cntweder erst zum Amin decarboxyliert wird und dann unter Anlage-
rung von H,O und Desaminierung der entsprechende Alkohol entsteht oder erst unter
H,0-Aufnahme zur Hydroxysdure desaminiert und dann erst decarboxyliert wird (70,
71):

—CO, H,CNH, —NH, H,COH
> | — > |
COOH R +H.,O R
| .
HCNH, NH Amin Alkohol
| 3 COOH
R [ —CO, I
~  HCOH — H,COH
+H,0 | |
- R R
Aminosdure Hydroxy- Alkohol
sdure

Neusaver und Fromiierz (72) flihrten die Enrvricuschen Versuche weiter und konnten
nachweisen, daB Aminosiduren in entsprechende Ketosduren umgewandelt werden. Dar-
aus folgerten sie einen modifizierten Mechanismus:

COOH COOH COOH
| —H, | —NH, | —CO, +H;
HCNH, -+ C=NH ——> C=0 ———» HCO —— H,COH
| | +H,0 | | | 1T
R R R R R
Aminosaure Iminosdure Ketosdure Aldehyd Alkohol

Dieser Mechanismus wurde durch Neuserc und HiupesHeimer (73) insofern bestitigt,
als sie in Hefen Carboxylase fanden, die den Ubergang Ketosdure-Aldehyd ermoglicht.
SENTHESHANMUGANATHAN (74) kommt schliefilich nach Experimenten mit zellfreien Extrak-
ten aus Saccharomyces cerevisiae zu folgender Vorstellung:

CH, COOH CH;, COOH
| | I |
HC — CH, CH, HC — CH; CH,
| | Trans- | ]
CH, + CH, e CH, + CH,
| | aminase | |
HC — NH, CcO cC=0 HC — NH,
| | | |
COOH COOH COOH COOH
Leucin a-Ketoglutar- a-Keto-iso- Glutamin- 111
saure capronsaure sdure
| Carboxylase
y —CO,
CH, CH,
| |
HC —CH; Alkoholdehydrogenase HC — CH;
| — > |
CH, DPNH CH,
| |
HC =0 H,COH

iso-Valeraldehyd iso—An.lylalkohol
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Der SrtickLaND-Mechanismus

StickLAND (75, 76) fand, daB Clostridium sporogenes zur Deckung des Energiebedarfes
Dismutationsreaktionen zwischen Aminosiuren benutzt:

R—CIH—COOH

+2H,0 —-»> NH; + CO, + 4H + R— COOH
NH,
H-Donator v
R’— CH—COOH
| +2H > NH; + R"— CH, — COOH
NH,
H-Acceptor

Als Donatoren kénnen dienen: Ala, Ser, Val, Leu, Asp, Glu, Cys-SH, Phe, His. Als
Acceptoren: Gly, Orn, Arg, Pro, Oxy-Pro, Try. Tuorng (38, 39) wies nach, dal Hefen
zwar die Stickland-Reaktion durchfiihren, jedoch nicht zur Energiegewinnung, sondern
zur Stickstoffversorgung.

Uberblickt man die Ergebnisse von Modellgidrversuchen unter Einsatz einer ein-
zigen N-Quelle (2), so sieht man, dal im Falle des Valin, Leucin und iso-Leucin die
nach dem EnrricH-Mechanismus zu erwartenden Alkohole bevorzugt gebildet wer-
den. Daneben entstehen in diesen Garversuchen aber auch andere Fusel6lalkohole
sowie weitere fllichtige Verbindungen (1). Wie die weiteren Modellgdrversuche zei-
gen, werden aber die nach dem Enrricu-Mechanismus zu erwartenden Alkohole
auch aus anderen Aminosduren gebildet (1, 2) und schlief3lich sogar aus den Ansétzen
mit Ammonsalzen oder aus C~Quellen, wie die Versuche mit *C-Glucose und *C-
Apfelsdure beweisen (Tabelle 3 und Abb. 1).

In Versuchen mit *C-Glucose verhilt sich die Menge des entstandenen **C-iso-
Butanols zu der des “C-Garungsamylalkohols wie 1:1,5 (Tabelle 3). Ahnliche Ver-
héltniszahlen findet man bei Ammoniumtartrat, L-Glutamin, DL-Methionin + DL-
Prolin und L-Tryptophan (2). Dies bedeutet im Vergleich zu den anderen Verhaltnis-
zahlen, dafl diese N-Quellen kaum eine richtende Wirkung auf die Bildung der ge-
nannten Alkohole ausiiben und im iibrigen hier der Bildungsweg der Alkohole mit
dem im C-Glucoseversuch vergleichbar sein kann. Weicht bei den einzelnen N-
Quellen das Verhiltnis der Alkohole nach beiden Seiten von 1:1,5 ab, so bedeutet
dies, da3 die N-Quelle eine richtende Wirkung ausiibt bzw. unmittelbar mit ihrem
Kohlenstoffgeriist in die Alkoholbildung eingeht. Zahlenverhétlnisse, die grofler sind
als 1:1,5 weisen auf die bevorzugte Bildung von Girungsamylalkohol hin, z. B. bei
L-Glu, DL-Leu, (NH,),SO,, L-Glu + D-Weinsdure + D-Apfelsdure, DL-iLeu, L-Cys-
SH und DL-Met (2). Auf einige dieser Befunde ist im Zusammenhang mit den 4C-
Versuchen noch einzugehen. Bei Zahlenverhéaltnissen kleiner als 1:1,5 ist die Bil-
dung von iso-Butanol bevorzugt, z. B. bei DL-Asp, DL-Val, NH,NO; und NH,-ace-
tat. Diese Feststellung gilt in dem getroffenen Umfang allerdings nur, wenn die
mit dem gleichen Hefestamm gewonnenen Ergebnisse untereinander verglichen wer-
den. In Ergdnzung zu den dargestellten Befunden war es noch von Interesse, die
Wirkung einer bevorzugt nach dem Eunrnicu-Mechanismus in den Hefestoffwechsel
eingehenden N-Quelle (Valin) und vergleichsweise dazu die eines Ammonsalzes auf
die Bildung der obengenanten Fusel6lalkohole bei verschiedenen Hefen und unter-
schiedlicher Géartemperatur zu untersuchen. Dabei zeigte sich, daB3 im Falle des Va-
lins (unverofffentlicht) bei allen untersuchten Hefen und bei verschiedenen Gartem-
peraturen, selbst bei stark voneinander verschiedenen Vermehrungsarten der Hefen,
der Enrricu-Mechanismus vorherrscht. Demgegeniiber tritt mit Ammoniumacetat
als N-Quelle die Individualitat einzelner Hefen deutlich und auch der Unterschied
in der Gértemperatur relativ stark hervor. Demnach ist es nicht zulédssig
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grundséatzlich die Gliltigkeit eines Aufnahme-oder Umwandlungsme-
chanismus vorauszusetzen. Es ist durchaus moglich, dal auch im Falle
der einzigen N-Quelle diese etwa zunichst , intakt* aufgenommen und vielleicht so-
gar sekundidr nach Art des EnrrLicu-Mechanismus desaminiert wird, tertidr dann
aber als Ketosdure vollig anders weiterreagiert. Demnach sind noch weitere, theore-
tisch mogliche Reaktionsfolgen und Reaktionsmoglichkeiten zu diskutieren. Schlief3-
lich sind auch Literaturangaben vorhanden, nach denen nicht nur die natiirlichen L-
Formen der Aminosduren aufgenommen und verwertet werden, sondern auch die
D-Formen. Nach NieLsen (24) werden z. B. L- und D-Asparaginsdure und Glutamin-
sdure verwertet. EHRENSVARD (62) weist mit 13C-Alanin ebenfalls nach, daf3 beide opti-
sche Antipoden aufgenommen werden. Auch die Versuche von SuoMaLAINEN und
Kananreii (77) mit DL-4-#C-Valin bei Backerhefe zeigen, dal nach 5 Tagen mehr als
50% des markierten DL-Valins gegeniiber etwa 65% von L-"“C-Leucin und von
L-1C-iso-Leucin aufgenommen worden sind.

Ein Vergleich der gaschromatographisch untersuchten fliichtigen Garungspro-
dukte zeigt (vgl. 1), daf3 die Unterschiede bei den einzelnen Modellgidrversuchen mit
verschiedenen N-Quellen im wesentlichen quantitativer und nur vereinzelt qualita-
tiver Art sind. Bezieht man in diese Ergebnisse noch die weiteren, bisher von uns in
Modellgdarversuchen gefundenen fllichtigen Stoffwechselprodukte mit ein (1), deren
Zahl mit Sicherheit noch weit grofler ist, so erkennt man, daf3 die reichhaltige En-
zymausstattung der Hefen, die den Zellen eine aerobe wie anaerobe Lebensweise er-
moglicht, offenbar sehr viele Reaktionen so miteinander verkniipft, daff die hier zur
Diskussion stehenden Verbindungen aus vielen, der Klassifikation nach stark von-
einander verschiedenen Verbindungen entstehen kénnen. Die bekannte enge Ver-
bindung zwischen den Wegen des Intermediidrstoffwechsels der Hefezelle macht es
auch verstandlich, dafl die in Modellgdrversuchen gefundenen Stoffe (1) prinzipiell
und bis zum gewissen Grade unabhéngig von der Art der N-Quelle gebildet werden.
Auch die graduellen Unterschiede in der Syntheseleistung finden damit eine plau-
sible Erklarung.

Ganz ahnlich diirften die Verhéaltnisse auch bei den fllichtigen Aromastoffen
des Traubenmostes und des Weines liegen. Auch hier zeigt eine genauere Ver-
gleichsanalyse in erster Linie nur quantitative Unterschiede. Es muf3 daher im Falle
der Rebe das Ziel weiterer, verfeinerter Arbeiten sein, in Anbetracht der geneti-
schen Verwandschaft bestimmter Sorten, die evtl. vorhandenen prinzipiellen Unter-
schiede aufzufinden und zur Charakterisierung auszunutzen.

Weitere mogliche Reaktionen im Zusammenhang mit der Assimilation von N-Ver-
bindungen

Die Modellgirversuche zeigen, dafl die Hefen, mit denen experimentiert wurde, zur
Synthese der untersuchten Aminosduren aus verschiedenen N-Quellen befdhigt sind.
Man kann annehmen, dafl die Umaminierung, deren Bedeutung allgemein bekannt ist,
bei Hefen eine wichtige Rolle spielt. Fur Torula hat Roine (78—80) die Bildung von
Alanin durch Umaminierung zwischen Brenztraubensidure und Glutaminsdure nachge-
wiesen:

COOH COOH

(|IH_, CH; CH; (lng

éHz + C|IO — ClH —NH, + ClH

(le — NH, ClZOOH éOOH C|O v
éOOH éOOH
Glutamin- Brenztrauken- Alanin a-Ketoglutar-

sdure sdure sdure
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Auf weitere Umaminierungsmoglichkeiten bei S. ellipseideus weisen AnToniani und
Crorr1 (81) hin. Nach Untersuchungen von Merzigr, Ikawa und SneLL (82) ist Pyridoxal-
phosphat Coenzym der Umaminierung, wobei sich intermedidr eine Schiffsche Base
zwischen Aminosdure und Pyridoxal bilden soll. Nach Tuorne (43) wird das Wachstum von
S. carlsbergensis in einer mehrere Aminosduren enthaltenden N&hrlosung gehemmt,
wenn ungeniigende Mengen von Pyridoxal vorhanden sind. Neben der Umaminierung
sind spezifische Synthesemechanismen verschiedener Aminosduren bekannt. Die Koh-
lenstoffkette der Aminosduren kann im intermedidren Stoffwechsel der Zucker oder an-
derer Aminosduren entstehen. Lassg, THomas, CyELDELIN, CurisTENSEN und Wanc (83) ha-
ben den Einbau von 4C-Kohlenstoff des Acetats und der Brenztraubensdure in Amino-
sduren bei S. cerevisiae untersucht und festgestellt, dal je nach Position der markier-
ten C-Atome die gebildeten Fette bzw. Aminosiuren mehr oder weniger aktiv sind.
Demnach konnen Aminosduren sowohl aus Brenztraubensdure als auch aus Essigsdure
gebildet werden. Neben der Bildung von Athanol als Endprodukt der alkoholischen
Girung wird, wie allgemein bekannt, in der Regel das Auftreten von Acetaldehyd und
Essigsdure beobachtet. Diese vermitteln aber zusammen mit ihrer Vorstufe Brenztrau-
bensdure eine Reihe von Synthesemoéglichkeiten flir Aminosduren. Nach STrassMmanN,
Tuomas und WEeINHOUSE (84) soll Valin bei Torula wutilis auf folgendem Wege gebildet
werden:

ClH:J O=C—CH; HC—CH—CH; HC—CH—CH,
CH, | | |

CO + | —> HC—C—OH —-> CO —> HCNH, VI
| CHO | | |
COOH COOH COOH COOH

Brenz-  Acetal- Acetomilch- a-Keto-ico- Valin
trauben- dehyd cdure Valeriansdure

sdure

Die Autoren nehmen an, daf3 die primér entstehende Acetomilchsdure sodann einem
intramolekularen Umbau nach Art der Pinakolin-Umlagerung unterliegt. Uber eine
Zwischenverbindung soll ¢-Keto-iso-valeriansdure entstehen.

Iso-Leucin soll auf einem dhnlichen Wege (85) entstehen:

CH;, CH, CH, CH,

| | | |

CH, + CH, GCH, CH, CH,

| | —_— | —> | -> |

cl:o CHO O=C—C|2—OH H,C—-CH—C=0 H,C—CH VII

| |

COOH CH, COOH COOH HC — NH,
|
COOH

a-Keto- Acetal- a-Aceto- a-Keto-/-methyl- iso-Leucin

buttersdure dehyd a-hydroxy- valeriansdure
buttersdure

Mogliche Vorstufe des iso-Leucins kénnte auch die @-fj-Dihydroxy-/A-methyl-valeri-
ansdure sein (86):

H,C — CH, — COH — CHOH — COOH
| VIII
CH,

u-{-Dihydroxy-/-methylvaleriansdure

Die e«-Ketobuttersdure konnte aus Threonin gebildet werden und letzteres aus
Asparaginsdure (87—90):
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COOH CO — PO,H, CHO
| | |
CH, CH, CH,
| ATP | TPNH | TPNH
HCNH, == HCNH, — HCNH, —
| ADP | |
COOH COOH COOH
Asparagin- Aspartophos- Asparanginhalb-
saure phorsaure aldehyd IX
H,COH CH;,
| |
CH, HCOH
| |
HCNH, — HCNH, -> a-Keto-buttersdure
| |
COOH COOH
Homoserin Threonin

Auf die Bedeutung der Essigsdure als ,wahres Intermedidrprodukt“ im Verlauf der
alkoholischen Garung wird auch von Genevois (91) hingewiesen, der aus Arbeiten seines
Arbeitskreises ableitet, da3 Essigsdure in Bernsteinsdure und Amylalkohol ,auBlerhalb
der Zelle“ lbergeht. Als wichtiges Zwischenprodukt der Verarbeitung der Essigsdure
betrachtet er die von Lynen entdeckte Isopentenylpyrophosphorsidure und weist auf de-
ren strukturelle Verwandtschaft mit iso-Amylalkohol hin:

H,C ?H ?H
'C=CH—CH,—O—P—0—P—OH X

Il If

H,C o) o}

Isopentenylpyrophosphorsaure

Die moglichen Mechanismen der Synthese von Aminosduren durch Hefen bedirfen
einer ausfiihrlichen Diskussion, weil nach Crcwert, Guymon und Incranam (92) Mutanten
von S. cerevisiae, die die Fiahigkeit zur Bildung von Valin und iso-Leucin verloren
haben, aus einem Angebot von 1- und 2-14C-g-Aminobuttersaure ausschlieB3lich n-Propa-
nol und n-Butanol bilden. Nach VII sollte normalreweise aus g-Aminobuttersdure iso-
Leucin und daraus D-Amylalkohol entstechen. Ahnliche Befunde ergaben sich bei einer
Mutante, welche nicht mehr zur Bildung von Leucin befdhigt ist (93). Im iibrigen schlie-

?OOH COOH CH, CH;
| | |
CH, CH, CO HO — C — CH, — COOH
| CH, | —2CO, | CH, I
CH, + - > CH, — > CH, + | > CH,
I COOH I | COOH |
CIIO HO —C—CH,— COOH CH, CH,
| | |
COOH COOH COOH COOH
u-Ketoglutar- Essig- Zwischenprodukt v-Ketovalerian- Zwischenprodukt
saure sdure sdure 4 CO,
CH:K CH:l CH:!
| | | XI
HC — CH, HC — CH, HO — C—CH;
| Isom. |
CH: <~ CH, CH,
| | |
HCNH, CO CH,
| | |
COOH COOH COOH
Leucin u-Keto-iso y-Hydroxy-iso-

capronsdure

capronsdure
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Ben sich die Autoren der Auffassung von Tuoukis (94) an, der aus Versuchen mit 4C-
Verbindungen folgert, daB3 Fuseldle auch aus Kohlenstoffquellen entstehen. Sie erkliaren
damit die Differenz zwischen den gebildeten Mengen an Fusel6lalkoholen und den im
Most vorliegenden Aminosduren. Die Versuche mit den Mangelmutanten von Guymon
und INcraHaM sowie eigene Versuche weisen darauf hin, da Brenztraubensiure, Acetal-
deyd und Essigsdure als Metabolite des Kohlenhydratstoffwechsels nach den dargestell-
ten Wegen Aminosduren aufzubauen vermogen, aus denen bzw. deren unmittelbaren
Vorstufen die Fuseldlalkohole entstehen. Im Falle der Glucose (Tab. 3) ist die relativ
bevorzugte Bildung von iso-Butanol gemafl VI leicht verstdndlich. Dasselbe trifft fiir
Géarungsamylalkohol nach VII und XI zu, denn Reep, CHrisTENSEN, CHELDELIN und Wanc
(95) konnten mit 14C-Essigsdure oder Brenztraubensdure bei Bickerhefe die Entstehung
von Leucin nachweisen. (Siehe Formel XI.)

Die etwa gleichgerichtete Bildung von iso-Butanol und Garungsamylalkohol beim
Glucoseversuch (Tab. 3) wird besonders gut durch die Befunde von StrassmanN, LOCKE,
Tuomas und WEeiNHoUse (96) erklart, die als gemeinsames Ausgangsprodukt fuir Valin und
Leucin Brenztraubensdure und Acetalhyd gemafl XII annehmen. Die Untersuchung von
Yosuizawa (97) ergdnzen diese Befunde (XIII):

Brenztraubensdure + Acetaldehyd - Acetomilchsdure — a-Keto-iso-valeriansiure

¥
H,C — COOH . Valin  (VI)

H,C —CH— CH, H;C — CH—CH, H;C — CH—CH,
[ | |
CH, CH, Isom. HO — C— CH,— COOH
| < | «—— |
HCNH, CcO —CO, COOH
| |
COOH COOH XI1I
Leucin a-Keto-iso- Zwischenprodukt
capronsaure
R R
| | R R
HCNH, > CcC=0 > -> |
| | HCO H,COH
COOH COOH
R = —CH,: Alanin | R = —CH,: Athanol
R = —CH,—CH,;: a- 1 HSh— 6D, R = —CH,—CH,: Propanol

Aminobuttersiure

CH;, CH:; CH:&
| | |
CcO » HC—R == HC-—R
I I | XIII
HO —C—R CO HCNH,
! | |
COOH COOH COOH
| _co R = —CH,;: Valin
¢ * R = —CH,—CH;: iso-Leucin
CH, CH,
| |
HC —R -»> HC—R
I |
HCO H,C —OH
R = —CH;: iso-Butanol

R = —CH,—CH,: D-Amylalkohol

Der besonders hohe Anteil von Garungsamylalkohol im Glutaminsdureversuch
wird gemafl XI erklarbar.
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Im Asparaginsidureversuch wird die bevorzugte Bildung von Girungsamylalko~
hol durch Ubergang von Asp in e-Ketobuttersdure nach IX und weiter nach VII ver-
stdndlich, diejenige von iso-Butanol kann tiber Oxalessigsdure, Phospho-enol-brenz-
traubensdure und weiter nach VI zum Valin erklart werden. Der beachtliche Anteil
von n-Propanol im Asparaginsdureversuch weist auf eine Bevorzugung des Weges
Asparaginsédure, Threonin, a-Ketobuttersdure nach IX und weiter zu n-Propanol ge-
mafB XIII hin. Dieses Ergebnis wird ferner durch die Arbeit von KepnNER, CasTOR und
Dinsmoor (98) bestéitigt, die annehmen, das S. cerevisiae aus a-Ketobuttersdure iiber
a~-Aminobuttersdure n-Propanol bildet.

Die Aminosdurenversuche (Tabelle 1) zeigen ferner, dafl die Versuchshefe das
C-Geriist der Aminoséduren als C-Quelle zu nutzen vermag, wie dies besonders unter
aeroben Verhéltnissen bei S. pastorianus und S. cerevisiae durch Arbeiten von
ScHuLTz, McManus und Pomper (99) und Wauite und Munns (100) bekannt geworden
ist. Torula utilis wéchst z. B. gut auf einem N&dhrboden, der nur Glycin oder Lysin
enthilt (101, 102). Insbesondere EHRENSVARD (62) konnte mit 13C-Alanin und Glycin
nachweisen, daB der Aminosiduren-Kohlenstoff verwertet wird. Ahnliche Vorstel-
lungen diskutieren Houcu und SteEvens (103, 104) bei der Untersuchung der Fuselol-
bildung in Bieren. Ein Beweis fiir die unmittelbare Nutzung des C-Gertistes von
Glutaminsdure und Asparaginsidure als C-Quelle ohne Inanspruchnahme des EHRr-
Lici-Mechanismus ergibt sich aus den Befunden der Tabelle 3. 53% der gebildeten
fliichtigen Verbindungen bestehen hier im Glutaminsidureversuch aus Athanol; im
Asparaginsédureversuch sind es 60%. Dabei ist noch hervorzuheben, daB3 bei Glu nur
0,5% der eingesetzten Radioaktivitdat im Destillat erscheinen, bei Asp 17,9% (Tabel-
le 1). Auch bei den Modellgdrversuchen entstand aus Asp ein relativ hoher Athanol-
wert.

Der Apfelsidure-Befund in Tabelle 1, durch den nachgewiesen wird, da3 ,nor-
male“ Weinhefe (S. c. H,) 2,6% der eingesetzten “C-Aktivitdt in fliichtige Verbin-
dungen umzuwandeln vermag, bestédtigt die schon lange gedullerte Vermutung der
Verwertbarkeit von Apfelsdure durch Weinhefen. Hiermit wird vor allem die Hypo-
these von Peynaup (105) gestlitzt, wonach alle Hefen der Gattung Saccharomyces in
der Lage sein sollten, 10—25% der vorhandenen Apfelsidure iiber eine ,echte alkoholi-
sche Girung® und die Intermedidrstufen Oxalessigsdure und Acetaldehyd in Atha-
nol umzuwandeln. Wie der Tabelle 4 ferner zu entnehmen ist, entstehen mit Apfel-
sdure und S. c. H, aber nur 34% Athanol und immerhin 30,4% Girungsamylalkohol
und 31,7% iso-Butanol (Fraktion Destillat). Unterstellt man, dal ein Ubergang von
Apfelsdure {iber Oxalessigsdure, Phospho-enol-brenztraubensiure in Brenztrauben-
sdure bzw. Acetaldehyd im Hefestoffwechsel moglich ist, dann findet man {iber Re-
aktion VI den Anschlufl an die Valin- und damit an die iso-Butanol-Bildung und
lber Reaktion XII den Anschluf3 an die Leucin-Bildung.

In diesem Zusammenhang war die Verwertung der Apfelsiure durch Hefen der
Gattung Schizosaccharomyces von Interesse. Neuerdings haben diese in ihren Eigen-
schaften schon lange bekannten Hefen wegen ihrer ,sdureabbauenden®* Wirkung Be-
deutung bekommen. In einer Reihe von neueren Arbeiten werden verschiedene Arten
und Stdmme beziuglich ihrer Stoffwechselleistungen gegentiber Apfelsiure untersucht.
Ubereinstimmend bringen Drrrricu (106, 107), PEyNAuD, DoMmERQ, BoiproN, Laron-LAFourca-
nE und GumMBERTEAU (108), Peynaup und Supraup (109) und Mayer und Temperni (110) zum
Ausdruck, daB3 diese Hefen aus Apfelsdure bevorzugt Athanol und CO, bilden. Der Weg
der Athanol-Bildung soll iiber Oxalessigsdure-Brenztraubensiure und Acetaldehyd ver-
laufen.

Wie aus der Gegeniiberstellung der C-Apfelsidureversuche (Tabelle 4) zu erse-
hen ist, vermag die Hefe Schizosaccharomyces pombe var. acidodevoratus 38,3% der
eingesetzten 4C-Aktivitit in fliichtige Verbindungen iiberzufiihren, gegeniiber 2,6%
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bei S.c.H,. Davon sind 93% Athanol, gegeniiber 34% bei S.c. H,. Es fillt besonders
auf, daB3 bei der Eingliederung von Apfelsdure als C-Quelle in diese Hefe ein hoher
Anteil Athanol und im Vergleich zu S. c. H, nur relativ wenig Gérungsnebenproduk-
te, insbesondere Fuseldlalkohole entstehen. Diese an sich wiinschenswerte Eigen-
schaft bringt aber auch zum Ausdruck, daB Schizosaccharomyces liber einen vom
Saccharomyces stark verschiedenen Stoffwechsel verfiigt, womit auch die teilweise
erschwerten Wachstumsbedingungen in Traubenmosten bzw. die Bildung eines an-
dersartigen Géarbuketts erkldrbar werden.

Zusammenfassung

Vergleichende Untersuchungen der Aromastoffe von Trauben, Traubenmosten,
Weinen und Modellgédrversuchen mit Hilfe leistungsfdhiger Trenn- und Nachweis-
methoden (Gaschromatographie) hatten den Nachweis der besonderen Leistung der
Hefegarung in der Bildung zahlreicher und mengenméiBig hervortretender Aroma-
komponenten erbracht. ‘Quantitativ durchgefiihrte und ausgewertete Modellgdrver-
suche weisen darauf hin, daBl Kohlenhydrate als wichtigste Ndhrstoffquelle der He-
fen das Kohlenstoffgeriist fiir die Hauptprodukte der alkoholischen Gé&rung, ein ge-
wisses Reservoir an Metaboliten und Energie zur Verfligung stellen. Dabei trat die
Bedeutung von N-Verbindungen fiir die Leistung von Hefen in der Bildung von sog.
Géarungsnebenprodukten, den eigentlichen Aromastoffen, deutlich hervor. Ammo-
niumsalze und Aminosduren vermogen den Hefestoffwechsel in der Bildung von
Aromastoffen stark zu beeinflussen; sie gehen — wie Modellgdrversuche mit Ndhr-
medien unter konstanten Bedingungen gezeigt haben — beziiglich der Bildung von
Géarungsnebenprodukten mit einer definierbaren ,biochemischen Wertig-
keit“in die Stoffwechsel der Hefen ein.

Speziell ausgearbeitete radio-gaschromatographische Methoden erlaubten, die
quantitativen Untersuchungen mit *C-Verbindungen fortzusetzen. Dabei ergeben
sich Mafizahlen, die zur Kldarung der Frage beitragen, inwieweit Haupt- und Neben-
wege der alkoholischen Géirung ineinandergreifen und in welchem Ausmall Gé&-
rungsnebenprodukte sowohl aus dem Kohlenstoffgeriist von Zuckern und Siuren als
auch aus dem der Aminosduren gebildet werden. Die Ergebnisse werden anhand der
Literatur eingehend diskutiert.

Die Beeren verschiedener Reben enthalten in Abhéngigkeit von Sorte und Rei-
fe — die Reife wird durch zahlreiche AuB3enfaktoren beeinfluit — oft bei vergleich-
baren Zucker- und Siuregehalten eine stark unterschiedliche Aminosidurenzusam-
mensetzung. In Anbetracht der Bedeutung der N-Verbindungen eines Traubenmo-
stes fiir die Bildung von Aromastoffen wihrend der Hefegdrung unterscheiden wir
zwischen der ,Zuckerreife“ und der ,physiologischen Reife“ der Traubenbeeren.
Letztere ist besonders bei Keltertrauben durch eine optimale Ausbildung der In-
haltsstoffe gekennzeichnet, die den Hefestoffwechsel im Sinne eines physiologisch
giinstigen Aromas zu beeinflussen vermoégen. Damit sind die dargestellten Ergeb-
nisse von Belang fiir die Auswahl von Reben-Neuzuchten, die fiir die Weinbereitung
besonders geeignet sind.

Wir danken Herrn Prof Dr. Dr. h. c. B. HusreLp fiir die stete Forderung unserer
Arbeiten, die mit Unterstlitzung des Bundesministeriums fiir wissenschaftliche For-
schung durchgefiihrt worden sind.
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