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Ans dem Vorwort znr ersten Anflage. 
Die Garungschemie hat sich heute weit iiber ihren urspriing

lichen Rahmen (Spirituserzeugung, Bierbrauerei usw.) hinaus 
entwickelt und ist mit der chemischen Industrie selbst bereits 
sehr innig verkniipft. So macht sich die Garungschemie heute 
auch auf dem Gebiete der organischen GroBprodukte 
immer mehr geltend; es sei z. B. auf die garungschemische Er
zeugung von Aceton, Butanol, Essigsaure, Citronensaure, Milch
saure verwiesen. Ferner ist eine groBe Anzahl weiterer Gar
prozesse bekannt, die noch ihrer industriellen Verwertung harren, 
wie z. B. die Propionsauregarung, die Cellulosevergarungen (die 
zur Erzeugung von Alkohol, Essigsaure, Milchsaure und anderen 
Produkten fiihren konnten) usw. Weiterhin erscheint eine groBe 
Reihe von Garprozessen noch mannigfacher Verbesserungen fahig 
(Ausbeuteerhohung, Beschleunigung der Prozesse, Verwendung 
billigerer Ausgangsmaterialien usw.). Dazu kommt sodann noch 
eine bedeutende Anzahl der verschiedensten Garungsvorgange, 
die zur Erzeugung· mancher organischen Produkte in kleinerem 
MaBe entweder bereits heute dienen oder noch verwertet werden 
konnen, so z. B. die Gewinnung von Gluconsaure, Butylenglykol, 
Mannit, Dioxyaceton usw. 

Dabei muB noch weiterhin bedacht werden, daB wir uns - bei 
der ungemein groBen Mannigfaltigkeit der biochemischen Abbau
vorgange - he ute zweifellos erst am Anfang der garungs
chemischen und garungstechnischen Entwicklung be
finden; denn einerseits werden immer wieder neue Garungs
organismen aufgefunden, die besondere Prozesse zu bewirken 
imstande sind, und anderseits sehen wir, daB es durch geeignete 
MaBnahmen gelingen kann, den Veriauf einer Garung in andere 
Richtung zu lenken und so zu anderen Endprodukten zu gelangen 
(vgl. z. B. die Glycerinerzeugung auf dem Garwege); schlieBlich 
erscheint es auch durchaus moglich, bestimmte, bei den Garungen 
rasch durchlaufene Zwischenprodukte mittels besonderer Ver
fahren so anzuhaufen, daB sie dann ais Hauptprodukte auf
treten und der technischen Erzeugung zuganglich werden. 

Eine weitere groBe Bedeutung der Garungschemie fiir 
die Industrie beruht darauf, daB die bei den Garungen vor 
sich gehenden Umsetzungen vielfach geringere Kosten verursachen 
als die rein chemischen Prozesse. Bei den Garungsvorgangen 
konnen zumeist billige Ausgangsmaterialien (Kohlehydrate) ver
wendet werden, wobei vielfach auch die verschiedensten Abfall-



IV Aus dem Vorwort zur ersten Auflage. 

produkte der Landwirtschaft einer industriellen Verwertung zu
gefiihrt werden. 

Auch in wissenschaftlicher Hinsicht befindet sich die 
Garungschemie noch recht am Anfang, denn wenn man bedenkt, 
wieviel Arbeit geleistet werden muBte, urn den 1>rozeB der Hefe
garung - also die physiologische Wirkung einer einzigen 
Organismengruppe - einigermaBen aufzuklaren, so ist leicht er
sichtlich, welch ungeheuer groBes Gebiet bei Beriicksichtigung 
der ungemein groBen Anzahl der Garungstypen noch der weiteren 
Bearbeitung harrt. Dazu kommt ferner, daB bei der wissenschaft
lichen Klarung der Garprozesse nicht nur der Chemismus der 
betreffenden Vorgange aufzuklaren ist, also die Art des Reaktions
ablaufes, sondern auch die Rolle und Natur der dabei beteiligten 
Enzyme sowie schlieBlich der den geordneten Ablauf der Pro
zesse regulierenden Wirkstoffe; sodann gehoren hierher 
endlich auch die den "physiologischen Zustand" derGarungs
organismen betreffenden Fragen. 

Wahrend nun auf dem Gebiete der Garungschemie einerseits 
recht zahlreiche und vorziigliche Werke vorliegen, die sich in 
erster Linie und vielfach fast ausschliel3lich nur mit den 
Garungsorganismen selbst befassen, und anderseits eine zweite 
Gruppe von Werken, die in erster Linie von rein technischen 
Gesichtspunkten aus geschrieben sind und vor allem nur die 
alteren, bereits gut durchgearbeiteten Verfahren behandeln, mangelt 
noch vollstandig eine Einfiihrung in die Garungschemie, 
in der die laboratoriumsmaBige Durchfiihrung der ver
schiedensten Garprozesse geschildert ware. Die vorliegende 
Schrift soH dazu dienen, diese Liicke auszufiillen. 

Auswahl des Stoffes. 1m vorliegenden Buch sind nach Moglich
keit alle Gebiete der Garungschemie behandelt oder wenigstens 
gestreift, die in wissenschaftlicher oder technischer Hinsicht von 
Wichtigkeit erscheinen. Vor aHem ist das Hauptgewicht nicht so 
sehr auf die heute bereits aUgemein in die Technik eingefiihrten 
Zweige der Garungschemie gelegt, sondern vielmehr auf jene Ge
biete, deren technische Anwendung noch nicht lange zuriick
reicht, oder die noch einer technischen Verwertung harren, oder 
die von besonderem wissenschaftlichem Interesse sind. Bei der 
Auswahl des Stoffes wurde ferner nach Moglichkeit vor aHem nur 
gut Gesichertes und einigermaBen Abgeschlossenes beriicksichtigt, 
doch liegt es in der Natur der Sache, daB vielfach auch noch nicht 
ganz Abgeschlossenes behandelt werden muBte, urn so auch auf 
die zahllosen noch offenen Probleme der Garungschemie hin
zuweisen. 
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Die vorliegende Schrift bezweckt daher zuniichst eine Ein

fiihrung in die Garungschemie, und zwar vor allem in 
die garungschemische Praxis. Dadurch soIl diese Arbeits
richtung auch einem groBeren Kreis leichter zugiinglioh gemaoht 
werden und ferner soIl das vorliegende Buch auch zur Weiter
arbeit auf diesem Gebiete anregen; es wird daher auch immer 
wieder auf offene Fragen und Probleme hingewiesen. SchlieBlich 
diirfte die Bedeutung, die die Garungschemie heute bereits besitzt, 
es rechtfertigen, auch bei der Ausbildung der Studierenden an 
den Hochschulen diesem Gebiete ein erhohtes Augenmerk zu
zuwenden, denn die Garungsvorgange stellen vom Gesichtspunkt 
des Chemikers aus ja auch nur chemische Reaktionsketten vor, 
bei denen allerdings die Garungsorganismen selbst bzw. deren 
Enzyme das "katalytische Agens" vorstellen. Es erscheint daher 
auoh zur Erweiterung des fachlichen Gesichtskreises der Chemie
studenten von Wichtigkeit, wenigstens einige grundlegende 
garungschemische Kenntnisse zu vermitteln, und so auch die 
chemische Ausbildung universeller zu gestalten. 

"fibersicht des Stoffes. In der Einleitung wird auf die Bedeutung 
der Garungschemie kurz eingegangen; sodann werden einige 
Richtlinien zur Losung der theoretischen und praktischen Auf
gaben der Garungschemie gegeben, ferner eine Chal'akteristik und 
Ubersicht der verschiedenen Garprozesse. SchlieBlich wird auf die 
geschichtliche Entwicklung der Giirungsehemie in wissenschaft
lieher und technischer Hinsicht kurz eingegangen und in diesem 
Zusammenhang auf einige Probleme dieses Arbeitsgebietes hin
gewiesen. 

1m ersten Teil werden die allgemeinen Methoden der Garungs
ohemie beschrieben, und zwar zunachst die Methoden zur Ziichtung 
und Kultivierung der Organismen, ferner das Wichtigste iiber die 
Untersuchung und Charakterisierung derselben. Auf die Wieder
gabe von Abbildungen der Garungserreger wurde ver
zichtet (eben so im zweiten Teil), da diesbeziiglich einerseits das 
umfassende Werk von LINDNERl vorliegt, und andererseits erst 
vor kurzem ein sehr instruktiver und preiswerter Atlas der 
Garungsorganismen von GLAUBITZ 2 erschienen ist. Die erwahnten 
Abschnitte wurden moglichst kurz gefaBt und iiberall nur das 
fiir den Garungschemiker Wichtigste hervorgehoben. 
Sodann wird die allgemeine Garungstechnik geschildert, also die 

1 LINDNER: Atlas del' mikroskopisehen Grundlagen der Gii-rungs
kunde, 6. AmI. Berlin 1928. 

2 GLAUBITZ: Atlas der Giirungsorganismen. Berlin: Parey, 1934. 
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grundsatzliehe Methodik zur Durehfiihrung der Garungen. SehlieB
Heh folgt noeh das Wiehtigste tiber die Aufarbeitung der Giir
ansatze im allgemeinen. 

Der zweite Teil, der den Hauptteil vorstellt, enthalt die Ubungs
beispiele. Bei der Besehreibung derselben wurde von dem Grund
satz ausgegangen, gelegentlieh der Sehilderung der praktisehen 
DurehfUhrung der Garungen aueh theoretisehe Kenntnisse zu 
vermitteIn; ein Grundsatz, der sieh bei anderen Praktikumbiiehern 
bestens bewahrt hat!. 1m AnsehluB an die einzelnen Ubungs
beispiele wird daher eine kurze theoretisehe Erorterung iiber den 
Chemismus der betreffenden Garungsform sowie iiber die prapa
rative Bedeutung bzw. die Teehnologie derselben angesehlossen. 

In einem Anhang wird eine Ubersieht der Einriehtungen fiir 
die Durehfiihrung garungsehemiseher Arbeiten gegeben. Ferner 
sind Umrechnungstabellen zusammengestellt und es werden hier 
Leitlinien fUr die Protokollierung entwiekelt. 

Die Sachverzeichnisse sind so angeordnet, daB aus dem spezi
ellen Sachverzeichnis Bildungsweise und Art der Umwandlung 
der verschiedenen Garprodukte ersiehtlich ist sowie die Methoden 
zum Nachweis, zur Identifizierung und quantitativen Bestimmung. 

Herrn Dr. ANTON IGLAUER danke ich fUr seine eifrige Mit
hilfe, insbesondere bei der Behandlung der biologischen Methoden 
sowie bei der Durchfiihrung der Korrekturen. 

Prag, im Oktober 1936. 
KONRAD BERNHAUER. 

1 Vgl. GATTERMANN-WIELAND: Die Praxis des organischen Che
mikers, oder BERTHO-GRASsMANN, Biochemisches Praktikum (1396). 
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Die Notwendigkeit, bereits nach zwei Jahren eine Neuauflage 

des vorliegenden Buches herauszubringen, beweist am besten die 
Berechtigung desselben. Zugleich ist dies ein Zeichen fiir das 
Interesse, das heute der Garungschemie entgegengebracht wird,. 
sowie dafiir, daB die Erkenntnis der Wichtigkeit dieser Arbeits
richtung in immer groBere Kreise dringt. So soll es ja auch weiter
hin eine Teilaufgabe dieses Buches bleiben, die Bedeutung der 
Garungschemie zu beleuchten, sie den Interessenten leichter zu
ganglich zu machen und ihr so weitere Mitarbeiter zuzufiihren. 

Die letzten zwei Jahre haben wieder gezeigt, daB die 
Garungschemie in voller Entwicklung begriffen ist' und dem, der 

·einen Einblick in die Dinge hat, ist nur noch klarer geworden, wie 
mangelhaft hier unsere Kenntnisse und Erkenntnisse sind und 
welch gewaltiges Gebiet hier der weiteren Bearbeitung harrt. 

Weiterhin konnte in der letzten Zeit gezeigt werden, daB die 
'Garungschemie dazu berufen ist, auch wichtige und groBe tech
nische Probleme einer Losung naher zu bringen. Es sei z. B. auf 
·die biologische Erzeugung von EiweiB (Gewinnung von Futter
hefe) hingewiesen, eine Frage, der gerade in Deutschland im 
Rahmen des Vierjahresplanes ein groBes Augenmerk zugewendet 
wird. Auch sonst wird der Garungschemie im Vierjahresplan 
immer mehr Beachtung geschenkt, was auch in den einschlagigen 
Veroffentlichung~n deutlich zum Ausdruck kommt. 

In der vorliegenden Neuauflage konnten Anlage und Rahmen 
voll aus der ersten Auflage ilbernommen werden. NaturgemaB 
wurden die seit dem Erscheinen der ersten Auflage gemachten 
neueren Erfahrungen auf garungschemischem Gebiete moglichst 
voHstandig beriicksichtigt, wodurch die Neuauflage wieder auf den 
neuesten Stand gebracht wurde. Dies betrifft nicht nur die Her
ausarbeitung der Probleme der Garungschemie in wissenschaft
licher und technischer Hinsicht, sondern vor aHem die Erneuerung 
und Umarbeitung der Ubungsbeispiele nach den letzten Veroffent
lichungen, sowie nach den im eigenen Laboratorium gemachten 
Erfahrungen. So wurde auch eine Anzahl von Ubungsbeispielen 
und Abbildungen neu aufgenommen. Die Anzahl der Einzeliibungen 
wurde auf fast 150 erhoht. Die Umarbeitung und Neuaufnahme 
betrifft vor aHem die Erzeugung von PreBhefe (Futterhefe), die 
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Fettsynthese durch Mikroorganismen, die oxydativen Giirungen 
der Essigbakterien und Schimmelpilze, bei denen von submersen 
Verlahren Gebrauch gemacht wird, da diesen die Zukunft gebOrt. 
Viele Ubungsbeispiele wurden in den letzten zwei Jahren wieder·
holt iiberpriift, wobei Verbesserungen gemacht werden konnten. 

In einem Nachtrag werden auch noch weitere Literatur·
angaben hauptsachlich theoretischer Natur gemacht. 

Herrn Dr. HEINRICH KNOBLOCH, der in unermiidIicher Weise
die Korrekturen und Erganzungen durchfiihrte, gebiihrt fiir seine
tatkraftige Mitwirkung an der Verbesserung des Buches mein_ 
besonderer Dank. 

Prag, im Januar 1939. 

KONRAD BERNHAUER. 
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Einleitnng. 

Bedeutung und Entwicklung der Garungschemie. 
A. Bedeutung der Garungschemie. 

In der chemischen Industrie, die die Umwandlung der Roh
und Grundstoffe in wertvollere Endprodukte zur Aufgabe hat, 
nimmt neben den rein chemischen und physikalischen Vorgangen 
die Erzeugung chemischer Produkte durch biochemische Prozesse 
in den letzten J ahrzehnten einen immer groBeren Raum ein. 
Vor aHem kommt die Garungschemie auf dem Gebiete der Er
zeugung organisch-chemischer GroBprodukte immer mehr zur 
Geltung; neben der Alkoholerzeugung sei z. B. auf die Butanol-, 
Aceton-, Milchsaure- und Citronensaurefabrikation hingewiesen. 
Dabei muB noch bedacht werden, daB wir uns - bei der ungemein 
groBen Mannigfaltigkeit der biochemischen Abbauvorgange 1 -

vielfach erst am Anfang der garungschemischen und garungs
technischen Entwicklung befinden, und daB sowohl in wissen
schaftlicher wie in technischer Rinsicht noch eine ungeheuer 
groBe Fiille von Problemen zu IOsen ist und daB eine ErschOpfung 
des diesbeziiglichen Forschungsgebietes noch iiberhaupt nicht 
vorauszusehen ist. 

Weiterhin hat die Garungsindustrie mannigfaltige Beriihrungs
punkte mit der Landwirtschaft, und zwar nicht nur wegen der 
zu verarbeitenden Rohprodukte, die von dieser geliefert werden, 
sondern auch infolge der landwirtschaftlichen Verwertung mancher 
Nebenprodukte der Garungsindustrien. Dazu kommt noch die 
Anwendung von Garprozessen in der Landwirtschaft selbst, so 
z. B. bei der Griinfuttersilierung usw. 

Aber auch iiber den Rahmen der eigentlichen Garungen hinaus 
konnen Mikroorganismen groBe industrielle Bedeutung erlangen; 
verwiesen sei z. B. auf die PreBhefefabrikation fiir Backzwecke, 
ferner auf die Erzeugung von stickstoffhaltigen Futtermitteln 
(Futterhefe) sowie auf das Problem der Fetterzeugung dnrch 
Refen und Pilze. 

Ferner hat die Garungschemie auch in wissenschaftlicher 
Rinsicht eine groBe Anzahl von Fragen und Problemen zu lOsen. 

1 V gl. z. B. FULMER und WERKMAN: An Index to the chemical 
Action of microorganisms on the nonnitrogenous organic compounds. 
Springfield, Ill. and Baltimore, 1930. 
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2 Bedeutung der Garungsehemie. 

1. Industrielle Bedeutung der einzeinen Garprozesse in 
engerem Sinne. 

a) Die alkoholische Garung. GroBtechnische Verwertung der
selben bei der Spritgewinnung (Brennereispiritus) sowie bei der 
Erzeugung alkoholischer Getriinke (Bier, Wein). Der Alkohol ist 
mengenmaBig das groBte, kunstlich in Apparaturen erzeugte 
organische Produkt. Welterzeugung an aikohoIhaitigen Pro
dukten pro J ahr 1: 

Bier, etwa 200 Millionen hi im Werte von 
etwa . . . . . . . . . . . . . . . . 5,8 Milliarden Mark 

Wein, etwa 150-200 Millionen hi im Werte 
von etwa . . . . . . . . . . .. 5,2 

Sprit, etwa 20 Millionen hI im Werte von 
etwa . . . . . . . .. .... 1,0 

--~--~~----~--
zusammen . . 12,0 Milliarden Mark 

GroBe wirtschaftliche Bedeutung der aikoholischen Garungs
industrie: Verwertung von landwirtschaftlichen Produkten in 
groBen Mengen in den Brennereien und Brauereien (Melasse, 
Kartoffeln, Gerste, Hopfen usw.). 

Verwendung des Alkohols: Teilweise fiir Genu13zweeke, die tiber
wiegende Menge (etwa 85 % der Erzeugung) fiir industrielle Zweeke 
(in vergalltem sowie unvergalltem Zustlcmd), z. B. als Brennstoff, 
Treibstoff2, als Losungsmittel in der Spritlackindustrie. als Extrak
tionsmittel, als Ausgangsmaterial fiir die Erzeugung von Athylchlorid, 
Essigester, Chloroform usw., bei der Erzeugung von Farbstoffen, 
Pharmazeutica, Rieehstoffen usw. Dazu kommen noeh die Neben
produkte der Alkoholerzeugung wie Sehlempe, Fuselol usw. 

Verwendung der Fusel6le.: Insbesondere als Losungsmittel in vielen 
Zweigen der ehemischen Industrie, aueh in Esterform; manche Ester 
dienen als Fruchtessenzen. 

Sonstige Produkte der Hefegiirungen: Glycerin. Dasselbe kann 
mit befriedigender Ausbeute auf dem Garungswege erzeugt 
werden, doch liegen unter normalen Verhaltnissen aus der Fett
spaltung ausreichende Mengen vor. 1m Weltkrieg wurden in 
Deutschland schlieBlich monatlich uber 1000 t garungschemisch 
erzeugt. 

1 Hinsichtlich der hier und im folgenden gegebenen handels
statistischen Angaben vgl. ULLMANN: Enzyklopadie der techno Chemie 
(1928) sowie SCHMID: Die industrielle Chemie in ihrer Bedeutung im 
Weltbild, de Gruyter & Co., Berlin U. Leipzig 1934. Vgl. weiterhin 
Hdb. d. Lebensmittelehemie VII. Bd. Alkoholisehe Genu13mittel; 
Berlin: Julius Springer 1938 (Kapitel tiber Bier, Wein usw.). 

2 In Form absoluten Alkohols (fUr den Betrieb von Explosions
motoren), entweder als Zusatz zum Benzin oder auch als selbstandiges 
Treibrnittel. 
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Verwendung: Insbesondere in del' Sprengstoffindustrie (Nitro
glycerin), femer in del' Textil- und Farbereiindustrie {Zusatz zu Druck
farbstoffen), in del' kosmetischen und Arzneimittelindmltrie (als 
Weichmachungsmittel), in del' Lack- und Kunstharzindustrie (z. B. in 
Form von Estern), in del' Farbenindustrie, im Automobilwesen usw. 

b) Die Butanol-Aceton-Garung. Die Welterzeugung an Aceton 
soIl etwa 10000 t betragen, entsprechend 12 Millionen Goldmark 
(die auf rein chemischem Wege erzeugte Menge mit eingerechnet). 
Welterzeugung an Butanol etwa 40000 t. 

Verwendung des Acetons: Als Losungsmittel fUr Nitrocellulose bei 
del' Fabrikation des rauchlosen Pulvers, fUr Nitrolacke, zur Erzeugung 
von Bromaceton (Gaskampfstoff). 

Verwendung des Butanols: Als Losungsmittel in del' Lackindustrie 
(insbesondere fUr Nitrolacke), teils als solches, teils in Form von 
Estern. (AmeiRensaure-, Essigsaure-, Phthalsaureeater); auch zu
sammen mit anderen Losungsmitteln (insbesondere Alkohol). 

Sonstige Produkte der Butylgiirungen: B'!fttersiiure. Verwendung: 
zur Herstellung von Buttersaureestern des Athyl-, Benzyl-, Phenyl
alkohols, Geraniols usw. fUr die Riechstoffahrikation, in verhaltnis
maDig beschrankten Mengen. - Umwandlung des technischen Ge
misches von buttersaurem und essigsaurem Calcium in Ketone; Ver
wendung diesel' als Losungsmittel. 

c) Essiggarung. Erzeugung der Essigsaure auf dem Garungs
weg in Konkurrenz mit rein chemischen Verfahren. Welterzeugung 
etwa 270000 t, entsprechen schatzungsweise 190 Millionen Gold
mark, davon etwa 40% durch Garung (30% durch Holzverkohlung 
und 30% durch Synthese). 

Verwendung der Essigsiiure: In verdiinntem Zustand in del' 
Nahl'ungsmittelindustrie (als "Essig"), in bedeutendem MaDe zur 
Herstellung von Estern (Methyl-, Athyl-, Butyl-, Amylacetat), die 
in del' Lack- und Riechstoffindustl'ie usw. gebraucht werden; ferner 
zur Erzeugung von Aceton und Essigsaureanhydrid (besonders wichtig 
fiir die Hel'stellung von Acetylcellulose) usw. 

d) Milchsauregarung. GroBtechnische Erzeugung der Milch
saure ausschIieBlich durch Garung. Weltproduktion etwa 6000 t 
im Werte von 7,7 Millionen Goldmark. 

Verwendung der Milchsiiure: Das technische Produkt (43-48%ig) 
in del' Gerberei ZUlli Entkalken del' Haute, in del' Textilindustrie (ZUlli 

Griffigmachen von Textilien, Seide, Kunstseide usw.). Reine Milch
saure in del' Lebensmittelindustrie (fUr Lirnonaden, Fruchtsafte, Obst
wein usw.), zur Beseitigung del' Carbonatharte des Brauwassers usw. 

e) Citronensauregarung. Die Erzeugung von Citronensaure auf 
dem Garwege bedeutet fUr die Gewinnung derselben aus Citronen 
bereits eine bedeutende Konkurrenz. Heute dtirfte sogar schon die 
Hauptmenge der Citronensaure auf dem Garungsweg erzeugt 
werden, und zwar in den U. S. A., Belgien, England und derTschecho-

1* 
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Slowakei. Die Gesamtproduktion an Garungscitronensaure diirfte 
etwa 8000 t pro J ahr betragen, wovon etwa 5000 t in den U. s. A. 
erzeugt werden 1. 

Verwendung der Oitronensaure: In der Lebensmittelindustrie, 
besonders bpi der Herstellung von Fruchtsaften und Limonaden; in 
der Kattundruckerei als Reservage und zur Belebung der Farben; 
ferner fUr medizinische Zwecke in der pharmazeutisch.chemischen 
Indust.rie. Eine sehr groBe Bedeutung konnte die Verwendung zur 
Erzeugung von Kunstharzen erlangen (liber Citracon- und Itaconsaure 
und deren Anhydride), womit auch der Bedarf an Citronensaure sehr 
steigen wlirde. 

I) Cellu)osevergiirung. Hierher gehort die Methangewinnung aus 
Abwasserschlamm durch Methanbakterien; Verwendung des Methans 
als Leuchtgas (diC8 wird z. B. III Miinchen. technllich dUl'ch~efUhrtl. 
In.;;besondere die CeUulosevergarung durch thermophile Bakterien 
konnte eine groBe Zukunft haben, da die Cellulose das billigste 
A usgangsma terial vorstellt. Es wird dabei Essigsaru·e, Buttersaure, 
Alkohol, Milchsaure usw. gebildet. Diese Uiirungsvorgiinge zu geregelten 
Prozessen auszugestalten, stellt eine sehr wichtige gal"ungdchemische 
Aufgabe VOl', insbesondere fiir Lander, in denen ein reiativer Mangel 
an Kohlehydraten besteht. 

2. Wirtschaftliehe Bedeutung von Giirungsvorgiingen und Garungs
organismen in weiterem Sbllle. 

a) Garungsvorgange in der Nahrungs- und Futtermittel
erzeugung. Dber das im vorigen Abschnitt bereits Gesagte hinaus 
ist vor allem die Milchsauregarung bei manchen Zweigen der 
Nahrungs- und Futtermittelindustrie von Bedeutung geworden. 

a) Silierung von Grunfutter: Konservierung von eiweil3reichem 
Griinfutter durch Einsauerung desselben in groBen wasserdichten 
Silos; es findet dabei teilweise Vergarung (Milchsaurebildung) 
statt. Grol3e Bedeutung der Silierung in der Land wirtschaft: 
Erzeugung von Saftfutter von grol3em Eiweil3gehalt fur den 
Winter. Die Erh6hung der Grunfuttermenge ist zwecks Steigerung 
der Tierfettproduktion erforderlich. 

In Deutschland kam die Silobewegung erst durch Schaffung des 
Vierjahresplanes richtig in Gang. Die Fragen der Futterkonservierlmg 
wurden auf breiter Basis wissenschaftlich bearbeitet, in der Landwirt
schaft wurde eine systema,tische Aufklarung betrieben und der Bau 
von Silos stark gefordert. So stieg allein im Jahre 1935 das Gesamt
fassungsvermogen der Silos von 2,3 auf etwa 3,8 Millionen Kubikmeter. 

(J) Konservierung von Nahrungsmitteln durch saure Garungen 
(Milchsauregarung): Einsauerung von Kraut, Gurken usw. 

1 Vgl. dazll WELLS und HERRICK: Ind. Eng. Chern. 30, 255 (1938). 
Vgl. aueh RAISTRICK in Perspectives in Biochemistry, Cambridge 
1938, S. 265. 
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b) Sonstigo industrielle Bedeutung der Giirungsorganismen. 
Auch uher den Rahmen der eigentlichen Garungen hinaus k6nnen 
Mikroorganismen groBe industrielle Bedeutung erlangen, so z. B. 
hei der Herstellung von PreBhefe fur Backzwecke, ferner fur die 
Fetterzeugung und die Gewinnung N-haltiger Nahrungsmittel (Ei
weiBstoffe, Futterhefe) aus einfach zusammengesetzten Nahr
lOsungen. 

a) Backerkefe. Erzeugung derselhen unter Vermeidung der 
Alkoholbildung. Die Hefeproduktion betrug 1936 in Deutschland 
etwa 55000 t. 

Verwendung der Pre/3hefe: HauptAachIich in der Wei13backerei zum 
Lockern des Teiges durch Vergarung kleiner Mengen des Mehles (neben
bei Einwirkung protE'oiytischer Enzyme auf das Mehleiwei13); ferner 
von Bedeutung fUr die Auffrischung des Sauerteiges. Wichtig ist das 
Giirverm6gcn der so erzeugten Hefe (Triebkraft). 

{3) Futterkefe. Es handelt sich hier zunachst urn die Verwertung 
der Brauereihefe, die in groBen Mengen anfallt: Umwandlung der
selben in versand- und lagerfahige Trockenhefe. Die weitere Auf
gabe ist, durch Hefevermehrung aus billigen Ausgangsmaterialien, 
vor allem Kohlehydraten und anorganischen N-Verbindungen 
EiweiB aufzubauen. Die so erzeugte Hefe braucht kein Gar
vermogen zu haben; Verwendung sehr schnellwiichsiger Hefen 
(z. B. Torulaarten). Durch diebahnbrechenden Arbeiten FINKS 
wurden einige Verfahren ausgearbeitet (je nach den Rohstoffen: 
Holzzucker, Sulfitablauge, Kartoffeln bzw. Schlempe aus 
Kartoffelbrennereien). In Deutschland sollen dem Vernehmen 
nach zunachst 100000 t getrocknete Futterhefe pro Jahr erzeugt 
werden (enthaltend 50000 t Rohprotein). 

Die Wirtschafthchkeit der Erzeugung von Futterhefe (auch aus 
den billigsten Rohstoffen) ist immer noch fraglich. Gegen die land
wirtschaftliche Erzeugung eiwei13reicher Futtermittel (Sojabohnen, 
Erdnu13, Lupine, Raps usw.) scheint das Verfahren jedoch unter 
normalen Verhiiltnissen kaum aufkommen zu k6nnen. J edenfalls ist 
die Konkurrenz mit dem billigen "Weltmarldeiweif3" vorliiufig noch 
nicht erreichbar l . 

y) Fetterzeugung durch Hefe und Pilze. Fur Zeiten des Fett
mangels von groBer Bedeutung. Im Weltkrieg wurde der Frage 
erh6hte Aufmerksamkeit geschenkt. In Betracht kommt dabei 
die Verfettung von Hefe oder gewisser Fettpilze wie Endomyces 
vernalis, Oidium lactis u. a. Problem noch nicht zufriedenstellend 
gelOst. Entscheidend ist die Wahl eines geeigneten billigen Ver-

I Vgl. die Zusarnrnenfassung von FINK: Angew. Chern. 51, 475 
\1938.) 
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fahrens sowie die Auffindung billiger Ausgangsmaterialien. Durch 
die Fettsynthese aus Kohle ist das Problem wieder etwas in den 
Hintergrund getreten. 

3. Wissensehaftliehe Bedeutung der Giirungsehemie. 

Wissenschaftliche Forschungen auf dem Gebiete der Garungs
chemie sind vor allem in zweifacher Hinsicht von Bedeutung: 
Einerseits vermitteln uns gerade die Garungsorganismen eine 
Anschauung vom Ablaufe relativ einfacher biochemischer Re
aktionen und Reaktionsketten unter verhaltnismaBig wenig 
kompliziertenBedingungen. Auf diese Weise kann ein besseres 
Verstandnis auch komplizierterer Lebensvorgange wie Atmung, 
Wachstum usw. angebahnt werden. Anderseits sind viele garungs
chemische Vorgange auch fur die praparative organische Chemie 
von Interesse. 

a) Aufkliirung der Giirungsvorgiinge. Bedeutung: Es wird die 
Grundlage fUr die Entwicklung von Vorstellungen geschaffen, in 
welcher Weise sich die Zellreaktionen auch bei hoher organisierten 
Lebewesen abspielen mogen. Prinzipielle Einheitlichkeit im 
Chemismus des Zellgeschehens. Z. B. die Aufklarung der oxydativen 
Garungen bietet manche Parallelen zu den Atmungsvorgangen in 
hoher stehenden Organismen (hohere Pflanzen, Tierreich 1 ). Man 
vergleiche ferner die Parallele zwischen der Milchsauregarung und 
der Glykolyse im Tierkorper usw. Dabei ist die Aufklarung der 
Vorgange bei Mikroorganismen oft weniger kompliziert, als bei 
hoheren Pflanzen oder im Tierkorper, da die Garungen meist 
durch einzellige Organismen hervorgerufen werden. 

b) Priiparative Bedeutung der Giirungsehemie. Vielfach bietet 
die praparative Darstellung organischer Verbindungen mittels 
Garungsorganismen manche Vorteile gegenuber den rein che
mischen Darstellungsweisen; in manchen Fallen fUhrt uberhaupt 
nur das biochemische Verfahren zum Ziel. Ais praparative bio
chemische Methoden sind dabei vor allem Oxydationen mittels 
Essigbakterien, ferner Reduktionen und Acyloinkondensationen 
mittels garender Hefe von Bedeutung. So ermoglichen z. B. die 
Oxydationen mit Essigbakterien eine bequeme Darstellung von 
Ketosen aus Zuckeralkoholen, ferner die Gewinnung von Zucker
carbonsauren aus Aldosen und die Oxydation von Zuckercarbon
sauren zu Ketosauren. Die biochemischen Hydrierungen mittels 

1 Siehe K. BERNHAUER: Erg. d. Enzymforsch. 8, 220 (1934). 
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garender Hefe sind vor allem deshalb von Bedeutung, da sie 
vielfach die Gewinnung optisch aktiver Korper ermoglichen 
(z. B. sekundarer Alkohole aus Ketonen), ferner die Reduktion 
von halogenierten Substanzen (Alkohole aus Aldehyden) ohne 
Eliminierung des Halogens usw. DaB die biochemischen Reduk
tionen auch bei recht komplizierten Produkten praparativ von 
Bedeutung sein konnen, zeigt die Gewinnung des Testosterons1 . 

SchlieBlich ermoglicht· die Acyloinkondensation den Aufbau von 
Substanzen (insbesondere in der aromatischen Reihe), die auf 
rein chemischem Weg schwierig oder uberhaupt nicht darstellbar 
sind; auch dabei gelangt man zu optisch aktiven Verbindungen. 
Einige Beispiele zur Beleuchtung der praparativen Bedeutung 
der Garungschemie sind in Tab. I wiedergegeben. 

Pr n I Garungs- I oze.., . 
.orgamsmen 

Oxy- Essig- . 
dation bakterien 

Re- garende 
duktion Hefe 

Acyloin- garende konden-
sation Hefe 

Tabelle I. 

Darzustellende 
Substanz 

Dioxyaceton 
("Oxanthin") 

I-Sorbose 
Adonose 
d -Gluconsaure 
d-Galaktonsaure 
d-2-Ketogluconsaure 
d-5-Ketogluconsaure 

sek.l-Butylcarbinol 

Trichiorathanol 
Tribromathanol 

("Avertin") 
d-Propyienglykol 
1-1,3-Butylenglykol 
1-2,3-ButylengIykol 
Octadienol 
Testosteron 

Methyiacetylcarbinol 
Phenyiacetylcarbinol 
Chlor-Phenylacetyl .. 

carbinol 
p-Methoxyphenyl-

carbinol 

Ausgangsmaterial 

Glycerin 

Sorbit ("Sionon") 
Adonit 
d-Glucose 
d-Galaktose 
d-Gluconsaure 
d·Gluconsaure 

Methyl-athyl-
acetaJdehyd 

Chloralhydrat 
Bromal 

d,l-Milchsaurealdehyd 
d,l·Acetaldol 
Diacetyl 
Octatrienal 
Androstendion 

Acetaldehyd-Zusatz 
Benzaldehyd -Zusatz 
Chlorbenzaldehyd-

Zusatz 
Anisaldehyd -Zusatz 

1 Vgl. dazu L.MAlIlOLI: B. 71, 2278(1938). --MAMOLI U.VERCELLONE: 
B. 70, 470, 2079 (1937). 
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B. Einige Richtlinien zur Losung der theoretischen und 
praktischen Aufgaben der Garungschemie. 

1. Methoden zur Aufkliirung des Chemismus der Giirungsvorgiinge. 
Bei den verschiedenen Garprozessen in weitestem Sinne 

finden· nur in wenigen Fallen einfache Reaktionen statt. Dies ist 
schon daraus ersichtlich, daB die Garungsprodukte in ihrer 
chemischen Struktur von den Ausgangskorpern zumeist vollig 
abweichen. Es handelt sich vielmehr bei den Garprozessen 
meist um den Ablauf verwickelter Reaktionsketten, bei denen 
gewisse Teilreaktionen in andere eingreifen bzw. bei denen Einzel
reaktionen mit anderen in oxydoreduktiver Weise gekuppelt sind. 
Eine wichtige Aufgabe der wissenschaftlichen Garungs
chemie ist die Klarlegung der Art des Reaktions
ablaufes bei den einzelnen Garprozessen sowie die 
Erforschung der die Einzelreaktionen einer Reaktions
kette katalysierenden Stoffe. Prinzipiell bestehen zwei 
Moglichkeiten zur Klarung der Giirungsvorgange, und zwar je 
nachdem, ob den Garungszwischenprodukten oder den Garungs
endprodukten das Hauptaugenmerk zugewendet wird. Die 
Forschungsergebnisse beider Methoden haben einander zu er
ganzen. 

a) Die Giirungszwischenprodukte. Grundsatzlich sind zwei 
verschiedene Gruppen von Zwischenprodukten zu unterscheiden: 
namlich einerseits solche, die aus der Zelle - wenigstens voriiber
gehend - ausgeschieden werden (ebenso wie die Garungsend
produkte) und anderseits solche, die normalerweise die Zelle nicht 
verlassen und in dieser direkt weiter umgesetzt werden. Die gleiche 
chemische Substanz kann als Garungszwischenprodukt bei den 
verschiedenen Garungen, sowie abhangig von den Versuchs
bedingungen, bald der einen, bald der anderen Gruppe angehoren. 
Die erste Gruppe von Zwischenprodukten ist dadurch 
charakterisiert, daB dieselben in stabilem Zustand auftreten und 
daher auch im normalen chemisch-physikalischen Zustand von den 
Garungsorganismen (bzw. Enzymen) weiter umgewandelt werden 
(zumeist auch in hoheren Konzentrationen vertragIich). Zweite 
Gruppe von Zwischenprodukten: innerhalb der Zelle in 
labilem Zustand auftretend; werden im stabilen chemischen Zu
stand von den Organismen (bzw. Enzymen) vielfach nicht weiter 
umgewandelt; konnen in diesem Zustand oft sogar giftig wirken; 
Rind in der Regel in hoheren Konzentrationen kaum vertraglich. 
Aus dem Gesagten ist zugleich ersichtlich, daB nur bei Substanzen 
der ersten Gruppe ihre Funktion als Garungszwischenprodukte 
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mit Sicherheit bewiesen werden kann, wiihrend bei denen der 
zweiten Gruppe zumeist nur ein Wahrscheinlichkeitsbeweis fiir ihre 
Intermediiirrolle zu erbringen sein wird. Die Zwischenprodukte 
dieser zweiten Gruppe sind daher mehr als "Umwandlungs
phasen l " aufzufassen, die also niemals direkt nachweisbar sind, 
die aber durch bestimmte MaBnahmen bzw. unter bestimmten 
Bedingungen zum Austritt aus der Zelle und zur Anhiiufung im 
AuBenmedium veranlaBt werden konnen, und zwar sodann in 
"stabilisierter" Form, also als wohldefinierbare organische Ver
bindungen, zum Unterschied von ihrem Zustand in der Zelle. 

Die verschiedenen methodischen Moglichkeiten zur Ent
scheidung der Frage, ob bei irgend einem Giirungsvorgang eine 
bestimmte Substanz als ZWIRchenprodukt eine Rolle spielt, sind 
in Tab. II ubersichtlich zusammengestellt. 

b) Garungsendprodukte und Stoffwechselbilanzen. Die Giirungs
endprodukte sind dadurch charakterisiert, daB sie stets &US der 
Zelle ausgeschieden werden und sich irn umgebenden Medium an
sammeln. Ifeststellung derselben durch Bilanzversuche: alle 
Giirungsprodukte, naturgemaB auch die gasformigen, sind quanti
tativ zu erfassen. Dabei ist nicht nur die C- Bilanz von 
Wichtigkeit, sondern auch die Oxydo-Reduktionsbilanz, 
also die Feststellung, ob neben Produkten, die im Verhiiltnis 
zum Substrat oxydiert erscheinen, auch entsprechende Reduk
tionsiiquivalente vorhanden sind. Aufstellung von Stoffwechsel
bilanzen nicht nur bei normalen Giirungen erforderlich, sondern 
auch bei Umschaltungen des normalen Giirverlaufes. Die Ergeb
nisse der Bilanzversuche sind zugleich Prufsteine fur die Richtig
keit eines Giirungsschemas. 

2. Richtlillien der. techllischen Giirullgschemie. 

Entscheidend fUr die technische Giirungschemie ist die Ge
winnung der gewunschten Giirprodukte in hohen Ausbeuten so
wie in moglichster Reinheit (also frei von Nebenprodukten). Da
Lei ist ferner die Verwendung der billigsten Ausgangsmaterialien 
und eine moglichst rasche Durchfuhrung des Giirprozesses sehr 
wichtig. Da es sich dabei urn biologische Vorgiinge handelt, ist 
verstandlich, daB dieses Ziel nicht leicht erreichbar ist. Da 
weiterhin die theoretischen Grundlagen der betreffenden Prozesse 

1 Vg1. NORD: Protoplasma 10,48 (1930); Erg. Enzymforsch. 1, 
94 (1932). - Angew. Chern. 47,491 (1934). - KLUYVER: Erg. Enzym
forsch. ~4, 237 (1935). - Vgl. auch die Radikalkettentheorie der 
biochemischen Prozesse von HABER und Wn,LsT.l\TTER: B. 64, 2844 
(1931). 
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Tabelle ll. 

Allgemeine Methoden 

1. Isolierung 
und Festlegung 
von Zwischen

produkten 

2. Umschal
tungen des 
normalen 

Garprozesses 

a) Auftreten von Zwi
schenprodukten bei nor
malen Garungsprozessen; 
Unterbrechung der Ga
rung und Feststellung, 
welche Produkte inter
mediar auftreten undspa
ter wieder unter Bildung 
von Endprodukten ver-

schwinden 

b) Anhaufung von Zwi
schenprodukten durch be
sondere Ma13nahmen. 
Unterbrechlmg des Gar
prozesses in einem Zwi
schenstadium; insbeson
dere Anhaufung • von 
Sauren in Form von 

Salzen 

c) Festlegung von Zwi
schenprodukten durch 
Verhinderung anschlie

Bender Enzymreaktionen 
durch Zellgifte 

a) Abfangung von Zwi
schenprodukten mittels 
besonderer Abfangver
fahren (Abfangmittel) 

b) Umschaltungen durch 
Milieuanderungen 

c) Umschaltungen durch 
Zellgifte 

Beispiele 

Auftreten und Verschwin
den von Buttersaure und 
Essigsaure bei der nor
malen Butanol-Aceton
garung. Auftreten und 
Verschwinden von Xtha
nol bei der Fumarsaure-

garung 

Anhaufung von Ca-Buty
rat und Ca-Acetat in Ge
genwart von CaCOa bei 

der Butanol-Aceton
garung. Anhaufung von 
Acetaldehyd mittels Ca
Sulfit bei der Essiggarung 

Fiinfte Vergarungsform 
(Methylglyoxalanhau

fung). (MiIchsauregarung 
durch Buttersaurebak

terien in Gegenwart. von 
CO) 

Abfangung von Acetalde
hyd bei der zweiten Ver
garungsform (Umschal
tung der alkohoIischen 

Garung in eine Acetalde
hyd-Glyceringarung) 

Alkalische Garung (dritte 
Vergarungsform): Um
schaltung der alkohol
~schen Garung in eine 
Xthanol- Essigsii11l'e - Gly-

ceringarung 

Anhaufung von Phospho
glycerinsaure in Gegen
wart von Na-Fluorid. An
haufung von Brenztrau
bensaure- Glycerin in Ge
genwart plasmolytischer 
Stoffe( 4. Vergarungsform) 
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Tabelle II (Fortsetzung). 

Allgemeine Methoden 

3. Umwand
lung von 

Zwischen
produkten 

! 

a) Direkte Umwandlung 
von einzelnen Zwischen

produkten1 

b) Umwandlung von Zwi
schenprodukten beim Zu
satz derselben zur nor-

malen Garung2 

I c) U::'andlung von Zwi
'I schenprodukten im Rah-
men gewisser Substanz-

I systeme 

Beispiele 

Decarboxylierung der 
Brenztraubensaure bei 
der Hefegarung. Decarb
oxylierung der Acetessig
saure bei det' Aceton-

garung 

Umwandlung von Acet
aldehyd, Essigsiiure, 

Buttersaut'e usw. bei der 
Butanol-Acetongarung. 
Essigsaure -~ Bern
steinsaure -~ Fumar-

saure bei der Fumarsaure
garung 

Acetaldehyd -~ Atha
nol bei der Vergarung von 
Hexosediphosphorsaure 
in Gegenwart von N aF 

vielfach noch gar nicht geklart sind, hangt die richtige Durchfuh
rung derselben in hohem MaBe von der Erfahrung ab und erst 
allmahlich gelingt es, die Bedeutung der so zahlreichen Faktoren 
fUr den Verlauf der verschiedenen Garungen zu ergrunden und 
sicherzustellen. 

Fur die DurchfUhrung eines Garprozesses und insbesondere 
fUr dessen technische Verwertung sind zwei Gruppen von Faktoren 
von grundlegender Bedeutung, niimlich die Auffindung bzw. Aus
wahl geeigneter Organismen und sodann die Ermittlung geeigneter 
Bedingungen; es handelt sich dabei demnach urn innere wie auBere 
Faktoren. 

1 Als Zwischenpl'odukte werden auch solche Stoffe anzusehen sein, 
bei deren Umwandlung nicht unbedingt die Garungsendprodukte 
entstehen. 

2 Bei del' Umwandlung von Zwischenpt'odukten (die nicht schon 
normalerweise im Milieu auftreten) ist zu beach ten, daJ3 sie vor 
furer Umsetzung erst in die Zelle aufgenommen werden mussen (Permea
bilitat daher sehr wichtig) und weiterhin liegen sie zunachst in 
stabilem Zustand VOl', so daB aus dem Ergebnis iht'er Umwandlung im 
Versuch niemals ein zwingender Schlu13 auf ihre Rolle aIR Zwischen
produkt gezogen werden kann. 
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a) Innere Faktoren der Garprozesse ( Garungsorganismen). 
Die Grundlage fur die DurchfUhrung der Garprozess3, vor allem 
fUr deren praktische Anwendung ist die Auswahl der geeig
netsten Organismen sowie die Konstanthaltung des 
Garvermogens. 

a) Anforderungen an die Giirungsorganismen (jene Organismen, 
die diesen Anforderungen am besten entsprechen, sind dann als 
die "geeignetsten" zu bezeichnim): 

1. Hohe Gargeschwindigkeit und hohe Gartemperatur, zwecks 
rascher Beendigung des Prozesses. 

2. Bildung der gewunschten Garprodukte in hohen Ausbeuten, 
unter moglichster Vermeidung van Nebenprodukten. 

3. GroBe Widerstandsfahigkeit gegenuber Milieueinflussen und 
Fremdinfektionen. 

4. Moglichste Konstanz des Garvermogens. 
(3) M ethoden zur Gewinnung geeigneter Giirungsorganismen, die 

diesen Anforderungen am besten entsprechen (die prftktische 
Durchfuhrung wird spater besprochen): 

1. Auffindung der Garungsorganismen in der Natur (vgl. S. 43). 
2. Prinzipielle Auswahl der geeignetsten Organism en und 

Stamme. Die einzelnen Garprozesse konnen in der Regel nicht 
nur von einem einzigen bestimmten Mikroorganismus verursacht 
werden, sondern von einer groBeren Anzahl morphologisch ver
schiedener Garungserreger; weiterhin treten auch bei einer mor
phologisch identisehen Gruppe von Organismen noeh sogenannte 
Stamme auf (je nach der Isolierung von verschiedenen Fundorten 
usw.), die sich physiologisch vielfach sehr weit voneinander unter
scheiden. Es ist daher von Wichtigkeit, unter den fUr einen 
bestimmten Garungsvorgang in Betracht kommenden Organismen
gruppen sowie ihren Stammen den geeignetsten Garungserreger 
auszuwahlen, was mit Hilfe besonderer Methoden auf Grund oft 
sehr langwieriger Reihenversuche bewerkstelligt wird (vgl. S. 53). 

3. Aufzuchtungen (Gewohnung an Substrate). Die Garungs
organism en mussen dabei entweder an bestimmte C-Verbindungen, 
die sie vergaren sollen, gewohnt werden oder an gewisse Roh
substrate, die oft wachstumshemmende Stoffe enthalten (z. B. 
verschiedene technische Abfallprodukte usw.). Methodische 
DurchfUhrung vgl. S. 51. 

4. Konstanthaltung des Garvermogens; dies geschieht einer
seits durch Wechsel des Substrates (wobei vielfach ein Zuruck
greifen auf das Substrat des Fundortes erforderlich ist) und 
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anderseits durch Auswahl der besten Keime (Hochzuchtung) 
mittels besonderer Methoden (vgl. S. 52). 

y) Bedeutung von Mischkulturen. Es wurde vielfach die Beob
achtung gemacht, daB manche Garungen mit einheitlichen, 
reinen Bakterienkulturen schlechter, bzw. unvollstandiger und 
langsamer verlaufen, als mit bestimmten Mischkulturen; vgl. z. B. 
die Buttersauregarung (s. Ubung 30 b) und Propionsauregarung 
(s. Ubung 25 c). Bekanntlich werden auch bei technischen Hefe
garungen Mischungen verschiedener Heferassen angewendet. Bei 
anderen Garungen wieder bewahren sich Mischkulturen nicht. 

b) Aullere Bedingungen der Giirprozesse. Auf den Verlauf eines 
Garprozesses kann eine groBe Reihe auBerer Faktoren von ent
scheidendem EinfluB sein, die den Garungsvorgang in positivem 
oder negativem Sinne beeinflussen ktinnen. Aufgabe der speziellen 
Garungschemie ist. die Aufklarung der Bedeutung dieser ver
schiedenen Faktoren und die Verwertung derselben fUr die 
Regulierung des Garverlaufes. Diese Faktoren sollen hier, nach 
drei Gruppen geordnet, kurz besprochen werden, und zwar: 

a) Allgemeine (physikaliu;he) Faktoren: 
1. Cartemperatur, Hohe Bowie Konstanz derselben. 
2. ,Physikalisehe Besehaffenheit des Substrates: Klare Losungen 

oder Fliissigkeiten mit suspendierten Anteilen (Anwesenheit der 
letzteren ist vielfaeh fiir die Ansiedlung del' Organismen, insbesondere 
von Bakterien erforderlieh). 

3. EventueU kann aueh die Konzentration del' zu vergarenden 
Losungen (insbesondere del' C-QueUe) auf die Organismen selbst bzw. 
deren Waehstum von Einfluf3 sein 1. 

(J) Ohemi8che ZU8ammen8et.zung de8 Gar8ub8trates 80wie N tihTBub· 
8tratc8 (vgl. aueh S. 29); hierher gehort: 

1. Art und Konzentration der C-Quelle: so ·vermogen gewisse 
Organismen z. B. polymere Kohlehydrate leieht zu spalten, andere 
nieht usw. 

2. Art und Konzentration der N- QueUe; so bediirfen z. B. mane he 
Rakterien organiseh gebundenen Stiekstoff (Eiwei13 oder deRsen Ab
bauprodukte), wogegen wieder bei anderen Garungen rein mineralisehe 
N -Salze am geeie,YJJ.etsten sind. 

3. Sonstige Nahrsalze; die Zufuhr derselben in geeigneter Form 
und Menge ist ahnlich wie die der N-QueUe auf den Garungsvorgang 
nur indirekt von Einfluf3, indem dieselben vor aUem fiir die gewiinschte 
Entwicldung der Organismen von Bedeutung sind. 

4. \Vasscrstoffionenkonzentration, fiir die verschiedenen 
Garungsorganismen sowie Garlmgsvorgenge von sehr gro13er Be
deutung; jeweils sehr verschieden. 

1 Hinsichtlich des Einflusses der Zuckerkonzentration auf die 
Mycelbildung und das physiologische Verhalten von Asp. itaconic us 
vgl. KINOSHITA: Acta phytochim. 5, 271 (11)31); 9, 159 (HI37). 
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5. MetaUspuren konnen einen grof3en Einfluf3 auf das Wachs
tum der Organismen wie auch auf den Garverlaufhaben; Bedeutung der
selben noch nicht geklart. Ihr Einfluf3 kann sich sowohl bei Labora
toriumsver~uchen wie auch bei technischen Garungen geltend machen, 
und zwar insbesondere durch das verwendete Gefaf3material und 
Wasser 1. 

6. Aktivatoren unbekannterchemischerZusammensetzung, z.B. 
aus verschiedenen pflanzlichen oder tierischen Materialien, Friichten, 
Hefe usw., konnen nicht nur auf das Wachstum, sondern vielfach 
auch auf den Garverlauf von grof3em Einfluf3 sein. Derartige Faktoren 
erscheinen auch fUr die Art der Verarbeitung natiirlicher Substrate 
von Wichtigkeit. Unsere Kenntnisse iiber diese Wirkstoffe sind noch 
sehr mangelhaft. Hierher gehoren die v. EULERschen Faktoren Zl 
und Z2 (vgl. S. 143), die die Garung der lebenden Hefe aktivieren, 
sowie clie . .Garungsaktivatoren der Butanol-Aceton-Garung (vgl. An
hang zu Ubung 29). Von grundsatzlicher Bedeutung ist hierbei stets 
die Entscheidung, ob die betreffenden Wirkstoffe das Wachstum und 
damit indirekt die Garung oder nur die Garung selbst beeinflussen. 
y) Art der Garjiihrung und Garungstechnik in engerem Sinne (vgl. S. 79): 

1. Anaerobe Garfilhrung, und Regelung derselben. 
2. Aerobe Garfiihrung; Regelung der Sauerstoffversorgung; auch 

spezielle Methoden (wie z. B. bei der Schnellessigfabrikation). 
3. Zusatz verschiedener Stoffe wahrend des Garprozesses (z. B. 

Calciumcarbonat zum Abneutralisieren von Sauren usw.). 
4. Maf3nahmen zur Durchmischung des Garsubstrates. 
5. Kontrolle des Garverlaufes und Maf3nahmen zur Regulierung 

desselben (z. B. Temperatur, Zusatze usw.). 

C. Charakteristik und Ubersicht der Garungsvorgange. 
Bei den eigentlichen Garungsvorgangen handelt es sich stets 

um den Abbau von Kohlehydraten. Man kann dabei prinzipiell 
zwei Vorgange unterscheiden, namlich je nachdem ob freier 
Sauerstoff an dem ProzeB beteiligt ist oder nicht. Es kann dabei 
daher auch von Atmungs- oder Garungsvorgangen gesprochen 
werden, bzw. wenn man dtm Begriff "Garung" in weitestem Sinne 
(und zwar mehr von technischen Gesichtspunkten aus) anwenden 
will, von "oxydativen" und "anoxydativen" Garungen. 1m 
eigentlichen Chemismus dieser Prozesse scheint jedoch kein aus
gesprochener Gegensatz zu bestehen. Organismen, die normaler
weise einen typisch oxydativen Stoffwechsel haben, vermogen 
unter bestimmten Bedingungen auch anoxydative Garungen 
hervorzurufen und umgekehrt. 

1 Hinsichtlich der Biochemie der MetaUspuren vgl. z. B. ROBERG: 
C. Bact. II 84, 196 (1931); FEARON: C. 1933, 11724; BERSIN: Bio
chem. Z. 240, 466 (1932), Erg. d. Enzymforschung 4, 68 (1935); Z. f. 
d. ges. Naturw. 1, 187 (1935). FROMHERZ: Umschau in Wiss. u. 
Technik 42, 957 (1938). 
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1. Allgemeine Charakteristik der Giirungen. 

a) Begriff der anoxydativen Giirungen. Alle Garungsvorgange 
in der urspriinglichen Bedeutung des Wortes ("fermentation", 
PASTEUR) sind anoxydative Garungen. Es handelt sich dabei um 
chemische Vorgange zur Befriedigung der energetischen Bediirf
nisse der Zelle, bei denen der freie Sauerstoff nicht beteiligt ist. 
Die meisten charakteristischen Garungsendprodukte (wie Alkohole, 
Ketone, Sauren usw.) ki:innen in der Regel von den betreffenden 
Organismen unter den Bedingungen des Garungsvorganges nicht 
weiter verarbeitet werden und sammeln sich daher an. 

Als Erreger der anoxydativen Garungsvorgange kommen vor allem. 
Hefen und Bakterien in Frage, doch sind auch Organismen, die in der 
Regel einen typisch oxybiontischen Stoffwechsel besitzen (wie Essig
bakterien und Schimmelpilze), haufig zur DurchfUhrung anoxydativer 
Garungen befahigt. Dadurch verwischen sich die Grenzen zwischen 
anoxydativen und oxyrlativen Garungserregern; dies ist vielfach 
auch fiir die Klarung des Chemismus der betreffenden Garungs
vorgange von grundlegender Bedeutung. 

Zur Charakteristik der anoxydativen Garungserreger ist noch von 
Wichtigkeit, daB dieselben entweder in Gegenwart von Sauerstoff 
wachsen und sich vermehren konnen (wie z. B. Hefe) oder auch in 
Abwesenheit desselben (wie viele Bakterien). 

b) Begriff der oxydativen Giirungen. Dieselben fallen nur in den 
Begriff der Garungen in weitestem Sinne und sindalsAtmungs
vorgange aufzufassen. Es handelt sich dabei urn biochemische, 
Zuckerabbauprozesse, die mit Sauerstoffaufnahme verbunden 
sind bzw. bei denen der freie Sauerstoff als Wasserstoffacceptor, 
wirkt. In diesem Sinne stellen die Endprodukte der "oxydativen 
Garungen" Zwischenprodukte des Atmungsprozesses vor und es. 
kann auch leicht beobachtet werden, daB diese Produkte unter 
der weiterenEinwirkung der betreffenden Organismen vi:illig zu 
CO2 oxydiert werden ki:innen. ' 

Erreger der oxydativen Garungen: Vor aHem Schimmelpilze und 
Essigbakterien. Auch Organismen mit einem typisch anoxydativen 
Stoffwechsel (wie Hefen) sind jedoch in Gegenwart von Sauerstoff 
zu Reaktionen befahigt, die fiir C!Je oxydativen Garungen charakte· 
ristisch sind (vgl. Anhang zu Uhung 56). Von prinzipieller Be
deutung fUr den Chemismus der Hauptgruppe der oxydativen 
Garungen ist, daB dabei im Anfangsstadium des Zuckerabbaues an
scheinend die gleichen Prozesse durchlaufen werden, wie bei den 
anoxydativen Garungen (insbesondere bei der Athanolgarung); nur 
die "einfachen Oxydationsvorgange" stell en einen Sondertypus des 
Zuckerabbaues vor. Die oxydativen Garungserreger selbst vermogen 
nur in Gegenwart von Sauerstoff zu wachsen und die fur sie charakte
ristischen Garprozesse zu bewirken. 
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2. Der Chemismus der Garungs- und OxydationsYorgange im 
allgemeinen. 

1m folgenden werden nur die Grundziige des biologischen 
Zuckerabbaues durch Garungsorganismen zusammengefaBt; hin
sichtlich einiger Einzelheiten sei auf die bei der Beschreibung der 
Durchfiihrung der verschiedenen Garungen anhangsweise an
geschlossenen Ercrterungen verwiesen (vgl. Ubungsbeispiele). 

a) HauptprozeB des Zuekerzerfalls (Abbau tiber die C3 -

Stufe). a) Der primiire Abbatlweg verlauft (soweit bisher ge
klart) wahrscheinlich stets grunds1tzlich in der gleichen Weise: 
Hexose ~ Phosphorylierungen -~ primarer C3 -Karper. Die 
Phosphorylierungsvorgange bewirken eine Auflockerung des 
Molekiilgefiiges und leiten so die Spaltung ein. Der prim are C3 -

Karper (Triosephosphorsaure bzw. Methylglyoxal) unterliegt so
dann einer weiteren Umwandlung. Physiologische Bedeutung 
des Methylglyoxals noch nicht vallig klargest,elltl. 

fJ) Umwandlungen de8 primaren C3 -KorpeT8; 1. Umwandlung 
der Trio8epho8phor8aure: Dehydrierung zu Phosphoglycerinsaure 
weitere Umwandlung dieser zu Brenztraubensaure: -~ Acet
aldehyd +C(\ (Hefegarung) bzw. --~ Milchsaure (Milchsaure
garung). Hydrierung zu Glycerinphosphorsaure. 2. Umwand
lungen de8 Methylfllyoxa18: Dismutation zu Milchsaure; ferner 
(hypothetisch nach KLUYVER): Abbau nach dem Brenztrauben
saureschema: 
CH3.CO.CH(OH)2 -- H2 -~ CH3·CO.COOH~ 

CH3.CHO+ CO2 , 

Oder Spaltung nach dem Ameisensaureschema: 
CH3.CO.CH(OHh -~ CH3·CHO+ H.COOH (-~ CO2+ H2); 
z. B. bei vielen Bakteriengarungen angenommen. 

1 Das Methylglyoxal tritt jedenfalls allgernein in der Natur beirn 
Zuckerabbau auf (NEUBERG und KOBEL) und ebenso das Enzyrn 
Methylglyoxalase, das die Urnwandlung des Methylglyoxals in Milch
saure katalysiert. Dies kann in folgender Weise gedeutet werden 
[TIKKA: Biochern. Z. 279, 264 (1935)]: 

1. Entweder ist das Methylglyoxal ein wirkliches Zwischenprodukt, 
iiber das der Abbau der Kohlehydrate laufen rnu13, oder 

2. bildet sich dasselbe (wie MEYERHOF annirnrnt) rein chernisch 
aus Triosephosphorsaure, falls diese nieht genug rasch vlii'iter; dis
mutiert wird. Die Funktion der Methylglyoxalase ware dand: das 
giftige Methylglyoxal rasch in Milchsaure iiberzufiihren. Di~"MtGhyl
glyoxalase hiitte dann eine ahnliche Funktion wie die Katalase bei der 
Zerst6rung des bei Hydrierungsvorgangen auftretenden gleichfalls 
giftigen Hydroperoxyrls. Fraglich ist dabei, ob die rein chernische 
Urnwandlung des Trioseesters in Methylglyoxal geniigend rasch ver
lauft, urn von Bedeutung zu werden. 
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y) Umsetzungen de8 Acet'.lldehyd8: 1. Hydrierung zu Athanol 
(bei der Hefegarung und verschiedenen Bakteriengarungen). 
2. Dehydrierung zu Essigsaure (z. B. bei vielen Bakteriengarungen), 
weitere Umwandlung der Essigsaure unter Bildung von Aceton 
(iiber· Acetessigsaure; Acetongarung). 3. Acyloinkondensation 
unter Beteiligung von nascentem Acetaldehyd und Acetaldehyd
hydrat. 4. Aldolkondensation (vielleicht bei den Butylgarungen). 

15) Oxydative AbbauprOZe88e, anschlieBend an den anoxydativen 
Zuckerzerfall; charakterisiert durch Dehydrierung des Alkohols 
zu Essigsaure (Essiggarung) sowie Dehydrierung der Essigsaure: 
Bernsteinsaure-Fumarsauregarung, Citronensauregarung (1), sowie 
weitere Abbauprozesse (Oxalsauregarung). 

b) Nebenprozesse des Zuckerabbaues. a) Spaltung in O2 - und 
C,-Ketten. Angenommen bei der Bernsteinsaurebildung durch 
verschiedene Bakterien (z. B. bei der Coligarung und Propion
s~regarung; vgl. dazudie Anhiinge zu den U"bungen 26und 27). 

(J) Direkte Oxydation de8 Zucker8, ohne Sprengung der Kette; 
einfache Oxydationsvorgange: Bildung von Kojisaure sowie 
Gluconsaure (u. a.); weitere Oxydation der letzteren zu 2-Keto
gluconsaure, 5-Ketogluconsaure und Aldehydgluconsaure (durch 
Essigbakterien bewirkt); anschlieBend Abbauprozesse. 

D. Geschichtliche Entwicklung und Probleme der Garungs
chemie in wissenschaftlicher und technischer Hinsicht. 
Die rein empirische Verwertung von Giirungsvorgiingen im Ge

werbe, femer in der Landwirtschaft, im Haushalt usw. reich en - wie 
z. B. die Alkoholgiirung und Brotbereitung - in vorgeschichtliche 
Zeiten zuriick. Erst im I,aufe der letzten 100 Jahre wurden jedoch 
die Giirungsvorgiinge in wesentlichen Pl.lnkten gekliirt. Vor allem 
war es die Refegiirung, die wegt>n ihrer friihzeitigen technischen An
wendung und al.lffiilligen iiu.l3eren Erscheinung zuniichst das Interesse 
erweckte. Erst allmiihlich kam sodann daR Stl.ldium und im AnschluB 
daran al.lch die technische Verwertung anderer Giirungsformen hinzu. 
Reut,e ist dieser ProzeB noch in vollster Entwicklung begriffen und 
ein AbschluB ist noch iiberhal.lpt nicht vorauszusehen. 

1. Die Hefegarungen. 
Die durch Hefe hervorgerufene alkoholische Giirung ist die am 

lanp:sten bekannte und verwertete Garungsform iiberhal.lpt. Zunachst 
zur nerstellung alkoholischer Getranke beniitzt, und zwar vor aHem 
zur ~lerlJereitung. Herstellung bierartiger Getranke im Haushalt wohl 
schon in vorgeschichtlicher Zeit; die altesten geschichtlichen Hinweise 
in bildlichen Darstellungen der alten Babylonier (vor etwa 7000 J ahren) ; 
im 5. J ahrtausend v. ehr. scheinen bereits gewerbliche Brauereibetriebe 
existiert Zl.l haben. Die Kenntnis der Bierbereitimg ging dann auf die 
Agypter iiber. In der hellenischen und griechischen Knlturepoche 

Bernhauer, Garungscbemisches Praktlkum, 2. Aufl. 2 
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stand der Wein al8 Genu13mittel im Vordergrund. Bierbereitung bei 
den Thrakern, Skythen, Kelten und besonders Germanen. In der 
Folgezeit ist dann Deutschland die Hauptpflegestatte der Bier
bereitung geworden. Verwendung des Hopfens als Wiirzemittel bereits 
in Babylonien; sodann erst wieder im 8.-11. Jahrhundert n. Chr. 
(FREISING). Erste Biitezeit der Bierbrauerei zu Anfang des 17.· J ahr
hunderts (Norddeutschland, obergarige Biere), spater in Bayern 
(untergarige Biere, die heute fast iiberall mit Ausnahme von England 
die obergarigcn verdrangt haben). Einfilhrung der Hefereinzucht in die 
Bierbrauerei durch CH. HANSEN. 

Spirituserzeugung. Ursprung der Alkoholdestillation: wahrsehein
lieh im 11. Jahrhundert n. Chr. in Italien. Gewinnung von Brannt· 
wein aus Gctreide etwa im 14. Jahrhundert. Mikroskopisehe Unter
suehung der Hefe 1680 dureh LEEUWENHOEK. Wesentliehe Fort
sehritte in der Brannt.weinbrennerei in teehniseher wie wissensehaft
lieher Hinsieht im 18. J ahrhundert: Feststellung von CO2 durch 
MAC BRIDE (1764), Garungsgleichung naeh LAVOISIER, Methoden 
zur Bestimmung des Alkoholgehaltes (spez. Gew., REAUMUR, 1793), 
Erriehtung von Kartoffelbrennereien. 1m 19. J ahrhundert wissen
sehaftlieher Streit liber die Ursaehen der Garung und grundsatzliehe 
Klarung des Vorganges (vgl. unten). Ferner bedeutende Fortsehritte 
in der Spiritusbrennerei: Einfiihrung .. der Hefereinzucht in den 
Brennereibetrieb durch P. LINDNER. Ubergang vom Handbetrieb 
zum Maschinenbetrieb. Vervollkommnung der Destillierapparate: 
allmahliche Entwicklung des kontinuierlichen Destillierapparates. 
Einflihrung des Hoehdruckdampfverfahrens durch HENZE (1873). 

Sehr wichtig wurde sodann besonders in neuerer Zeit die Spiritus
erzeugung aus mogliehst billigen Ausgangsmaterialien. Besonders die 
Verwendung der SUlfitablauge wurde da bei von Bedeutung (vgl. S. 114). 

Das Problem der Spirituserzeugung aus Holz selbst ist bereits 
iiber 100 Jahre alt. Problem bis zum Kriegsende noeh nieht gelost 
(das Stettiner Kriegsverfahren gab nur 6 I Spiritus aus 100 kg 
Holz). Nach dem Krieg: Verfahren von BERGIUS und SCHOLLER zur 
Holzverzuckerung (vgl. S. 114), dadurch wesentliche Verbilligung der 
Spirituserzeugung (dem Vernehmen nach beim Scholler·Tornesch
Verfahren fast die Halfte des bisherigen Preises filr Kartoffel· oder 
Melassespiritus). 100 kg Holztrockensubstanz geben 24 I Spiritus. 
(Nach dem Scholler·Tornesch·Verfahren wurden in jahrelangem 
Dauerbetrieb bereits mehrere Millionen Liter Spiritus e-rzeugt). In 
Deutschland wurden fii.nf Gro13werke gegriindet, die nach diesem Ver
fahren arbeiten, in Cleveland (Ohio, U.S.A.) wurde ein Riesenwerk 
geschaffen und auch Japan hat das Verfahren erworben. 

Probleme: Weitere Bestrebungen zur Verbilligung der Robprodukte 
und Erhohung der Ausbeute. Versuche zur Anwendung von Hefen 
mit hoher Gartemperatur zwecks Beschleunigung des Prozesses. 

Kunsthelefabrikation. Entwicklung derselben aus der Getreide
brennerei; erste Anfange 1766. Vervollkommnung durch CH. HANSENS 
Forsehungen iiber das physiologisehe Verhaltell der Brennereihefell 
und Einfiihrung der Hefereinzucht. Dureh DELBRUCK und Mitarbeiter 
wurde das Verfahren weiter verbessert; Aufstellung des Systems der 
natiirliehen Hefereiniucht. Verbesserungell besonders in der Ausbeute: 
frUber 14-15% Hefe (neben 30-32% Alkohol), dann Verschiebung 
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des Verhaltnisses auf 20-22% Hefe (bei 20% Alkohol), heute nach 
dem Zulaufverfahren Ausbeuten bis gegen 100%, unter Ausschaltung 
jeder Alkoholgewinnung. 

Neuere Pr:obleme der Kunsthefefahrikation: Verwertung der Bier
hefe durch "OberfUhrung in eine versand· und lagerfahige Trocken
hefe fUr Niihr- und Futterzwecke. Auch die Umwandlung derselben 
in Backhefe wurde erwogen (nach der Entbitterung). - Von der heute 
in Deutschland in Brauereien anfallenden Gesamtmenge an Trocken
hefe und Trockentrub von 8500 t im Jahr werden erst 3500 t ver
wertetl. 

Gewinnung von Futterhefe (biologische EiweifJsynthese). Als Roh
stoffe verwendet man entweder Holzzucker oder Sulfitablauge oder 
Kartoffel bzw. Schlempe (Eiweil3-Schlempe-Verfahren von FINK). Ver
wendung von Torula utilis als Wuchshefe. Die erzeugte Hefe ist in 
getrocknetem Zustand ein haltbares und sehr wertvolles Eiweil3futter 
(vgl. S. 5 u. 100). 

Das Problem der Fetterzeugung durch Hefe und andere Mikro
organismen (neuerdingR nach FINK besonders Oidien) war vor allem 
im Krieg von gro13em Interesse. Dieses Problem diirfte nun aber 
durch die nunmehr gelungene synthetische Fetterzeugung aus Kohles 
wieder in den Hintergrund treten, falls nicht eine wesentJiche Ver
billigung in Aussicht steht. 

G1ycerinerzeugung durch .. Hefegitrung nach der zweiten oder 
dritten Vergarungsform (vgl. Ubung 8 und 10), in technischem Ma13stab 
wahrend des Krieges in DeutschlltIld angewendet ("Protolgarung"); 
Ausarbeitung des Verfahrens durch CONNSTEIN und LUDECKE 3: spater 
vervollkommnet. 

Wissensl'haftliche Forschungen tiber das Weseo der Hefegiimng. 
GAY LUSSAC (1810), SCHWANN (1837), KUTZING, HELMHOLTZ u. a. 
traten fiir die vitalistische Anschauung ein, die von seiten der Che
miker (J. v. LmBIG, J. BEBZELIUS, BEBTHELOT) heftig bekiimpft 
wurde. PASTEUR entschied zunachst den Streit zugunsten der vita
listischen Anschauung (auf Grund von Versuchen), nachdem E. MIT
SCHEBLICH ffir die Ansicht eingetreten war, da13 die Garung zwar 
durch Organismen oewirkt werde, jedoch nicht durch ihre Lebens
fahigkeit, sondern durch Kontaktwirkung-. Schlie13lich wurde durch 
BUCHNEBS Entdeckung der Zymase im HefepreJ3saft (1897) der Streit 
um die Ursachen der Garung- in dem Sinne entschieden, daJ3 die 
alkoholische Garung als Enzymreaktion aufzufassen ist, 
die unabhingig vom lebenden Organismus vor sich gehen kann, 

1 Vgl. ZIEGELMAYEB, Rohstoff-Fragen der deutschen Volks
ernahrung, 2. Aufl., Dresden u. Leipzig: Steinkopf 1937, S.9. -
Allein die N aJ3hefe, die in den Brauereien Deutschlands anfallt, betriigt 
36000 t, entsprechend 5000 t Trockenhefe (enthaltend 2800 t Eiweil3); 
dazu kommt noch der Trub des Kiihlschiffes. 

2 Die z. B. bei der Benzinsynthese nach FISCHEB-TBOPSCH (CO
Hydrierung) als Nebenprodukte anfallenden hoheren Kohlenwasser
stoffe werden dabei zuniichst zu Fettsiiuren oxydiert und diese mit 
Glycerin verestert. - Vgl. dazu WIETZEL: Angew. Chem. 01, 531 
(1938). 

3 CONNSTEIN und LUDECKE: B. 52, 1385 (1919). 

2* 
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wobei jedoch das dabei wirksame Ferment (die Zymase) von der 
lebenden Hefezelle erzeugt werden muJ3. Die Folgezeit lehrte dann, 
daJ3 die Garung einen sehr komplizierten chemischen ProzeJ3 vorstellt, 
an dem eine ganze Anzahl von Fermenten beteiligt ist. Die 
Charakterisierung des GiirprozeE:ses als eine Kette von enzymatisch 
bewirkten Einzelreaktionen ermoglichte sodann auch Vorstellungen 
iiber den Mechanismus der Garung zu entwickeln und mit der 
genaueren Aufklarung des Prozesses zu beginnen (NEUBERG, HARDEN, 
v. EULER, LEBEDEW, MEYERHOF u. a.). 

2. Anoxydative Bakteriengiirungen. 

Milchsiiuregiirung. Die Milchsaurebakterien (Lactobacillusarten) 
sind Erreger der meisten spontanen Sauerungsvorgange; daher wurde 
von der MiIchsauregarung im Haushalt bereits seit Urzeiten Ge
brauch gemacht: saure Milch, Sauerteig, Konservierungsmethoden 
(Einsauerung wegen der bactericiden Wirkung der freien Milchsaure). 
Mit spontan aufkommenden Milchsaurebakterien arbeiten heute noch: 
Sauerkrautfabrikation und Einsauerungsverfahren von Futtermitteln 
(Silage). Fiir manche Milchpraparate (wie Kefir!, Yoghurt2, Kumys 3 

u. a.) werden die Milchsaurebakterien ohne besondere Kunstgriffe seit 
Jahrhunderten in gleicher Weise fortgeziichtet. Anwendung von Rein
kulturen bei der fabrikatorischen Milchsauregarung, bei der Milch
und Rahmsauerung im Molkereibetrieb, Kasereifung, Sauerung des 
WeiJ3bieres und der Hefemaische (Brennerei). 

Milchsaure 1780 von SCHEELE in der sauren Milch entdeckt, 1847 
Milchsauregarung beobachtet von BLONDE AU , 1857 erkannte PASTEUR, 
daf3 Bakterien die Saurebildung veranlassen, 1877 isolierte LISTER 
Reinkulturen von Milchsaurebakterien, 1903 stellten BUCHNER ,rod 
MEISENHEIMER fest, daJ3 die Milchsaurebildung ein enzymatischer 
ProzeJ3 ist. Erste Milchsaureproduktion in technischem AusmaJ3e 1881 
durch AVERY in U. S. A. Der ProzeJ3 konnte jedoch erst nach einer 
Reihe von Jahren zu einem geniigend sicheren ausgestaltet werden. 
1895 Reinkulturen von Lactobacillus Delbriickii durch WEHMER in den 
Fabriksbetrieb iibertragen zur Milchsauregewinnung bei hoher Gar
temperatur (gegen 500 ), Ausbeuten bis zu 90 % d. Th. N euerdings 
soIl die Garung kontinuierlich durchgefiihrt werden, nach einem Zu
laufverfahren, wobei man zu hohen Konzentrationen an Ca-Lactat 
gelangt. 

Probleme: Gewinnung von Milchsaure aus moglichst billigen Aus
gangsmaterialien (Holzzucker, eventuell auch durch direkte Vergarung 
von Cellulose). Von Interesse erscheint weiterhin die Darstellung der 
d-Milchsaure (wahrend bei den technischen Garungen in der Regel 

1 Ein milchsaurehaltiges, schwach alkoholisches, schaumendes 
Getrank, bereitet mittels eines Gemisches von Hefen und Milchsaure
bakterien aus Schaf-, Ziegen-, Kuh- oder Biiffelmilch (besonders im 
Kaukasus erzeugt). 

2 Mittels Milchsaurebakterien aus Schafmilch oder Kuhmilch 
bereitet (ein Nationalgetrank der Bulgaren). 

3 Analog dem Kefir bereitet (aber aus Stutenmilch), jedoch starker 
alkoholisch (etwa bis 2%); Ursprung bei den Kirgisen und Tataren. 
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die d, I·Form gewonnen wird1 ) mit Hilfe geeigneter Milchsaurebakterien 
(z. B. besondere Stamme des Lactobacillus casei oder Delbriickii2 ); im 
tierischen Organismus kann nur die d·Form verwertet werden. 

Milchsiiure-Essigsiiure- Giirung. Insbesondere bei Anwendung 
billiger kohlehydrathaltiger Ausgangsmaterialien von technischem 
Interesse; geeignete Stoffe sind Maiskolben, Haferhiilsen, ErdnuB· 
schalen usw., die zunachst durch Siiuren hydrolysiert werden. An· 
wendung von Lactobacillus pentoaceticus: Bildung aquivalenter 
Mengen Milchsaure und Essigsaure aus Pentosen (z. B. aus hydro. 
lysierten Maiskolben in fast quantitativer Ausbeute innerhalb 10 bis 
12 Tagen3 ). 

Mannit-Essigsiiure-Giirung (neb en Milchsaure). Dieselbe wird 
durch Vergarung von Fructose durch heterofermentative Milchsaure
bakterien verursacht. Bildung von Mannit, Essigsaure und CO2 im 
gleichen molaren Verhaltnis (aus 3 Mol Fructose4 ). Diese Garungs
form hat auch technisches Interesse gewonnen (z. B. in Italien). 

Athanolgiirung der Bakterien. In Form einer gemischten Milch
saure·Athanol.Garung bei heterofermentativen Milchsaure· 
bakterien weit verbreitet. Bei manchen Bakterien wird die Athanol· 
garung zum Hauptvorgang. So vergart Lactobacillus mobile [Thermo. 
bacterium mobile (LINDNER)] 90% der Glucose zu Alkohol und CO2 

und nur etwa 7 % zu MilchsaureE• N euerdings wird dieser ProzeB 
in Deutschland in technischem AusmaBe durchgefiihrt (unter Ver· 
wen9.ung eines speziellen MaIzes fiir die Herstellung der WUrzel. 

Athanol-Butylenglykol- Giirung. Verursacht durch Organismen 
der Aerogenesgruppe und der Aerobacillusgruppe. Man erhalt bis zu 
30% 2,3.Butylenglykol (bezogen auf angewendeten Zucker6 ). Bac. 
asiaticus mobile (CASTELLIANI) vergart Zucker sehr lebhaft unter 
Bildung von Athanol und CO2 sowie erheblicher Mengen Butylen
glykol (28-29%) lmd WasserstofF. 

Propionsiiuregiirung. 1841 von NOLLNER beobachtet. Nachweis 
der Beziehung zwischen del' Lochbildung im Schweizer Kase und 
dem Gehalt an Propionsaure (JENSEN, 1898). Isolierung von Pro
pionsaul'ebakterien aus Emmentaler Kase (FREUDENREICH und 
JENSEN, 1906). SHERMAN und SHAW 8 erhielten sehr aktive Bak
terien, diE' starke Propionsauregarung zeigten; Versuche zur Durch-

1 Es handelt sich dabei um eine Mischung der d-Form mit der 
I-Form; je nach der Art der verwendeten Bakterien kann auch bei 
technischen Garnngen z. B. die d·Form stark iiberwiegen. 

~ TATUM und PETERSON: Ind. Chern. 27, 1493 (1935). 
3 FRED und PETERSON: Ind. Chem. 13,211, 757 (1921); 15, 126 

(1923). VgI. auch ALLEN: Industrial Fermentations, New York 1926, 
S.104. 

4 BOLCATO: Ann. Chim. Appl. 23, 405 (1933). 
5 KLUYVER und HOPPENBROUWERS: Arch. Mikrobiol. 2, 245 

(1931). 
6 Vgl. SCHEFFER, Diss. Delft 1928. Ein Verfahren haben FULMER, 

CHRISTENSEN und KENDALL beschrieben: Ind. Chern. 25, 798 (1933). 
7 BIRKINSHAW, CHARLES und CLUTTERBUCK: Biochemic. J. 25, 

1522 (1931). 
8 SHERMAN und SHAW: J. of. bioI. Chern. 56, 695 (1923); J. Dairy 

Sci. 6, 303 (1923). 
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fiihrung der Garung in technischem Ma13stabe: Beendigung des Gar
prozesses in 10 Tagen bei 3801. Verhaltnis Propionsaure:Essigsaure 
abMngig von den verwendeten Bakterien. Auf die technischen Mog
lichkeiten fUr die Propionsauregarung hat auch VAN NmL B aufmerksam 
gemacht (Gewinnung von Organismen, die Propionsaure und Essig
saure im Verhaltnis 5: 1 biIdeten, Beschleunigung des Prozesses usw.). 
Technische Anwendung hat die Propionsauregarung bisher noch nicht 
gefunden. 

Buttersiiuregiirung. V on PASTEUR (1861) zuerst ais bestimmte 
Garungsform erkannt. Nahere Beschreibung der Garung und der 
Bakterien: FITZ (1882), BAIER (1895), WINOGRAD SKY (1902), 
BUCHNER und MEISENHEIMER (1908), BREDEMANN (1909) u. a. 
Industrielle Verwertung nur in bescheidenem Ausma13e. In wissen
schaftlicher Hinsicht von gro13em Interesse: Kondensationsprozesse; 
auch hohere Fettsiiuren beobachtet (NEUBERG 1921). 

Butanol-Aceton- Giirung. Garungserreger bereits Iangere Zeit be
kannt gewesen, Ausbeuten an Butanol zunachst nur gering (GRIMBERT, 
1894, EMMERLING, 1897 bis 1902, BUCHNER und MEISENHEIMER, 
1908 u. a.). Industrielle Bedeutung hat diese Garungsform wahrend 
des WeItkrieges eriangt (Aceton!); Auffindung geeigneter Garungs
erreger. Durchfiihrung des Garprozesses geht auf FERNBACH (1912) 
und insbesondere WEIZMANN (1915) zuriick. Verfahren besonders in 
U. S. A. in ungewohnlich gro13em AusmaJ3 in Anwendung. Auch 
wissenschaftlich von gro13em Interesse (Kondensationsvorgange; Re
duktion von CarboxyIgruppen). 

Butano)-Isopropano)-Glirung. Neuerdings von grof3em technischem 
Interesse geworden. Veriauf im aJIgemeinen analog der Butanol
Aceton-Garung, nur da13 an Stelle des Acetons dessen Reduktions
produkt Isopropyialkohol auftritt. 

l.thanol-Aceton-Glirung. Von SCHARDINGER (1905) zuerst beob
achtet (Bac. macerans), spater sind weitere geeignete Rakterien be
kannt geworden (Bac. aceto-athylicus u. a.). Versuche zur Aufklarung 
des Prozesses insbesondere von BAKONYI (1926), der in der Aceton
brennerei eine Zukunftsform der Spiritnsbrennerei sieht, da neben 
dem Alkohol aIs wertvolleres Produkt Aceton erzeugt wird; es er
scheint jedoch fraglich, ob fiir das Aceton unter normalen Verhalt
nissen geniigend Verwendungsmoglichkeiten vorhanden sind (Ver
wendung als solches, Reduktion zu Isopropylalkohol, Kondensations
produkte usw.). Allerdings kann bei manchen Bakterien auch fast 
ganz die Alkoholproduktion iiberwiegen (vgl. z. ;So ein I. G. Patent 
1915). Bei anderen Organismen konnen neben Xthanol auch noch 
andere Alkohole auftreten (z. B. AmylalkohoI, doch ist dessen Her
kunft aus Kohlehydraten fraglich). 

Cellulosevergiirungen. Erste Beobachtungen hieriiber aus dem 
Jahre 1899 (MAC FAYDEN und BLAXAL). Einwirkung thermophiler 
Bakterien auf cellulosehaltige Materialien, z. B. bei 60-70°; Reak
tionsprodukte und Verha,ltnis derselben zueinander sehr verschieden, 

1 WHITTIER und SHERMAN: 15, 729 (1924); 16, 122 (1924). 
B VAN NIEL: Die Propionsaurebakterien, Monographie, Haarlem, 

1928. 
3 VILJOEN, FRED und PETERSON: J. agricult. Sci. 16, 1 (1926); 

vgl. ferner SCOTT, FRED und PETERSON: Ind. Chern. 22, 731 (1930). 
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da nur Bakteriengemische (von verschiedener Einheitlichkeit) ZlIr 

Anwenqung gelangten. Bildung von Ameisensaure, Essigsaure,Butter
saure, Athanol, Milchsaure, CO2 und H 2 • Ferner gehort hierher die 
Methangarung. Nach den bisherigen Befunden scheint insbesondere 
die Erzeugung von Essigsaure in Frage zu kommen. Die Unter
suchungen iiber die Cellulosevergarung durch thermophile Bakterien 
befinden sich noch recht im Anfangsstadium; diese Garungen konnten 
jedoch in der Zukunft von gro.f3er wirtschaftlicher Bedeutung werden 1, 

da die Cellulose das billigste Ausgangsmaterial vorstellt, und in 
gro.f3ten Mengen ZUl' Verfiigung steht. 

3. Oxydative Bakteriengiirungen. 

Essiggiirung 2• Diese gehort neben der alkoholischen Garung und 
der Milchsauregewinnung zu den am langsten bekannten und ver
werteten Garprozessen. Erzeugung von Essigsaure im Altertum wie 
im friihen Mittelalter im Raushalt, indem man Wein oder andere 
alkoholische Fliissigkeiten in der Warme unter Zutritt von Luft der 
Sauerung iiberlie.f3. Etwa im 14. Jahrhundert Entwicklung einer 
eigenen Industrie; Erzeugung von Bier- und Weinessig in ruhenden 
Maischen nach dem langsamen Verfahren, spate!: nach dem hol
landischen Verfahren ("BOERHAA VE -V erfahren "), schlie.f3lich nach dem 
Schnellessigverfahren (1815-1826, SCHUTZENBACH). 1793 ala oxy
dativer Proze.f3 erkannt (LAVOISIER), 1837 die Rolle del' "Essighaut" 
richtig gedeutet (KfuzING), 1868 mit dAr Lebenstatigkeit von Orga
nismen in Zusammenhang gebracht (PASTEUR), sodann Auffindung 
und Reinziichtung von Essigbakterien (HANSEN, ZEIDLER, LAFAR, 
SEIFERT, ROTHENBACH, HENNEBERG, BEIJERINCK, HOYER). 1903 
Entdeckung der Alkoholoxydase (bzw. -dehydrase) del' Essigbak
terien (BUCHNER und MEISENHEIMER). Klarung des Chemismus in 
neuester Zeit (WIELAND, NEUBERG und deren Mitarbeiter). 

Gluconsiiuregiirung. Zuerst beobachtet von BOUTROUX bei der 
Einwirkung von Mycoderma aceti auf Glucose (1878). Spater eine gro.f3e 
Anzahl von Essigbakterien ala geeignet befunden. In Gegenwart 
von CaCOs Gluconsaureerzeugung durch fast aUe Bakterien in hohen 
Ausbeuten, in saurer Losung insbesondere durch Acetobacter gluco
nicum (HERMANN, 1928), ferner durch Bakterien aus "Hoshigaki" 
(TAKAHASHI und ASAI, 1930). Technische Erzeugung von Glucon
saure mittels Essigbakterien vorlaufig nicht sehr aussichtsreich, da 
Schimmelpilze geeigneter. 

Probleme: Auffindung neuer Formen mit starkerem Oxydations
vermogen (Verkiirzung des Vorganges) und Durchfiihrung des Pro
zesses analog der Sorboseerzeugung. 

Dioxyaeetondarstellung. Oxydation von Glycerin zuerst beob
achtet von BERTRAND (Sorbosebacterium, 1898), in der Folgezeit bei 
einer gro.f3en Anzahl von Bakterien festgestellt. Technische A.iJ.wen
dung zur Erzeugung von Dioxyaceton ("Oxanthin", I. G.) und Ver-

1 Vgl. MAY und HERRICK: (1. S. Dep. of Agr. (Washington) Cir
cular Nr. 216 (1932). 

S Literatur: WUSTENFELD: Technologie der Essigfabrikation. 
Berlin 1929; vgl. ULLMANN: Enzyklopadie der technischen Chemie. 
IV. Bd., S. 616 (1929), dort auch weitere Literatur. 
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wendung desselben als Diabeteszucker (inzwischen durch den Sorbit 
"Sionon", I. G. wieder verm-angt). 

Sorbosedarstellung. Oxydation von Sorbit zuerst von BERTRAND 
bei Acetobacter xylinum beobachtet (1896), spater auch bei anderen 
Bakterien. Die Sorbose dient als Ausgangsmaterial zur synthetischen 
Darstellung der I-Ascorbinsaure (Vitamin C)l. Zur Erzeugung eignet 
sich am besten das submerse Druckverfahren in der rotierenden Gar
trommel (vgl. S. 79). 

4. Schimmelpilzgarungen. 
Citronensiiuregiirun!l'. Entdecktvon WEHMER (1893) bei Penicillien 

(Citromycesarten) sowie anderen Pilzen. Technische Darstellung von 
Citronensaure zuerst in der Chemischen Fabrik in Thann und Miihl
hausen i. E. versucht, basierend auf Patenten von WEHMER. Die 
technischen (apparativen) Schwierigkeiten konnten jedoch damals nicht 
iiberwunden werden (WEHMER, 1893). Von Wichtigkeit wurde die 
Verwendung des widerstandsfahigeren und garkraftigeren Asp. niger 
in U. S. A. durch ZAHORSKY (1913); von grundlegender Bedeutung die 
Untersuchung von CURRIE (1917). Doch wahrte es noch viele Jahre, 
bis das Verfahren fabrikationsreif war. In den letzten 6-8 Jahren 
hat sich sodann die CitronensauredarsteHung auf dem Garwege einen 
Platz in der Garungsindustrie erobern konnen. Durchforschung der 
Citronensauregarung in wissenschaftlicher Hinsicht insbesondere etwa 
in den letzten 10-15 Jahren. 

Probleme: In technischer Hinsicht Anwendung billigerer Ausgangs
materialien, Verbilligung der Erzeugungstechnik. Vor aHem die Aus
arbeitung eines technisch brauchbaren submersen Verfahrens wiirde 
eine vollige Umwalzung der diesbezuglichen Gartechnik bewirken. -
In wissenschaftlicher Hinsicht: Der Chemismus der Citronensaure
garung ist bis heute noch nicht endgultig geklart. Auch die Bedeutung 
der fur die Citronensauregarung maJ3gebenden Faktoren ist noch nicht 
voHig ermittelt. 

Gluconsiiuregiirung. Bei Pilzen (Asp. niger) 1922 von MOLLIARD 
entdeckt; in der Folgezeit bei vielen Pilzen beobachtet. Als enzy
matischer ProzeJ3 von MULLER (1928) charakterisiert. Sodann Auf
findung von Pilzen mit starkem Vermogen zur Gluconsaurebildung 
auch in Abwesenheit von CaCOa (HERRICK und MAy, 1929). Tech
nische Moglichkeiten des Prozesses insbesondere bei Anwendung roher 
Ausgangsmaterialien. Zur technischen Erzeugung von Gluconsaure 
auf dem Garungsweg kommt heute vor allem das submerse Verfahren 
(in der rotierenden Gartrommel) in Betracht (HERRICK und MAY 1937). 
Ferner kommt die Gewinnung der Gluconsaure aus den Mutterlaugen 
der Citronensaurefabrikation auf dem Garungswege in Frage. 

Fnmarsiiuregiirung. Zuerst von EHRLICH bei Mucor stolonifer 
beobachtet (1911), sodann von WEHMER (1918) ein sehr garkraftiger 
Pilz (Asp. fumaricus) aufgefunden, der allerdings spater sein Saure
bildungsvermogen anderte. Auch durch Mucor stolonifer wird Fumar
saure in Gegenwart von CaCOa in recht betrachtlichen Mengen an
gehauft (BUTKEWITSCH, 1929). Technische Moglichkeiten vorlaufig 

1 REICHSTEIN und GRUSSNER: Helv. Chim. Acta 17, 311 (1934). 
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noch fragJich (UmwandJung von Fumarsaure in Weinsaure odeI' Apfel
sa~re); eventuell auch direkte weitere Umwandlung von Fumarsaure 
in Apfelsaure (BERNHAUER, 1936). In wissenschaftIicher Hinsicht sehr 
interessanter ProzeJ3: Bildung del' Fumarsaure libel' Alkohol, Essig
saure und Bernsteinsaure wahrscheinlich gemacht (BUTKEWITSCH). 

Probleme: Ausarbeitung eines Verfahrens zur technischen Er
zeugung von Fumarsaure bzw. Apfelsaure. In wissenschaftlicher Hin
sicht: Klarung des Chemismus. 

Oxalsauregarung. Zuerst beobachtet von DE BARY (1886) bei 
Sclerotinia sp., spateI' auch bei Pen. gJaucum und Asp. niger. 1891 
von WEHMER BiIdung groJ3er Mengen Oxalsaure beobachtet und Be
dingungen des Prozesses naher geklart. Technische Bedeutung besitzt 
diese Garungsform kaum, da die Oxalsaure auf rein chemischem Weg 
billig, erhaltlich ist. In Frage kommt hochstens die Oxalsauregewinnung 
aus Holz mittels holzzerstorender Pilze (Coniophora cerebella; FALCK). 
Chemismus des Prozesses noch nicht endgiiltig geklart. 

Kojisauregarung. Zuerst beobachtet von SAITO (1907) bei Asp. 
oryzae. (Konstitution del' Kojisaure erst 1924 von YABUTA ermittelt). 
In jlingster Zeit in guten Ausbeuten durch Asp. flavus erhalten (MAY 
und Mitarbeiter, 1931). ProzeJ3 bisher ohne technisches Interesse, da 
noch keine Verwendungsmoglichkeit del' Kojisaure aufgefunden ist. 

Mannitgarung der Schimmelpilze; insbesondere durch weiJ3e Asper
gillusarten hervorgerufen. Ausbeuten bis zu 50 % des verarbeiteten 
Zuckers (RAISTRICK und Mitarbeiter, 1932). 
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Erster Teil. 

Allgemeine Methoden der Garnngschemie. 
Wir haben bier sinnge:miiB einerseits biologische und anderseits 

chemische Methoden zu unterscheiden. Wir werden uns also zunachst 
mit der Ziichtung und Charakterisierung der Garungsorganismen und 
sodann mit der Art der Durchfiihrung der Garungen selbst, also der 
Technik der Garfiihrung zu beschaftigen haben. SchlieBlich wird 
noch das Wichtigste iiber die Aufarbeitung der Garansatze und die 
Gewinn1mg der Garprodukte zusammengefaBt. 

I. Methoden zur Ziichtung und Charakterisierung 
der Garungsorganismen 1. 

A. Gerate und Nahrsubstrate zur Kultivierung 
der Garungsorganismen. 

1. Gefa8.e und Gerate. 
1m folgenden wird zunachst auf die wichtigsten GefaBe zur Kulti

vierung von l\1ikroorganismen hingewiesen und deren Verwendungs
zweck kurz charakterisiert; sodann werden auch 

. ieinige Gerate fiir besondere Zwecke angefiihrt. 

Abb.t. 
Roux-Kolben. 

a) GefiiBe fUr teste Niihrbiiden. Proberohren: 
Fiir Agar· oder Gelatinenahrboden usw. in Schrag
kultur (aerobe sowie fakultativ aerobe Organism en) 
sowie in Stichkultur (anaerobe Organismen). 

Vierkantflaschchen: Zum Anlegen von Schrag
kulturen (z. B. fiir Riesenkolonien). 

Roux-Kolben (vgl. Abb. i); Zum GieBen von 
Agar- und Gelatineplatten zwecks Reinziichtung 
oder zwecks Herstellung von Impfmaterial (z. B. 
bei Pilzen). 

PETRI·Schalen und DRIGALSKI-Schalen (Glas
schalen mit iibergreifendem Deckel); Zum GieBen von Agar- und 
Gelatineplatten zwecks Reinziichtung, ferner zur Ziichtung von 
Organismen in groBeren Massen (zumeist fiir oxydative Organismen). 

1 Zusammenfassende Literatur; 
LAFAR; Hdb. d. techno Mycologie. Jena 1904-1914, 5 Bande. 
FUHRMANN, F.; Einfiihrung in die Grundlagen der technischen 

Mycologie. Jena 1926. 
MEYER, A. ; Praktikum der botanischen Bakterienkunde. J ena 1903 

(behandelt die bakteriologischen Arbeitsmethoden). 
LEHMANN, K. B. und R. O. NEUMANN; Bakteriologische Dia

gnostik, 7. Aufl. Miinchcn 1927 (besonders fiir Anfanger bestimmt, 
enthalt zugleich die Arbeitsmethoden und eine Beschreibung der 
einzelnen Organismenarten; im ersten Teil ein Atlas mit teilweise 
farbigen Tafeln). 

OLSEN; Bakteriologisches Taschenbuch, 28. Aufl. Leipzig 1927. 
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BABEs-SehaIen (analog den PETRI-Schalen gebaut, aber Unterteil mit 
einer Ausnehmung versehen, in der der Deckel aufsitzt): Verwendungs
zweck wie PETRI-Schalen. 

b) GefiiBe fur Niihrlosungen. Arzneiflasehehen (von 
10- 50 ccm Inhalt): Zur Kultivierung von Organismen 
in verschiedenen Nahrlosungen (meist fiir Hefen und 
Bakterien). 

F'REUDENREICH-Kolbehen (vg!. Abb. 2) und CHAM
BERLAND-Kolbehen (analog aber kolbenformig); 10 bis 
60 ccm Inhalt, Anwendung wie zuvor. Ermoglichen ein 
sauberes Arbeiten (bei der Impfung), zugleich wird 
Verstauben der Watte durch die Glaskappe vermieden; 
das obere Rohr kann zu einer CapiIlare ausgezogen 
werden, um die Verdunstung einzuschranken. 

HANSEN-Kolbehen (analog dem FREUDENREICH-
Kolbchen, aber mit seitlichem Impfstutzen, auch in Abb.2. 
Form der CHAMBERLAND-Kolbchen, aber mit seit- FREUDENREICH-
lichem Ansatz): Verwendungszweck wie zuvor. Imp- Klilbchen. 
fung erfolgt durch das Seitenrohr, das sodann mit 
Gummischlauch und Glasstopsel verschlossen wird; ebenso das Aus-

(Besonders fiir den Mediziner bestimmt, enthalt Vorschriften fiir 
Farbungen, NiihrbOden und Kultmverfahren.) 

KOCH, A.: Mikrobiologisches PraktikuI?';l. Berlin: Julius Springer 
1922. (Eine zweckmaI3ige Anleitung fur Ubungen in der landwirt
schaftlichen Bakteriologie.) 

JANKE, A.: Allgemeine technische Mikrobiologie, 1. Teil, Mikro
organismen. Dresden-Leipzig 1924. (Behandelt die Morphologie und 
Systematik der Mikroorganismen; enthalt zahlreiche Literatur
angaben.) 

JANKE-ZIKES: Arbeitsmethoden der Mikrobiologie. Dresden
Leipzig 1928. 

KLIMMER, M.: Technik und Methodik der Bakteriologie .und Sero
logie. Berlin 1923. (Beschreibung der wichtigsten Methoden.) 

KRAUS und UHLENHUT: Hdb. d. mikrobiologischen Technik. 
3 Bande. Berlin 1923. (Nachschlagewerk; behandelt die gebrauchliche 
Methodik und Technik.) 

BREFELD, 0.: Die Kultur der Pilze. Miinster 1908. 
KUSTER, E.: Anleitung zur Kultur der Mikroorganismen. Leipzig 

1921. (Zuchtung der Pilze und anderer Mikroorganismen.) 
"TILL: Anleitung zur biologischen Untersuchung und Begut

achtung von Bierwiirze, Bierhefe, Bier und Brauwasser, zur Betriebs
kontrolle sowie zur Hefereinzucht. Munster und Berlin 1909. 

KLOCKER: Die Garungsorganismen. Stuttgart 1924. (Arbeits
verfahren fiir die Untersuchung der Organismen der Garungsgewerbe 
und Beschreibung der wichtigsten Organismen.) 

LINDNER, P.: Mikroskopische und biologische BetriebskontroUe 
in den Garungsgewerben. 6. Auf!. Berlin 1930. (Mehr fUr den Garungs
chemiker von Beruf bestimmt.) 
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gie.f3en des Inhaltes z. B. zwecks Einimpfung in einen PASTEUR
Kolben, vgl. unten). 

ERLENMEYER-Kolben: Insbesondere fiir aHe aeroben Organismen; 
geringe Schichthohe (gro.f3e Oberflache). 

Stehrundkolben (Kochkolben): zur Ziichtung von Bakterien und 
Hefen in groJ3er.en Mengen. 

c) Gerate fUr besondere Zwecke. PASTEUR-Kollien (Abb. 3): Zur 
Ziichtung von Hefe in groJ3erem Maf3stab (insbesondere im Rein
zuchtbetrieb in Verwendung). Impfstut.zen mit Gummischlauch und 

Abb.3. PASTEUR-Kolben. Abb.4. Feucbte Ka=er. 

Glasstopsel verschlossen. Handhabung des PASTEUR-Kolbens, vgl. 
Ubung 2c. (Sterilisation erfolgt durch direktes Erhitzen im Sand
bad.) 

Feuchte Kammer (vgl. Abb. 4): Dient zur Aufbewahrung von Kul
turen in PETRI-Schalen oder Eprouvetten UBW. in vor Verdunstung 
geschiitztem Zustand. 

Doppelschalen bzw. Gla8do8en (ahnlich den PETRI-Schalen oder 
BABEs-Schalen, aber von 4- 5 cm Rohe): Fiir Gipsblockkulturen oder 
zur Aufnahme von Kartoffelscheiben usw. 

Apparate zur Anaerobenziichtung, vgl. S.48/49. 

2. Die Niihrsubstrate und deren Bereitung. 

a) Allgemeine Zusammensetzung der Niihrsubstrate. Die Zu
sammensetzung und Anwendung der verschiedenen Nahrsubstrate 
ist je nach der Art der Organismen und deren physiologischen 
Bediirfnissen sehr verschieden. 

LINDNER, P.: Atlas der mikroskopischcll Grundlagen der Garungs
kunde. 6. Auf!. Berlin 1928. 

HENNEBERG, W.: Hdb. d. Garungsbakteriologie. Berlin 1926. 
(Als Nachschlagewerk sehr zu empfehlen; auch fiir den Garungs
chemiker von Beruf bestimmt.) 

MIGULA: Das System der Bakterien. Jena 1897. (Botanisch
systematisches Werk iiber Bakterien.) 

GLAUBITZ: Atlas der Garungsorganismen, Parey. Berlin 1934. 
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Unterscheidung von natiirlichen und kiinstlichen Nahrsub
straten; erstere aus Naturprodukten des Tier- und Pflanzenreiches 
hergestellt; chemische Zusammensetzung nicht genau bekannt 
(hergestellt durchweg unter Benutzung von Leitungswasser); 
letztere aus chemisch wohl definierten Stoffen hergestellt, meist 
unter Benutzung von Mineralsalzen (mineralische Nahrsubstrate) 
unter Verwendung von destilliertem (oft auch doppelt destH
liertem1) Wasser, manchmal auch Leitungswasser. 

Unterscheidung der Nahrsubstrate in jeste NahrbOden (unter 
Anwendung von Agar-Agar2 oder Gelatine hergestellt) und Nahr
lOsungen; erstere insbesondere fiir Reinzuchtungen angewendet, 
letztere vor aHem zur HersteHung von Impfkulturen der Bakterien 
und Hefen. 

Ernahrungsphysiologisch notwendige Elemente und sonstige Stoffe: 
Kohlenstoff: Meist in Form von Kohlehydraten oder EiweiJ3-

stoffen oder verwandten Substanzen. 
Stickstoff: Entweder in Form von EiweiJ3stoffen (Fleischextrakt, 

Hefewasser usw.) bzw. deren Abbauprodukten (Pepton, Aminosauren) 
oder in Form von anorganischen N -Salzen (wie Ammonsulfat, -nitrat, 
-phosphat, K- oder Na-Nitrat). 

Phosphor: Fast stets in Form von Phosphaten, entweder in 
organischer Bindung vorhanden (in manchen natiirlichen Nahrboden) 
oder als anorganische Salze zugesetzt (meist KH2P04 oder ~HP04)' 

Schwefel: Fast stets in Form von Sulfaten. 
Kalium: Meist als Kaliumsulfat oder Kaliumchlorid. 
Magnesium: Gewohnlich in Form von MgSO,. 
Sonstige Elemente: Ausreichende Mengen Calcium und Eisen sind 

meist zugegen, ebenso Chloride (besonders bei Anwendung von 
Leitungswassel') sowie Schu'ermetallspuren, die vielfach die Ent
wicklung der Organismen fordern (Wachstumsstimulatoren). Vgl. 
dazu S.93. 

WucMstoffe: In natiil'lichen Substraten, insbesondere aus dem 
Pflanzenreich, in der Regel vorhanden; die meisten Mikrool'ganismen 
vermogen sie selbst zu bilden (auch in kiinstlichen Nahrsubstraten), 
andere konnen ohne dieselben nicht wachsen (die Wirkung entspricht 
daher Wachstumshormonen bzw. Wachstumsvitaminen). Vgl. dazu 
S.92/93. 

Bedeutung der Glassorte fur die NiihrbOden. Da gewohnliches Ge
rateglas stark Alkali abgibt und so das PH des Nahrbodens manchmal 
sehr andern kann, empfiehlt sich bei empfindlichen Organismen die 
Verwendung von Jenaer Gerateglas oder einer anderen Glassorte, die 

1 Zur Ausfiihrung genauer ernahrungsphysiologischer Unter
suchungen. Destillation unter Benutzung von Platin- oder Quarz
geraten. 

2 Als Ersatz fUr Agar-Agar kann auch Pektin verwendet werden 
(dagegen ist "Opekta" ungeeignet). Vgl. FUNK: Klin. Wschr. 16, 
1546 (1937). 
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kein oder nur wenig Alkali abgibt. Das verwendete GIas solI stets 
einer "physiologischen W aschung" unterzogen werden, indem die 
GIasgerate des 6fteren mit verdiinnter Salzsaure (etwa 3 %ig, in 
Leitungswasser) am siedenden Wasserbad behandelt und dann griind
lich zunachst mit Leitungswasser, zum SchluJ3 mit destilliertem Wasser 
gespillt werdenl • Chromschwefelsaure ist zum Waschen von Glas
ge;ra.ten fiir mikrobiologische Zwecke grundsatzlich zu vermeiden. 

Die Ermittlung sowie Einstellung des PH-Wertes der Nahrboden 
1st von groJ3ter Bedeutung; auf die diesbeziiglichen'Methoden braucht 
hier jedoch nicht eingegangen zu werden, da eingehende zusammen
fassende Beschreibungen vorliegen2 • Fiir rasche und zumeist ge
niigend genaue Messungen sei insbesondere auf das Folienkolori
meter von P. WULFF3 hingewiesen, das die kolorimetrische PH
Messung auch in dunklen sowie stark getriibten Losungen und in 
Suspensionen ermoglicht. 

b) Allgemeines fiber die 'Bereitung und Aufbewahrung der 
Nahrsubstrate. Bereitung kUn8tlicker Niihr168ungen: Herstellung 
von StammlOsungen der betreffenden Nahrsalze in 10-20£ach 
konzentriertem Zustand, von denen je nach Bedarf abpipettiert 
wird. C- und naturliche N-Quellen werden in der Regel erst vor 
Gebrauch gelost. Peptonlosungen sind zumeist zu filtrieren. 

Bereitung naturlicker Niikr8ub8trate, sehr verschieden, vgl. 
nnten. Aufbewahrung derselben vgl. unten. 

Filtration fester Niikr8ub8trate (Agar- und GelatinenahrbOden) 
ist zumeist erforderlich, insbesondere fUr Reinzuchtungen. Vor
nahme der Filtration unter Benutzung von Watte oder eines 
Faltenfilters, am besten im Dampfsterilisator: Die vorbereitete 
heiBe Flussigkeit wird aufgegossen und das Ganze in den Dampf
topf gestellt; der meist trub durchgehende erste Anteil ist noch
mals aufzugieBen. Diese Methode empfiehlt sich auch sonst zur 
Filtration schwer filtrierender waBriger Flussigkeiten. In beson
deren Fallen Benutzung eines mit Kieselgur impragnierten Filters. 

Kliirung von Niikr8ub8traten. Mittels EiweifJ: Das WeiBe eines 
Huhnereies (in einer Schale zu Schaum geschlagen) wird in das 
40-500 warme Nahrsubstrat (2 I) unter kraftigem Riihren ein
getragen; im Wasserbad oder Dampftopf bis zum Gerinnen des 
EiweiBes und Klarwerden der Flussigkeit erhitzt und dann filtriert. 

1 Diese Vorbehandlnng des GIases solI man sich bei allen biolo
gischen wie garungschemischen Versuchen zum Grundsatz machen. 
Nahcres vgl. CZURDA: Beihefte bot. C. 51, 730 (1933), sowie 
ONDRATSCHEK: Arch. f. Mikrobiol. 6, 532 (1935).' 

a Vgl. z. B. BERTHo-GRASSMANN: Biochemisches Praktikum, 
Berlin: de Gruyter 1936, n. a. 

3 P. WULFF: Kolloid-Ztschr. 40, 341 (1926); Chem. Ztg. 00, 732 
(1926); Chem. Fabr. 6, 441 (1933). 
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Auch Tierkohle, Bolus alba oder Asbestwolle bewahren sich viel
fach: Zusatz zum Nahrsubstrat (auf 21 20 bzw. 10 g), auf
kochen, filtrieren. Oder Anwendung von Kliirschichten aus K iesel
gUT (nicht iiber 1 mm stark): Zusatz von Kieselgur zu einem 
Teil der Losung, filtrieren und Rest nachgieBen. Klarung von 
Bierwiirze: Filtration iiber Tonerde oder Talkum. In den meisten 
Fallen fiihrt auch die Verwendung von Seitz-Filtern zum Ziel. 

Abfullen von NiihrlOsungen. Ein Benetzen des GefaBrandes ist 
unbedingt zu vermeiden, um ein Befeuchten der Watte zu ver
hiiten. Benutzung von Pipetten oder spe
ziellen Abfiillbiiretten mit entsprechender Ein
teilung (vgl. Anhang I 3 a). 

Abfullen von festen Niihrsubstraten. Ver
wendung einer Vorrichtung zum sterilen 
Abfiillen von Agar- oder Gelatinenahrboden 
(vgl. Abb. 5), die sich im hiesigen Labora
torium bestens bewahrt hat. Handhabung 
derselben: Der mit dem sterilen Nahrboden 
gefiillte Apparat wird bis zur vollstandigen 
Verfliissigung des Substrates erwarmt, sodann 
umgedreht (wie in der Abb.) und nun mit der 
Abfiillung in Proberohren usw. begonnen. Bei 
Schriigagar werden die mit Watte versehenen 
sterilen Proberohren etwa· zu 1/4 bis 1/3 des 
Volumens gefiiUt und dann schrag gelegt, so 
daB keine Benetzung der Watte erfolgtl; fiir 
Stichkulturen zur Halfte gefiillt und aufrecht Abb,;,:par!~filli. 
gestellt. . 

Aufbewahrung von NiihrbOden (besonders natiirlicher Sub
strat.e): in sterilem Zustand in groBeren VorratsgefaBen (niemals 
mehr als etwa 500 ccm in einem GefaB) oder in abgefiilltem 
Zustand: stets an kiihlen, trockenen, staubfreien, nach Moglich
keit dunklen Orten; die Trockenheit des Aufbewahrungs
ortes ist sehr wichtig, da sonst die Watteverschliisse nicht 
mehr geniigende Sterilitat verbiirgen, und durch dieselben ver
schiedene Organismen eindringen konnen. Anderseits ist durch 
Aufbewahren bei tiefer Temperatur (am besten im Eisschrank) 

1 Fall,. man das sogenannte "Quetschwasser" vermeiden will, 
werden die Rtihrchen erst nach dem Abkiihlen des Agars auf 40-500 

schraggelegt. Fiir manche Organismen (z. B. manche Schimmelpilze 
und Bakterien) ist jedoch das VOl'handensein des "Quetschwassers" 
von Vorteil (vgl. dazu auch S. 32, Note 1). 
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ein Austrocknen von Agarrohrchen usw. zu verhindern 1. Man 
bezeichne die aufzubewahrenden Nahrsubstrate stets 
sehr genau, und zwar nicht nur die Zusammensetzung der
selben, sondern auch die Art der Sterilisation und Datum der 
Herstellung. 

Ein monatelanges AufbewahreI). von Nahrboden ist 
unbedingt zu vermeiden, da dieselben dadurch in der Regel 
unbrauchbar werden. Die meisten Organismen gehen auf alten 
Nahrboden schlecht, manche gar nicht mehr an. Dies diirfte mit 
der allmahlichen Zerstorung von Wuchsstoffen oder anderen Um
setzungen zusammenhangen. 

c) Natiirliche Niihrsubstrate. Es handelt sich hier um Substrate, 
die keine chemisch definierte Zusammensetzung haben. Als Aus
gangsmaterialien zur HersteHung derselben dienen in der Regel 
direkt oder indirekt Naturprodukte. Fliissige Nahrsubstrate 
werden vielfach mittels Agar oder Gelatine verfestigt. Die An
ordnung der verschiedenen Nahrboden in den Tabellen ist 
folgende: 

Fliissige NahrbOden fUr Hefen und Schimmelpilze, vgl. Tab. III. 
" " Bakterien, vgl. Tab. IV. 

Feste " Hefen und Schimmelpilze, vgl. Tab. V. 
" " Bakterien, vgl. Tab. VI. 

Viele dieser Nahrboden kommen vor aHem zur Fortziichtung 
der Organismen in Betracht, andere fiir Reinziichtungen und 
diagnostische Zwecke und wieder andere fUr Versuchszwecke, 
also fUr Stoffwechseluntersuchungen u. a. 

d) Kiinstliche Niihrsubstrate. Aus der groBen Zahl der be
schriebenen Nahrsalzmischungen sind in Tab. VII nur einige der 
wichtigsten zusammengefaBt. Diese Nahrsubstrate kommen fast 
nur zur Kultivierung von Organismen fUr Versuchszwecke in 
Frage, nicht aber zur Fortziichtung selbst. 

3. Sterilisationsmethoden. 

Die Erzielung steriler Nahrsubstrate ist von grundlegender Be
deutung. Prinzipiell sind dabei drei Methoden zu unterscheiden: Steri
lisation durch Ritze, Mikrobenfiltration und Sterilisation durch 
chemische Mittel. 

1 So kann man z. B. beobachten, daB manche Organismen zu 
ihrer Entwicklungauf festen Nahrboden vielfach sogar des" Quetsch
wassers" bediirfen (z. B. Acetobacter gluconicum). 
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Sterilisationsmethoden. 37 

a) Sterilisieren durch Hitze. a) Sterilisation durch trockene 
Wiirme: AusglUhen, insbesondere angewendet bei der Entkeimung 
von Impfgeraten (Platinnadeln, Skalpelle, Scheren, Pinztitten, 
Glasstabe usw.); Abflambieren der GefaBrander (von Proberohren, 
Kolben usw.) sowie von Watte vor dem Impfen. Heipluftsterili
sation (in Trockenschranken oder besonderen HeiBluftsterili
satoren), etwa 1-2 Stunden bei 150--180°, Anwendung bei 
groBeren GlasgefaBen und Geraten, bei nicht geloteten Metall
gegenstanden, ferner bei Watte oder Filtrierpapier (nicht iiber 
160°), oder bei festen Substanzen (wie z. B. Calciumcarbonat usw.). 

(J) Sterilisation durch Wasserdampf, und zwar entweder im 
stromenden Dampf (im KocHschen Dampftopf oder Dampf
sterilisator) oder unter Druck (im Autoklav). Anwendung zur 
Sterilisation von Nahrsubstraten, aber auch von Glas- undMetall
rohren usw. Gummischlauche werden am besten durch langeres 
Auskochen in 1 %iger Sodali:isung keimfrei gemacht. 

Dampftopf: Einmaliges Erhitzen reicht in der Regel nicht aus, 
daher wird zumeist fraktionierte (diskontinuierliche) Sterilisation 
angewendet: drei bis viermaliges Erhitzen (bei kleineren Mengen 
15-20 Minuten, bei groBeren 30--50 Minuten) in Intervallen 
von 12-14 Stunden; dabei werden nur die vegetativen Formen 
der Organismen abgetotet; in der Zwischenzeit werden die Sub
strate unter Bedingungen gehalten, die ein Auskeimen der eventuell 
vorhandenen Sporen begiinstigen (wenigstens einige Stunden im 
Brutschrank). 

A utoklav: Meist geniigt ein einmaliges Erhitzen, und zwar 
bei Y2 Atm. "Oberdruck (= 112°) etwa 1 Y2 Stunden, bei 1 Atm. 
(120°) Y2 Stunde und bei 2 Atm. (134°) 10 Minuten. 1st zum 
Sterilisieren mancher Nahrsubstrate (wie z. B. Kornmaische usw.) 
unbedingt erforderlich. Bei besonders resistenten Organismen 
(bzw. Sporen) fraktioniert anzuwenden. Niemals anzuwenden bei 
Gelatinenahrboden; auch bei PeptonnahrbOden nur mit Vorsicht 
anwendbar (Handhabung des Autoklaven vgl. Anhang I 3 b). 

Ein langeres Erhitzen (etwa 2-3 Stunden) ist fUr die meisten 
Substrate sehr ungiinstig. Auf derartigen Niihrboden findet manch
mal uberhaupt kein Wachstum mehr statt. Die vorgeschriebenen 
Sterilisationszeiten sind daher stets genau einzuhalten. - Vielfach 
ist das getrennte St~rilisieren gewisser Bestandteile von Niihrlosungen 
zu empfehlen (vgl. Ubung 23a). Zu beachten ist ferner, daJ3 viele Di
und Polysaccharide beim Sterilisieren (vor aHem unter Druck oder 
in sauren Losungen) eine Hydrolyse erleiden. 

b) Mikrobenfiltration. a) Filtration von Luft und Gasen. 
VerschluB von GefaBen mit Wattepfropfen (nicht entfettet, 
trocken); Durchleiten von Gasen durch einen erweiterten Rohr-
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teil, der Watte oder Asbest enthalt (vor Benutzung samt Gummi
verbindungen im Dampf sterilisiert). 

(3) Filtration von FlUssigkeiten; insbesondere dann anzuwenden, 
wenn das betreffende Substrat kein Erhitzen vertragt (z. B. aueh 
bei Enzymlosungen usw.). Beniitzung von Hartfiltern, z. B. in 
Form von Kerzen, die mit sterilen Saugkolben verbunden werden 
usw.; z. B. CHAMBERLAND-Kerzen (aus hart gebrannter Porzellan
erde), BERKEFELD-Kerzen (aus Kieselgur mit etwas Porzellanerde), 
PuKALL-Filter (Kaolin- Quarz-Misehung; fiir groBe Fliissigkeits
mengen angewendet). Glassinterfilter (SCHOTT u. Gen.). Weichfilter: 
Filterscheiben aus Asbest; hierher gehoren auch die bekannten 
SEITz-Filter, die vor allem zur Entkeimung von Wein usw. ver
wendet werden. Ferner werden Weiehfilter auch aus Kieselgur oder 
Kreide usw. angefertigt. Ultrafilter: kolloide Filtermaterialien, 
Membranfilter usw. Bei allen derartigen Filtern ist darauf zu 
achten, daB sie nur etwa 1 bis etwa 3 Tage sieher wirken, sodann 
durehdringen die Bakterien meist bereits die Filterporen (Durch
wachsung der Filter); es muB dann steriles Wasser oder NaCI
Losung in umgekehrter Riehtung dureh die Filter hindureh
gesaugt werden (ebenso vor dem erstmaligen Gebraueh derselben). 

c) Chemische Sterilisationsmethoden. Anwendung versehiedener 
keimtotender Chemikalien, falls Abtotung durch Hitze nieht 
moglieh ist; also z. B. beim Sterilisieren diekwandiger Glas
gefaBe, die ein Erhitzen nieht zulassen, oder fiir versehiedene 
Sonderzweeke wie Desinfizieren von Arbeitstischen, sterilen 
Kammern, Impfkasten usw. 

Sublimat in 0,1 %iger Losung (unter Zusatz von NaCI, zur 
Erhohung der Losliehkeit), vorsiehtshalber mit Fuchsin oder Eosin 
angefarbt; zur Desinfektion der Hande, feuehter Kammern, 
der Arbeitstisehe, Abtotung ausgemusterter Kulturen usw. 

Athylalkoh.ol, in 50 -70%iger Losung, zur Desinfektion 
von versehiedenen Glasgeraten, Gummischlauehen, Arbeits
tischen usw. 

Formaldehyd, in Gasform zur Desinfektion von Raumen (Gar
kammern, Thermostaten, sterilen Raumen, Impfkasten usw.); 
als Losung (5 cern Formol auf 11 Wasser) fiir Glasgerate usw. 
(ebenso 3%iges Lysol). 

Schwefeldioxyd, in Gasform zur Desinfektion von Raumen 
(wie zuvor). 

M ontanin16sung zur Sterilisierung von Geraten, Arbeits
tisehen, Wanden in Garkammern usw. 

Zephirollosung (J. G. Farben A. G.). Verwendung wie zuvor. 
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Chloroform und Toluol, als Zusatze (1-2%) zu enzym
chemischen VersuchslOsungen oder urn bereits absterilisierte 
Kulturlosungen (z. B. manche ausgegorene Flussigkeiten) fUr 
langere Zeit keimfrei zu halten (z. B. wenn keine sofortige Auf
arbeitung erfolgen kann). 

B. Methoden zur Zlichtung und Charakterisierung 
der Giirungsorganismen. 

1m foIgenden werden zunachst die Reinzuchtungsmethoden be
handelt, und zwar die Gewinnung von Garungsorganismen aus del' 
Natu>? sowie die IsoIierung und Reinzuchtung derselben, und sodann 
die Fortzuchtung der Garungsorganismen im Laboratorium, wobei 
insbesondere die Verfahren zur Erhaltung des Garvermogens von 
groJ3ter Bedeutung sind; schlief3lich wird noch auf die wichtigsten 
mikroskopischen Methoden zur Identifizierwlg und Charakterisierung 
der Mikroorganismen hingewiesen. 

1. Reinziichtungsmethoden und das Herausziichten von Garungs
organismen ans natiirlichen Substraten. 

a) Auffindungvon Garungsorganismenin derNatur. Vorkommen 
der Giirungsorganismen in der Natur sehr verschieden, je nach 
den ernahrungsphysiologischen Bedurfnissen derselben; Art der 
Organismen insbesondere vom PH und den Nahrstoffen des Sub
strates abhangig, ferner von der Temperatur sowie ob aerobe oder 
anaerobe Verhaltnisse vorhanden sind. Hinsichtlich des Vor
kommens der verschiedenen Garungsorganismen in der Natur 
vgl. S. 57 ff.l; eine Anzahl von Substraten, die zur Gewinnung von 
Garungserregern geeignet erscheinen und die auf denselben vor
kommenden Mikroorganismen sind in Tab. VIII wiedergegeben. 

Gewinnung von Mikroorganismen aus naturlichen Substraten. 
Man geht entweder direkt von in der Natur gesammelten, in
fizierten Substraten aus oder man geht so vor, daB geeignete 
Substrate (entweder Naturstoffe oder Nahrboden) im Labo
ratorium (z. B. an Fensterplatzen oder in Kellerraumen oder 
an anderen feuchten Orten usw.) stehen gelassen und nun nach 
einiger Zeit Proben untersucht werden. Vorgang: Abimpfen 
einer Anzahl Proben von den infizierten Substraten auf ver
schiedene fur die betreffenden Organismen geeignete NahrbOden; 
weitere Untersuchung mikroskopisch, nachdem Entwicklung 

1 Bezuglich V orkommen und V crbreitung von Bodenpilzen vgl. 
NIETHAMMER: Dip, mikroskopischen Bodenpilze, 'S-GRAvENHAGE, 
W. JUNK, 1937. 
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Substrate 

Obstfriichte . . . . . . 
(Weinbeeren, Kirschen, 
Pflaumen, Apfel, 
Birnen usw.) 

Citronen, Apfelsinen 
Wein (Bodensatz) 
Weinreste ..... 

Bier (Bodensatz) ... 
Triibes Bier, Bierreste 

$auerteig . 

Backerhefe 

Saure Gurken . 
Sauerkohl 

/?auerfutter (Silage) 

Heu ... 
G:Ninmalz. 

Darrmalz . 
Getreideschrot 

Ka.rloffeln 

Saure Milch 
Butter 
Kase ... 

Kaserinde 
Brot . 

Essig. 

Zuckerriibe 
Erde ... 
Schlamm .. 
Exkremente . 

Tabelle VIII. 

Mikroorganismen 

Weinhefen, wilde Hefen, wilde Essig
bakterien, Penicilliumarten, Rhizopus
arten, Aspergillusarten 

Penicilliumarten (Citromyces) 
Weinhefen 
Weinessigbakterien, Kahmhefen, wilde 

Essigbakterien 
Bierhefen, Pediokokken 
Milchsaurebakterien, Kahmhefen, wilde 

Essigbakterien 
'Vilde Hefen, wilde Milchsaurebakterien, 

wilde Essigbakterien, Oidien 
PreJ3hefe, wilde Hefen, Kahmhefen, Exi

guushefen, wilde Milchsaurebakterien, 
Oidien 

Kahmhefen, wilde Milchsaurebakterien 
Wilde Hefen, Kahmhefen, wilde Milch

saurebakterien 
Wilde Hefen, Kahmhefen, wilde Milch

saurebakterien, Bact. coli 
Heubacillen, butylogene Bakterien 
Milchsaurebacillen, wilde Milchsaure

bakterien, Penicilliumarten 
Heubacillen, Pediokokken, Mucorarten 
Milchsiiurebacillen, wilde Milchsiiurebak

terien, Sareinen, Heubacillen, butylo-
gene Bakterien 

Wilde Milehsaurebakterien, butylogene 
Bakterien 

Milchsaurebakterien, Oidium lactis 
Milchsaurebakterien 
Milchsaurebakterien, Propionsaure-

bakterien 
Penicilliumarten 
Penicilliumarten, Aspergillusarten, Mucor

arten, Bac. mesentericus 
Schnellessigbakterien, Weinessigbakterien, 

Schleimessigbakterien 
Butylogene Bakterien 
Heubacillen, butylogene Bakterien 
Cellulosevergarer, Methanbakterien 
Biersarcine, Bact. coli, Cellulosevergarer, 

Mucorarten 

stattgefunden hat (vgl. S. 54 ff.). SchlieBliche Gewinnung der 
gewiinschten Formen mit Hilfe der Reinziichtungsmethoden. 
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b) Reinziichtungsmethoden (Isolierung einzelner Organismen); 
Auf natiirlichen Substraten tritt meist eine sehr groBe Anzahl ver
schiedener Organismen auf. Aufgabe der Reinziichtungsmethoden ist 
es nun, aus derartigen Gemischen von Organismcn einzelne Individuen 
zu isolieren und so "reinzuzuchten". 

Unterscheidung von zwei Reinziichtungsmethoden, m'i,mlich: Me
thode del' natiirlichen Reinzucht 1 und Methode del' absoluten Rein
zucht; im ersten FaIle geht man von einem Organismengemisch aus und 
sucht aus diesem durch Wahl geeigneter Wachstumsbedingungen die 
gewiinschten Organismen zum Uberwiegen zu bringen (Anreicherungs
verfahren), im zweiten Faile sucht man von einer einzigen Zelle aus
zugehen (Ein-zellkultur). 

a ) Methode der natiirlichen Reinzucht. Prinzip: Wahl geeigneter 
AuBenbedingungen fur die Fortentwicklung der gewunschten 
Organismen, und zwar: optimale Temperatur, Anwendung 
aerober oder anaerober Bedingungen, Einstellung eines geeigneten 
pH-Wertes, Auswahl des giinstigsten Nahrbodens; bei Sporen
bildnern: Abtotung von nicht sporenbildenden Begleitorganismen 
durch Erhitzen (oder auch durch antiseptische Mittel). Durch 
Wahl der geeignetsten Bedingungen erfolgt raschere Entwicklung 
der gewiinschten Formen unter Zuriickdrangung der Begleit
organismen 2; wiederholte Uberimpfungen unter analogen Be
dingungen, bis nur noch die gewunschten Organismen vorhanden 
sind. Praktische Durchfiihrung vgl. Ubung 2 a. 

Ergebnis del' natiirliehen Reinzucht: Es gelingt auf diese 
Weise meist nul' zu einem Gemisch gleichartiger Organismen 
zu gelangen (z. B. verschiedener Hefen usw.), doch geniigt dies vielfa,ch 
fiir manche garungschemische Zwecke (bei manchen Garungsvorgangen 
wird sogar vorteilhafterweise mit Organismengemischen gearbeitet; 
vgl. z. B. Buttersauregarung). 

(J) Methode der absolutenReinzucht. Prinzip: Raumliche Trennung 
der vorhandenen Keime insbesondere durch Verdunnungsver
fahren, urn zu einer einzigen Zelle zu gelangen. Verhinderung 
der Wiedervereinigung der getrennten Keime 1. durch Anwendung 
von Gallerten, in denen die einzelnen Keime raumlich fixiert 
werden (KocHsches Plattenverfahren) oder 2. durch Aufteilung 
der Keimsuspension auf kleinste Flussigkeitstropfchen mit nur 
einer Zelle (Federstrichkultur und Tuschepunktverfahren). Ferner 
wahlt man bei beiden Methoden gemaB dem Prinzip der natiir
lichen Reinzucht Bedingungen, die eine gunstige Entwicklung 
der gewunschten Organismen ermoglichen. Weiterhin geht man 

1 Abgeleitet von del' Tatsache, daB sich ein derartiger Reinzucht
vorgang vielfach auch in del' Natur selbst abspieit. 

2 Hierher gehort auch dic Unterstutzung del' natiirlichen Rein
zucht durch Zusatz geeigneter Saize ("Ionenzuchtwahl"). Vgl. BOJA
:NOVSKY, R.: C. Bact. II, 99, 55 (1938). 
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vorteilhafterweise von Rohkulturen aus, die bereits nach dem 
Anreicherungsverfahren gewonnen sind, und daher nur noch eine 
beschrankte Anzahl gleichartiger Organismen enthalten. Die im 
folgenden beschriebenen Verfahren mussen zumeist zur Erzielung 
von Reinkulturen in sinngemaBer Weise noch ein- bis zweimal 
wiederholt werden. 

Das KOCHsche Plattenverfahren. Vorgang bei aeroben Orga
nismen: Einige Platten des festen Nahrbodens in PETRI-Schalen 
mit verschiedenen Verdiinnungen der Rohkultur iibergossen, Schale 
umgedreht, iiberschiissige Fliissigkeit ablaufen lassen (Ansammlung 
imDeckel, abgie13en). PETRI·Schalen sodann in einer feuchten Kammer 
(s. S. 28) hei entsprechender Temperatur bis zur Entwicklung der 
Kolonien aufbewahren. Von der am besten gelungenen Platte (bei der 
nur wenige Einzelkolonien vorhanden sind) wird nach mikroskopischer 
Feststellung der Einheitlichkeit auf neuen Nahrboden iiberimpft (am 
besten unter Zuhilfenahme eines binokularen Plattenmikroskopes). 

Vorgang bei anaeroben Organismen. Einige Agar- (oder 
Gelatine- )rohrchen werden im Wasserbad aufgeschmolzen, mit einer 
Platinose des verdiinnten Materials versetzt (auch hier einige Proben 
mit verschiedenen Verdiinnungen); Verteilung durch vorsichtiges 
Drehen des Rohrchens (unter Vermeidung von Luftblasen, die sonst 
spater Kulturen vortauschen konnten); sodann in sterile PETRI
Schalen ausgegossen. Platten in einem Anaerobenapparat (s. S.49) 
aufbewahrt. und wie zuvor weiter verfahren. 

Federstrichkultur (Trapfchenlcultur). Prinzip: Anlegung der Kul
turen nach Verdiinnung des Ausgangsmaterials im Nahrmedium an 
der Unterseite eines auf einen hohlen Objekttrager aufgelegten Deck
glaschens. Durchfiihrung der Operation am besten in einem sterilen 
Raum (Impfkasten). 

Vorgang bei der Anfertigung der Federstrichkultur: 
Das Ausgangsmaterial wird entsprechend verdiinnt (vgl. S.89), der 
Objekttrager und das Deckglaschen durch Abflambieren sterilisiert, der 
Hohlraum am Objekttrager wird mittels eines Pinsels mit einem Ring, 
bestehend aus einer Mischung von Vaselin und Paraffinol, umgeben und 
das Deckglaschen quer aufgelegt. Sodann wird es wieder abgenommen 
und auf demselben die verdiinnte Organismensuspension mittels einer 
Zeichenfeder (sterilisiert durch Befeuchten mit Alkohol und ent
ziinden) in Form von vier bis sechs kleinen Strichen in drei bis vier 
Reihen aufgetragen. Man halt dabei das Deckglaschen an zwei ent
gegengesetzten Ecken. Sodann wird es wieder auf die Hohlung des 
Objekttragers quer aufgelegt (nachdem man in die Hohlung hinein
gehaucht hat). Man stellt mikroskopisch fest, welche der Tropfchen 
blo13 eine Zelle enthalten und bezeichnet diese in zweckma13iger Weisel. 
Falls keines der Tropfchen nur eine Zelle enthalt, mu13 noch starker 
verdiinnt werden. Sodann wird das Deckglaschen mit einem Vaselin-

lAnder rechten Seite des Objekttragers klebt man ein kleines 
Schildchen an und markiert in Form kleiner Striche die einzelnen 
Tropfchen im Praparat. Tropfchen, die nur eine Zelle enthalten, 
werden am Schild durch Durchkreuzen des zugehorigen Striches 
gekennzeichnet. 
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ring urnzogen und das Praparat bei geeigneter Temperatur aufbewahrt. 
Nach 24 Stunden erfolgt die mikroskopische Priifung der bezeichneten 
Tropfchen auf Reinheit und EinheitIichkeit. Abimpfen geeigneter 
Kulturen mittels eines sterilen Filtrierpapierstiickchens unter Zuhilfe
nahme einer Pinzette, Einwerfen desselben in die sterile NahrlOsung. 

Bei anaeroben Organismen (nach NIKIFOROFF): 1m Prinzip analog, 
doch wird in den Hohlraurn· des Objekttragers je 1 Tropfen Kalilauge 
und Pyrogallollosung gebrachtl, sodann wird das Deckglaschen mit 
Vaseline abgeschlossen und die am Objekttrager befindIichen Tropfen 
werden durch Neigen vereinigt. 

Tuschepunktverfahren (nach BURRI). Verdiinnung der Mikroben
suspension mit Hilfe fliissiger Tusche; ermoglicht eine einfache Kon
troUe, da sich die hellen Bakterienzellen vom dunklen Untergrund klar 
abheben. Vorgang: 1 Teil Pelikantusche (Nr. 541, GRUBLER, Leipzig) 
und 9 Teile destilliertes Wasser in Proberohrchen zu je 10 ccm im 
Autoklaven sterilisiert, 10-14 Tage stehen gelassen (Absetzen groberer 
Teile); auf einen sterilen entfetteten 2 Objekttrager mit einer gro13en 
sterilen Platinose 4-5 Tropfen der Tusche aufgetragen (von der Ober
flache entnommen). Yom Ausgangsmaterial ein wenig in den Tl'opfen 1 
gebracht, von diesem mittels einer kleineren Platinose in den Tropfen 2 
usw. Yom vierten oder fiinften Tropfen zeichnet man mit einer 
sterilen Tuschfeder auf eine feste Gelatineplatte mehrere winzige 
Punkte (Feder flachaufsetzen, urn Verletzung der Oberflache zu ver
meiden) und bedeckt sie mit einem Deckglaschen. Untel'suchung des 
Praparates mit einer starken Trockenlinse; Tropfchen mit nur einer 
Zelle werden auf der Unterseite der Platte bezeichnet. Kolonieent
wicklung im Thermostaten; Abimpfen nach Abheben des Deckglas
chens von den bezeichneten Tropfchen in eine geeignete NahrlOsung.-
Neuerdings werden Cellophanplattchen zur Anlegung von Einsporen
kulturen empfohlen 3. 

2. Allgemeine Kulturmethoden zur Fortziiehtung 
der Garungsorganismen. 

(ErhaItung der Stammkulturen.) 

Die Fortziichtung der Organismen hat im gegebenen Rahmen den 
Zweck, dieselben fiir garungschemische Untersuchungen jederzeit 
bereit zu haben; die betreffenden Organismen werden dabei zeitweise 
auf geeignete Nahrsubstrate iiberimpft und, nachdem sie zur Ent
wicklung gelangt sind, aufbewahrt. Verschiedene Methoden, je nach
dem ob es sich urn aerobe oder anaerobe Organismen handelt. Sodann 
dient diese weitere Kultivierung auch zur Identifizierung rein ge·· 
ziichteter Organismen. Betont sei gleich hier, da13 die im Rahmen 
der Fortziichtung aufbewahrten Kulturen niemals flir 
garungschemische Versuche direkt verwendet werden 
diirfen, sondern erst nach der Anlegung von besonderen 
1m pfkul t uren, mit denen daun erst die Garsubstrate geimpft werden. 
Organismen, die langere Zeit nicht iiberimpft worden waren, miissen 

1 Vgl. S. 49, Note 1. 
2 Vgl. S. 54. Note 1. 
3 GALLOWAY: Analyst 62, 455 (1937). 
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un bedingt vor der weiteren Beniitzung mehrmals auf frische Niihr
boden iibertragen werden. Dies gilt vor allem fUr Kulturen aus Samm
lungen. 

a) Aerobenkultur. Kulturen in flilssigen Niihrsubstraten; meist 
in kleinen Kolbchen (E'REUDENREICH- oder HANSEN-Kolbchen) 
oder Flaschchen. Beimpfung derselben, indem das Keimmaterial 
mit der Platinose zunachst an der Glaswand verrieben und sodann 
in die Nahrlosung hineingespiilt wird. 

Kulturen auf festen NiihrbOden, insbesondere in Proberohren 
auf Schragagar (oder auch Gelatine). Beimpfung, indem das Keim
material mit der Platinose an der Oberflache verteilt wird 
(Ziehen eines geraden Striches oder einer Wellenlinie). SpezieH 
zur Identifizierung und Charakterisierung von Mikroorganismen 
dient die Plattenkultur, die Riesenkoloniekultur nach LINDNER 
sowie die Tropfchenkultur; analog wie bei den Reinziichtungs
methoden (S. 45). 

b) Anaerobenkultur. Kulturen in festen Nahrsubstraten in 
hoher Schicht(einfachsteMethodel; Stichkul tur (inProberohren): 
Beimpfung mittels eines Platindrahtes durch Einstechen desselben 
mit dem Keimmaterial in den Nahrboden. Schiittelkultur (in 
Proberohren): Nahrboden im Wasserbad aufgeschmolzen, Keim
material eingetragen, durch vorsichtiges Drehen im Nahrboden 
verteilt (luftblasenfrei), Nahrboden dann in vertikaler SteHung 
erstarren gelassen. Sodann ist noch eine Anzahl spezieller Methoden 
zur Verdrangung bzw. Entfernung des Sauerstoffs zu 
unterscheiden1 , und zwar: 

Kultivierung in indifferenter Gasatmosphare. Am einfachsten in 
Kolben mit fliissigem Nahrsubstrat, Einleitung von Stickstoff oder 
Wasserstoff nach dem Impfen unter sterilen Bedingungen, sodann 
mit Garaufsatz oder mit Gummistopsel verschlie13en (die Gase 
werden vor dem Einleiten noch einer besonderen Waschung unter 
zogen 2) (vgl. auch Nachtrag). 

KUltivierung im Vakuum. Ampullenformige GefaBe (starkwandige 
Proberohren, im oberen Drittel an einer Stelle stark verengt und aus
gezogen), mit fliissigem Nahrsubstrat gefiUlt (etwa 1/3 des Volumens), 
nach der Beimpfung auf 30-35° erwarmt (Wasserbad), evakuiert 
und rlabei an der ausgezogenen Stelle zup:t·schmolzen. 

Absorpf'ion von Sauerstoff. Benutzung besonderer Apparate zur 
Anaerobenkultur (vgl. z. B. Abb.6). Die KulturgefaBe werden nach 
dem Impfen in den Apparat gebracht lmd del selbe verschlossen; 

1 Nach KLIGLER und GUGGENHEIM (J. Bact. 35, 141; 1938) be
wirken geringe Mengen Ascorbinsaure eine Erniedrigung des Redox
potentials des Nahrbodens und ermoglichen so eine Ziichtung von 
Anaeroben auch in Gegenwart von Sauerstoff. Ob dies auch methodisch 
von Bedeutung sein kann, la13t sich noch nicht sagen. 

2 Wasserstoff wird durch eine gesattigte Kaliumpermanganat
lOsung geleitet, Stickstoff durch alkalische Pyrogallollosung. 
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zur Sauerstoffabsorption client z. B. Pyrogallol-Kalilauge 1 (Pyrogallol
lOsung im Apparat in einem Gefii.I3. Kalilauge nach der Beschickung 
einlaufen gelassen); nach dem Evakuieren im Brutraum aufgestellt. 
Die Entfernung des Sauerstoffs kann auch durch Veratmung desselben 
erfolgen; am besten durch Hafer, der in eine Sehale am Boden des 
Apparates eingefiillt mit Wasser befeuchtet wird z. 

c) NahrbOden fiir die Fortziichtung der Garungsorganismen. 
Man verwendet hier in der Regel natiirliche Nahrsubstrate (vgl. 
S.33), vor allem in verfestigter Form (s. S. 36 u. 38), also als Agar
oder Gelatinrohrchen. 1m folgenden sind 
noch die fiir die Hauptgruppen der Garungs
organismen in Betracht kommenden Nahr
boden kurz zusammengefaBt: 

Hefen: Bierwiirzeagar; fiir spezielle 
Zwecke (oder besondere Hefen), Molkeagar, 
Melasseagar u. a. 

Milchsaurebakterien: HENNEBERG-Nahr
boden, Malzwiirze. 

Propionsaurebakterien: Molke-Pepton
Agar. 

Butylogene Bakterien: Getreideschrot
aufschwemmung, Erdkultur. 

Essigbakterien: Bierwiirzeagar, Mais

Abb. 6. Apparat zur 
Anaerohenzll.chtung. 

wiirzeagar, Bierwiirze, Weinagar, Glucose-Hefewasser. 
Schimmelpilze: Bierwiirzeagar, Bierwiirze-Kreide-Agar, Brot~ 

Torf u. a. ' 

d) Allgemeine MaBnahmen und Einrichtungen zur Fortziichtung~ 
Zeitpunkt der Fortziicht'ung: 1m aHgemeinen wird man damit aus
kommen, die Organismen etwa aHe 4--5 W ochen auf neues Nahr
substrat zu iiberimpfen; bei besonders empfindlichen Formen 
entsprechend friiher. Bei wenig empfindlichen Organismen (z. B. 
den meisten Pilzen oder sporenbildenden Bakterien) kann das 
Abimpfen auch erst nach etwa 4--6 Monaten vorgenommen 
werden; dabei geht man so vor, daB das zur Fortziichtung dienende 
R6hrchen nach vollkommener Entwicklung der Kulturen mit 
SiegeHack verschlossen oder zugeschmolzen wird (um ein Aus
trocknen oder Fremdinfektionen zu vermeiden). ZweckmaBiger
weise legt man von jedem Organismus stets zwei ParaHelkulturen 

1 Man verwendet die LIEBIGSche Pyrogallollosung (wie fiir gas
analytische Zwecke): 1 Volumtoil 25%ige Pyrogallollosung und 5 bis 
6 Teile konzentrierte Kalilauge (3:2); 1 ccm dieser Losung absorbiert 
12 cern Sa.uerstoff. Bei COz-bediirftigen Organismen wird st\1tt Kali~ 
lauge vorteilhafterweise konzentrierte Sodalosung verwendet. 

2 Privatmitteilung von Herrn Prof. Dr. W. H. PETERSON. 

Dernhauer. Gll.rungschemisches Praktikum. 2. Auf I. 4 
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an, die erst dann verworfen werden, sobald die iibernachste 
Impfung in Ordnung verlaufen war, so daB stets zwei Genera
tionen aufbewahrt werden. 

Aufbewahrung der Kulturen: An kiihlen, staubfreien, dunklen 
Orten (Kulturschranke, vielfach auch Eiskasten), am besten und 
iibersichtlichsten in Holzklotzen mit Lochern zur Aufnahme der 
Proberohren oder Flaschchen. 

Herstellung von Da/utrkulturen. Z. B. von Lactobacillus 
Delbriickii: Eine Maischekultur wird 1 Tag bei 400 anwachsen 
gelassen und dann im Eisschrank au£bewahrt. Butylogene 
Bakterien: Kulturen in Getreidemaische oder Kartoffelmaische 
laBt man 2 Tage bei 35-370 anwachsen und bewahrt sie dann 
im Eisschrank auf. Die Kulturen halten sich so einige Monate; 
zweckmaBigerweise werden sie etwa aIle 1-2 Monate auf frisches 
Substrat gebracht. Noch giinstiger scheint die Aufbewahrung in 
Form von Erdkulturen zu sein: Einimpfen der Bakteriensporen 
in eine sterile Su~pension von Gartenerde (vgl. auch Ubung 25 c). 

3. Spezielle garungschemische Kulturmethoden. 
(Aufziichtungen und Konstanterhaltung des Garvermogens.) 

Uei der Weiterziichtung der Organismen, also del' wiederholten Uber
impfung derselben auf die im Laboratorium bereiteten Nahrboden 
machen sich in del' Regel allmahlich gewisse Ermiidungserscheinungen 
("Krankheitserscheinungen", Degenerationen) bemerkbar, indem die 
Mikroben nun schlechter gedeihen und besonders in ihrem garungR
chemischen Verha~~en Wandlungen zeigen (Abnahme del' Garkraft, 
auch .. qualitative Anderungen in der Bildung von Garprodukten). 
Die Anderungen im physiologischen VerhaIten konnen auch von 
morphclogischen Veranderungen begleitet sein, doch mul3 dies nicht 
immer del' Fall sein. Diese Erscheinung wurde als Variation, Mutation, 
Dissoziation usw. benannt. - AIle erblichen, also permanenten 
Veranderungen konnen als Mu tationen 1 und aIle nicht erblichen, 
also rilckgaIigigen als Modifikationen bezeichnet werden. 

Die Konstanthaltung des Wachstums- und Garver
mogens del' Mikroorganismen ist daher eine del' wichtig
sten Aufgaben del' biologisehen Methodik del' Garungs
chemie. Dazu kommt ferner, daJ3 viele Organismen an gewisse zu 
vergarende Substrate erst gewohnt werden mussen. Ein wei teres 
Ziel ist die Auswahl del' garkraftigsten Keime auch innerhalb 
cines morphologisch einheitlichen Garungserregers. 1m folgenden 
werden die zur Losung diesel' Aufgaben in Frage kommenden Me
thoden besprochen. 

1 V gl. die grundlegende Abhandlung von BEIJERINCK "Mutation 
bei Mikroben" [Folia Mikrobiologica 1, 4 (1912)], derzufolge die 
bakterielle Veranderlichkeit (Bakterien-Dissoziation) auf eine Gen
Mutation zuriickzufiihren sein solI. Vgl. auch LINDEGREN: C. Bact. II, 
92,40 (1935); 93, 113 (1936). - DESCOWITZ: J. Bact. 33, 349 (1937). 
MAYER: Diss. Delft 1938. 
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a) Gewohnung an Substrate. Man kann in zweifacher Weise 
vorgehen, und zwar: 1. Die Keime werden wiederholt auf das 
hetreffende Substrat iibertragen; dieselben gedeihen bei den 
ersten "Oberimpfungen noch schlecht und gewohnen sich erst 
nach wiederholter weiterer Uberimpfung an den Niihrboden, bis 
sie schlieBlich auf demselben eine normale Entwicklung zeigen. 
2. Uberiropfung der Keime auf Mischungen des urspriinglichen 
Substrates (A) mit jenem Substrat, an das die Organismen gewohnt 
werden sollen (B); bei den weiteren "Oberimpfungen liiBt man 
das Substrat B allmiihlich iiberwiegen, bis es schlieBlich allein 
zur Anwendung kommt. . 

Die Substratgewohnung ist VOl' allem fiir die Ausbildung jener 
Enzyme, die das betreffende Substrat anzugreifen vermogen, von 
gro13ter Wichtigkeit. Dabei sind zwei FaIle zu unterscheiden, namlich 
die rasche und die langsame enzymatische Adaption 1. Fur uns ist 
hier VOl' allem del' zweite Fall wichtig, also die allmahliche Gewohnung 
del' Organismen an gewisse Nahrstoffe durch wiederholte Dber
impfungen (vgl. oben). 

a) Rasche enzymatische Adaptionen. Es konnte gezeigt werden 1, 

da/3 Milchsaurebakterien bestimmte Kohlehydrate (wie Galaktose, 
Arabinose, Maltose usw.) nul' dann zu vergaren vermogen, wenn sie 
vorher auf denselben gewachsen waren. Dagegen wurden andere 
Zucker (Glucose, Fruktose, Mannose, Rohrzucker), auf jeden Fall 
vergoren, unabhangig davon, auf welchem Substrat die Organis
men ZUl' Entwicklung kamen. lm ersten Fall handelt es sich urn 
adaptive, im zweiten Fall urn konstitutive Enzyme, die zur 
Bildung und Wirkung kommen 1. Es ist natiirlich verschieden, welche 
Enzyme fUr einen Organismus konstitutive und welche adaptive 
sind. - So ist z. B. die Galaktose-Zymase del' Hefe ein ausgesprochen 
adaptives Enzym und eine an Galaktose gewohnte Hefe verliert die 
Galaktose-Zymase sogleich nach Vergarung von Glucose. - Ob es 
sich bei del' Beeinflussung del' adaptiven Enzyme durch die Substrate 
urn eine Enzymbildung handelt, odeI' um eine Wirksammachung vor
bandener, abel' inaktiver Enzyme, la13t sich vorlaufig noch nicht mit 
Sicherheit entscheiden. 

fJ) Langsame enzymatische Adaptionen. Unter den physiologischen 
Eigenschaften del' Mikroorganismen (besonders del' Bakterien) sind 
drei Gruppen zu unterscheiden, und zwar solche, die immer vor
handen sind, solche die schwanken und solche, die niemals vorhanden 
sind. Wahrend die erste und dritte Gruppe unbeeinfll)13bar ist 2, 

unterliegen die Eigenschaften del' zweiten Gruppe Anderungen 
und sind daher auch durch Zuchtungen beeinflul3bar. Dieselben 
konnen z. B. verlorengehen odeI' latent vorhanden sein und durch 

1 V gl. die Zusammenfassung von KARSTROM: Erg. d. Enzym
forschg. 7, 350 (1938). - S. farner Nachtrag. 

2 So gelang es z. B. KARSTROM (I. c.) durch 6 Jahre lange 
Zuchtung eines gewissen Coli-Stammes nicht, denselben an die Ver
garung von Rohrzucker zu gewohnen. 

4* 
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geeignete MaBnahmen wieder auftreten 1 oder iiberhaupt neu ent
stehen. 

Dabei wird die langsame enzymatische Adaption im allgemeinen 
durch zweierlei Vorgange zustande kommen, namlich: Zunachst 
werden auf Grund der Variabilitat der Mikroorganismen, also durch 
Mutation bzw. Modifikation Keime (Varianten) entstehen, die die 
Enzyme zur U msetzung des betreffenden Substrates zu produzieren 
vermogen 2. Sodann werden sich gerade diese Varianten auf dem be
treffenden Substrat rascher entwickeln, da sie dasselbe besser umzu
setzen vermogen, und so die anderen Keime auf Grund der "natiir
lichen Auswahl" verdrangen 3. 

b) Substratwechsel. Auch bier sind zwei Moglichkeiten zu 
beriicksichtigen, namlich: 1. Die Organismen entwickeln sich auf 
irgend einem Substrat zu iippig (z. B. unter Verfettung, Zell
vergroBerung usw.) unter gleichzeitiger Abnahme ihrer Garkraft; 
dies wird vielfach auf Nahrboden mit reichlichen Mengen natiirlicher 
Nahrstoffe der Fall sein. Man iiberimpft dann die Organismen 
auf nahrstoffarmere Substrate (z. B. sogenannte Mineralsalz
losungen, eventuell in Mischung mit dem urspriinglichen Niihr
boden) und fiihrt erforderlichenfalls zur Erhaltung des Garver
mogens Wechseliiberimpfungen durch. 2. Die Organismen ent
wickeln sich auf einem synthetischen Nahrboden zu schwach und 
ihre Garkraft sinkt; man nimmt dann Uberimpfungen auf ein 
natiirliches Substrat vor (z. B. Kartoffeln, Erde, Friichte usw., 
je nach dem Fundort der betreffenden Organismen) und impft 

1 So erhielten wir z. B. einmal aus Sammlungen zwei Stamme von 
A. dioxyacetonicum, die ihr Vermogen zur Bildung von pioxyaceton 
aus Glycerin vollig eingebiiBt hatten. Nach wiederholter Uberimpfung 
derselben auf Glycerin enthaltenden Nahrlosungen hatte das eine 
Bakterium sein Vermogen zur Dioxyacetonbildung wiedererlangt, das 
andere aber iiberhaupt nicht (KNOBLOCH: Diss. Prag 1938). - Andere 
Beispiele: Durch langer wahrende Ziichtung von S. Ludwigii [HAEHN 
und GLAUBITZ: B. 60, 490 (1927); KAN IWASAKI: Bio. Z. 203, 237 
(1928); LEHMANN: Bio. Z. 277, 261 (1935)] oder von B. coli [VIR
TANEN, KARSTRoM und TURPEINEN: H. 187, 7 (1930)] in Dioxyaceton
losungen gelingt es, die Garungsgeschwindigkeit gegeniiber diesem 
Substrat bei den genannten Organismen immer mehr zu steigern, 
wahrend die gegeniiber Traubenzucker gleich blieb oder etwas sank. -
Oder: Steigerung des Oxydationsvermogens von B. gluconicum gegen
iiber Galaktose und Mannose, wobei mit anderen Essigbakterien kein 
Effekt eintrat [HERMANN und NEUSCHUL: Bio. Z. 270, 6 (1934); 
BI. Soc. BioI. 18. 390 (1936)]. 

2 Zusammenfassung der Literatur iiber die Variabilitat von Bak
terien auf Grund von Mutationen bzw. Modifikationen vgI. HADLEY: 
J. Infekt. Dis. 60, 129 (1937). Hinsichtlich der Verschiedenheit der 
Varianten beziiglich ihres Garvermogens vgI. SHERMAN und HUSSONG: 
J. Dairy Sci 20, 101 (1937). - YAWGER und SHERMAN: ebenda 20, 
83 (1937). - DULANEY und DEERE: J. Bact. 33, 19 (1937) u. a. 

3 VgI. dazu YUDKIN: Bioch. J. 26, 1859 (1932). 
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dann wieder auf die laboratoriumsmaBigen NahrbOden. Vorgang 
gegebenenfalls des ofteren wiederholen. 

c) Fortlanfende AnswahI der giirkriiftigsten Knltnren (Hoch
ziichtnngen). Schwankungen im Garvermogen auch bei dem 
gleichen Garungserreger sind biologisch bedingt; bei der weiteren 
Ziichtung durch Uberimpfung bleibt es dem Zufall iiberlassen, ob 
dabei gerade die besten Keime zur Weiterziichtung gelangen. 
Um dies vom Zufall unabhangig zu machen und zugleich eine 
Auswahl der besten Kulturen zu treffen, geht man folgender
maBen vor: Von der Stammkultur (z. B. durch Reinziichtung 
gewonnen oder aus einer Kultursammlung erhalten) wird eine 
Anzahl von Impfkulturen (8 bis 10) angelegt, von denen nun nur 
die beste fiir die weitere Impfung, also zur Fortziichtung verwendet 
wird, wobei wieder in der gleichen Weise vorgegangen wird. FUr 
die Auswahl der geeignetsten Kulturen sind, abhangig von der 
Art der Garungserreger, verschiedene Gesichtspunkte maBgebend: 
z. B. makroskopisches Aussehen, Gargeschwindigkeit (Messung 
der Gargase), Verfolgung der Saurebildung durch Titration usw. 
Ferner kann man bei der Auswahl so vorgehen, daB gemaB 
den Reinzuchtmethoden eine Anzahl von einzelnen Zellen (vege
tative Formen, Sporen oder Conidiosporen) entnommen und jede 
Zelle gesondert zur Entwicklung gebracht wird. Die geeignetsten 
Kulturen werden sodann ausgewahlt und die anderen verworfen. 

Anhang: KnIturmethoden znr Keimgehaltsbestimmnng. 

Auch bei garungschemischen Untersuchungen ist es vielfach von 
Wichtigkeit,wahrend des Garprozesses oder.in einem bestimmten 
Stadium desselben den Keimgehalt festzustellen. Dazu konnen neben 
den mikl"oskopischenMethoden (vgl. S. 54) insbesondere kulturelle 
Methoden dienen. Dabei kann die Keimgehaltsbestimmung ent
weder nach dem Plattenverfahren oder in flUssigen Nahrsubstraten 
erfolgen. 

a) Plattengu/3ver/ahren (nach KOCH). Die zu untersuchendeFIUssig
keit wird mit sterilem Leitungswasser (oder physiologischer Kochsalz
Josung, 0,9%ig) in einigen Proben verdiinnt (etwa im Verhaltnis 1 : 10, 
1 : 100, 1 : 1000 usw.), von diesen Proben mittels stets frischer Pipetten 
in keimfreie PETRI-Schalen Mengen von 0, 1-1 cern a bgefiillt und steriler 
Agar-Nahrboden (von 45° oder Gelatine von 35°) hinzugegossen, durch 
Neigen und Drehen der Platte vorsichtig durchgemischt (bis keine 
Schlieren mehr vorhanden sind), auf waagerechter Unterlage erstarren 
gelassen und sodann in einer feuchten Kammer im Thermostaten auf
bewahrt. Nach etwa 48 Stunden erfolgt die Auszahlung der Kolonien 
unter Benutzung ciner Lupe mittelsbesonderer Zahlplatten undanderer 
Vorrichtungen. Berechnung des Keimgehaltes durch Umrechnung der 
Koloniezahlen auf 1 cern Aussaat. 



54 Methoden zur Ziichtung del' Garllngsorganismen. 

fJ) Keimgehaltbestimmung mittels flussiger Nahrbiiden. Prinzip: 
Es wird cine so weitgehende Verdiinnung der zu untersuehenden 
Probe vorgenommen, daJ3 sodann bei der Aussaat gleicher Volumina 
in sterile Nahrlosungen teilweise noeh Entwicklung auf tritt, teil
weise nicht mehr (Methode auch bei spezifischen Nahrsubstraten 
geeignet). 

Un terteil ungsverfahren (anzllwenden, wenn del' Keimgehalt 
einer Probe vollig unbekannt ist), besonders in Form der H a 1-
bierungsmethode angewendet: Ein bestimmtes Volumen der ur.
spriinglichen oder bereits verdiinnten Keimsuspension wird jeweils 
auf die Halfte verdiinnt (die cine Halfte fUr die Kultivierung bereit
gestellt, die andere Halfte weiter verdiinnt); nach etwa 48stiindiger 
Bebriitung stellt man fest, in welchem Punkte der Verdiinnung noch 
Entwicklung von Organismen stattfindet; es ist dann noch e i n Keirn 
pro Fliissigkeitsvolumen vorhanden gewesen, woraus die Gesamtmenge 
an Keimen berechnet werden kann. 

Gleich teil verfahren (anzuwenden, wenn man libel' den J$;eim
gehalt der Probe bereits ziemlich gut orientiert ist, also zur Uber
priifung): Von del' je nach dem Keimgehalt auf ein bestimmtes Volumen 
verdiinnten Probe werden gleiche Mengen (z. B. je 1'ccm) in eine groJ3e 
Anzahl (20 -1 00) mit Nahrlosung beschickte Kolbchen verteilt. Bei 
richtiger Verdiinnung darf hochstem; in del' Hiilfte del' Kolbchen 
Mikrobenentwicklung stattfinden. 

4. Mikroskopische Methoden zur Identifiziilrung und Charakte
risierung der Mikroorganismen. 

Auf die Beschreibung des Mikroskopes und dessen Handhabung 
kann hier verzichtet werden; im folgenden gelangen nUl' einige Me
thoden des Mikroskopierens zur Besprechung, soweit diesel ben fijI' 
garungschemische Zwecke von Wichtigkeit sind. 

a) Anfertigung mikroskopischer Praparate. a) Einfache Prii
parate fur kurze mikroskopische Untersuchungen: Auf einem gut 
entfetteten Objekttrager l wird eine kleine Menge del' zu unter
suchenden KuItur mit einem Tropfen Wasser (odeI' physiologischer 
Kochsalzlosung) verrieben, das Deckglas aufgesetzt (so, daB keine 
Fliissigkeit an den Seiten austritt2) und die Untersuchung vor
genommen. 

1 Reinigung del' Objekttrager und Deckglaschen: Nach Gebrauch 
werden dieselben abgewischt und in einer Glasdose gesammelt, ill 
der sich Alkohol und verdiinnte Salzsaure befindet. Hierauf in heiJ3er 
Sodalosung yom Fett befreit und so lange mit Wasser gespiilt, bis sic 
klarerscheinen; schlie13lich mit verdiinnter Salzsaureund nochmals mit 
heiJ3em Wasser nachgewaschen, mit einem fettfreien nicht faserndem 
Tuch trocken ~ewiseht. Neue Glaser mit Xylol/odeI' Benzin odeI' 
auch Alkohol-Athergemisch entfettet und mit fettfreier feiner Lein
wand trocken gewischt. 

2 Eventuell ausgetretene Fliissigkeit ist mittels eines Stiickehens 
Filtrierpapier zu entfernen. 
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(3) Untersuchung im hiingenden Tropfen. Objekttrager mit 
Hohlraum; dieser mit einem Vaselinring umzogen; Deckglas, mit 
einem Tropfen der zu untersuchenden Kultur nach unten, auf die 
Hohlung aufgelegt, so daB es am Objekttrager festklebt. Vor
nahme der Untersuchung beginnend vom Rande des Praparates. 

y) A U8strichpriiparat ( Trockenpriiparat). Fix i e run g von Pr a -
paraten. Das zu untersuchende Tropfchen wird moglichst dunn 
mittels einer Platinnadel auf einem Objekttrager verstrichen, an der 
Luft trocknen gelassen, in der Flamme fixiert, indem der Objekt
trager' mit der bestrichenen Seite . nachoben··· msch dreimal 
durch die Flamme gezogen wird. Schonendere Fixierung-(unter 
Vermeidung einer Verschrumpfung, besonders bei SproB- und 
Schimmelpilzen) durch Eintauchen in Methanol (3 Minuten) oder 
in absoluten Alkohol (2-10 Minuten). 

b) Firbemethoden. Die Farbungen sind zur Charakt.erisiel'ung der 
Mikroorganismen von groLlter Bedeutung, da dieselben auf diese Weise 
leichter erkennbar werden; ferner sind diese Methoden auch zur 
Unterscheidung von Organismen geeignet, da gewisse Farbstoffe von 
manchen derselben aufgenommen werden, von anderen nicht. Unter
scheidung del' Farbung von Trockenpraparaten (ahgetoteter Zellen) 
und lebender Organismen (Vitalfarbung); im gegebenen Zusammen
hang ist die erste Methode von wesentlich groLlerer Bedeutung. 

Farbstoffe (vor aHem basische): Am haufigsten Methylenblau und 
Fuchsin, femer Methylviolett, Krystallviolett, Gentianaviolett, Bi.,
marckbraun, Malachitgriin. Die erstgenannten in konzentrierter 
alkohoIischer Losung, die beiden letztgenannten in konzentrierter 
waLlriger Losung aufbewahrt lrod unmittelbar VOl' Gebrauch mit 
Wasser verdiinnt (etwa auf das 1-10fache) und frisch filtriert (am 
bequemsten in eine Proberohl'e, in die ein Faltenfilter ohne Trichtel' 
eingesetzt wird). 

a) Gesamtfiirbung der Organismen. Vor aHem mit Fuchsin und 
Methylenblau: das auf einem Deckglaschen angelegte und wie 
oben fixierte Priioparat wird mit der bestrichenen Seite nach unten 
auf die Farbstofflosung aufgelegt (in einem Schalchen), nach 
einigen Minuten mit Wasser abgespult (zum Halten dient die 
CORNETsche Pinzette), mit Filtrierpapier gut abgetrocknet und 
untersucht. Das Praparat kann auch auf einem Objekttrager an
gelegt werden; es wird dann mit der Farbstofflosung betraufelt; 
im ubrigen wie zuvor. 

(3) GRAMsche Fiirbung. Dieselbe ermoglicht eine Untel'scheidung 
von Bakterien. Das fixierte, trockene Praparat wird unter Er
warmen 2 Minuten lang mit frisch bereitetem Gentianaviolett
Anilinwasser1 gefarbt, uberschussige Farbstoff1osung mit Filtrier-

1 100ccm Anilinwasser (frisch hergestellt durch Schiitteln von etwa 
5 ccm Anilin mit 100 ccm Wassel' und filtrieren), versetzt mit 11 ccrn 
gesattigter alkoholischer Gentianaviolettlosung. 
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papier abgetupft, einige Tropfen der LUGOLSchen LOsungl auf das 
~aparat gebracht, 1-2 Minuten einwirken gelassen; UberschuB 
abgetupft, sodann mit einigen Tropfen 96%igen Alkohols entfarbt 
(etwa Y2 Minute). Als grampositiv erscheinen nun aIle dunkelblau
violett gefarbten Mikroben, als gramnegativ aIle farblosen, die 
zweckmaBig mitverdiinnter Fuchsinlosung nachgefarbt werden, 
um sie besser sichtbar zu machen. Zur Kontrolle farbt man eine 
Bakterienart, die sich gegeniiber der Gramfarbung bekannt 
verhalt (Modifikation der Gramfarbung vgl. Nachtrag). 

Unter den Garungsorganismen verhalten sich grampositiv: Die 
meisten Strepto- und Mikrokokken, viele Milchsaurebakterien, die Sar
cinen, die sporenbildenden grol3eren Stabchenbakterien, die Akti
nomyceten und aIle Sprol3pilze; gramnegativ: Essigbakterien, die 
meisten Kurzstabchen (wie die Coligruppe) und die Vibrionen. 

y) Sporenfarbung. Die Sporen nehmen im Gegensatz zum 
iibrigen ZeIlkorper die Farbe schwerer an und geben sie auch 
schwerer abo Das stark fixierte Deckglaspraparat wird in 5%ige 
Chromsaurelosung gebracht, mit Wasser abgespiilt und 4 bis 
10 Minuten auf der FarblOsung (Carbolfuchsin nach ZIEHL 2 u. a.) 
unter etwas kraftigerer Erwarmung in schwimmendem Zustand 
erhalten, oder: Farblosung auf das Deckglaspraparl!-t gebracht 
(in der CORNETschen Pinzette eingespannt) und in der Mikro
flamme 1 Minute erhitzt (vom' ersten Aufwallen an gerechnet). 
Sodann unter der Wasserleitung abgewaschen, Y2 Minute in 
5%ige Schwefelsaure eingetaucht, wieder abgespiilt, in waBrige 
Methylenblaulosung gebracht und wieder abgewaschen. Die 
Sporen erscheinen rot, der iibrige ZeIlkorper (oder rein vegetative 
Formen) hellblau gefarbt. 

~) Gei/Jeljarbung: Wird bei garungschemisch wichtigen Ol'ganismen 
wohl nur selten zur Anwendung gelangen. Prinzip: Vornahme einer 
Beizung zwecks Aufquellen der Geil3elsubstanz und nachfolgende 
Farbung; dadurch wird die Anzahl der Geil3eln und die Art des Geil3el
'IlJISatzes sichtbar (nur bei beweglichen Mikroorganismen). 

e) Vitalfarbung. Einwirkung der sehr stark verdiinnten Farb
stoffe auf die lebenden Zellen. Farbstoffe: Methylenblau, Methyl
violett, Bisrnarckbraun, Auramin, Neutralrot usw. Sofortige 
Untersuchung, da die Zellen spater absterben. 

C) Herstellung von Dauerpraparaten. Fiir Vergleichszwecke von 
groBer Wichtigkeit. Das moglichst wenig Organismen enthaltende 
gefarbte Praparat wird in Kanadabalsam oder Cedernol einge
schlossen: Auf das Deckglaschenpraparat wird ein kleiner Tropfen 

11 g Jod und 2g Jodkali in 300ccm dest. Wasser. 
I 10 ccm gesiittigte alkoholische Fuchsinlosung + 100 ccm 5 %ige 

wal3rige Phenollosung. 
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Kanadabalsam (in Xylol gelost) gefugt und auf einen vollig 
sauberen und fettfreien Objekttrager aufgedriickt. Nach einigen 
Tagen ist der Kanadabalsam erhartet und die Seiten des Deck
glaschens werden mit Asphaltlack umstrichen. J ahrelange Halt
barkeit. Genaue Beschriftung auf angeklebten Etiketten. Die 
Anfertigung von Dauerpraparaten der wichtigsten Garungs
organismen ist fur Vergleichszwecke sowie zur Identifizierung 
der Organismen sehr wichtig. 

c) Messuogeo uoter dem Mikroskop. Am haufigsten unter Be
nutzung eines Okularmikrometers (runde Glasplattchen mit feiner 
Einteilung), das mit der Teilung nach unten in das Okular eingesetzt 
wird. Ermoglicht nur relative Messungen. Zur Bestimmung des ab
soluten 'Vex-tes eines Strichintervalles Eichung mit einem Objekt
mikrometer (Objekttrager mit einer Einteilung, bei der 1 mm in 
100 Teile geteilt ist, Abstand zweier Striche = 10), jeweils fiir eine 
bestimmte VergroI3erung. Vorgang: Bei normaler Tubuslange des 
Mikroskopes (die auch spater nicht mehr verandert werden darf) 
werden die Nullpunkte der beiden Skalen zur Deckung gebracht 
(durch Verschieben des Mikrometers und Drehen des MeI3okulars); 
Ablesung einiger sich deckender Teilstriche und Ermittlung des ab
soluten Wertes des MeI30kulars in sinngemaI3er Weise. 

d) Ziihluogeo uoter dem Mikroskop. (Methoden der direkten Keim
zahlung.) Die direkte Keimzahlung wird vor aHem fiir groI3ere 
Organismen, wie Hefen beniitzt. Man bedient sich dabei besonderer 
Zahlkammern oder Apparate. Ein naheres Eingehen auf dieselben 
eriibrigt sich, da den im Handel befindlichen Apparaten eine genaue 
Beschreibung und Gebrauchsanweisung beigegeben ist, aus der die 
Herstellung der Mikrobensuspension, die MaI3nahmen zur Trennung 
der einzelnen Zellen voneinander, die Durchfiihrung der Zahlung usw. 
ersichtlich werden (vgl. z. B. SKARschen Apparat, THOMA·ZEIsssche 
Zahlkammer, Bakterienzahlkammer nach M. STEINER u. a.). 

Fiir die Auszahlung von Bakterien verwendet man - falls die 
betreffenden Bakterien dies ermoglichen - gleichfalls Zahlkammern 
oder Apparate wie fUr Hefe. Vielfach muI3 man aber das Auszahlen 
im Dunkelfeld oder unter Benutzung gefarbter Ausstrichpraparate 
vornehmen. 1m allgemeinen wird man zur Keimgehaltsbestimmung 
in Bakteriensuspensionen lieber eine der S. 53/54 geschilderten Kultur
methoden anwenden. 

C. Vbersicht der wichtigsten Garungsorganismen (morpho
logische und physiologische Kennzeichnung derselben). 

1. Hefen. 
Vorkommen: Blutennektar, an vielen Pflanzenteilen (Blatter, 

Rinden usw.) und Fruchten (Trauben usw.). 1m Boden, in Milch, 
Mehl, Heringslake, im Darm usw., auch pathogen oder harmlos 
im lebenden Gewebe des Tierkorpers (Insekten, Wirbeltiere usw.). 
Symbiontiscke.s Vorkommenvon Alkoholhefen mit Milchsaure
bakterien (z. B. in sauren Milchgetranken wie Kefir, Kumys 
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usw., ferner bei der Sauerkrautgarung, im sogenannten Ingwer
bier usw.) oder mit Essigbakterien (z. B. in der Kombucha). 

M orphologische Charakteris~:erung: Die Hefen (SproBpilze) 
sind einzellige, selbstandige, sich nur durch Sprossung (Knospung) 
vermehrende Pilze. Sporenbildung normalerweise selten, kann 
durch besondere MaBnahmen erzwungen werden (Gipsblock
kultur); mit Hille der Federstrichkultur, der Riesenkolonien usw. 
sind weitere morphologische Merkmale erkennbar. Zellen: meist 
ellipsoidisch, seltener kugelig oder lang gestreckt. Durchschnitts
groBe etwa 5 X 8 ft, ausnahmslos unbeweglich, gewohnlich farblos. 
Mikroskopisches Bild: meist eine groBe und mehrere kleine 
Vakuolen. Kern durch Farbung sichtbar. Einlagerung von Fett
tropfchen 1 (starker lichtbrechende Kc.rnchen, Fettreaktion). Bei 
iippigem Nahrboden bzw. unter besonderen Bedingungen (vg1. 
S. 102) tritt Verfettung ein (Anstieg des Fettgehaltes bis etwa 
40% der Trockensubstanz), die Zellen sind dann viel groBer, zahl
reiche Granulationen weisen auf hohen Fettgehalt hin. 

Physiologische Charakterisierung: Die alkoholbildenden Hefen 
sind fakultativ anaerob, Vermehrung ur.d Wachstum an Gegen
wart von Sauerstoff gebunden, Garung auch bei LuftabschluB. 

Unterscheidung der Arten: Morphologisch schwierig, infolge der 
Gleichformigkeit nur moglich durch sorgfaltiges Studium der 
Reinkulturen, Ziichtungen und Feststellung der morphologischen 
und physiologischen Eigenschaften, und zwar: Sporenform, Aus
sehen der Kolonien, EinfluB von Temperatur und Sauerstoff, 
Garvermogen gegeniiber verschierlenen Zuckerarten, Enzym
gehalt usw. 

Einteilung der He/en in zwei Hauptgruppen je nach dem Ver
mogen zur Sporenbildung: 

Sporenbildende Helen (Saccharomyces): Hierher gehoren die tech
nischen Hefen, vor aHem die Alkoholhefen des Garungsgewerbes; 
Einteilung derselben nach praktischen Gesichtspunkten (Verwen
dungszweck usw.); ober- und untergarige Hefen2, stark und schwach 
garende Hefen, flockige und staubige Hefen usw.; unter den Kultur-

1 Die im Plasma (zum Teil auch in der Vakuole) befindlichen 
Einschliisse (Granula, Kornchen) sind meist Fett, seltener auch Ei
wei13 oder Glykogen oder Volutin (Nucleinsaureverbindungen). 

2 Charakteristik derselben: Die obergarigen Hefen (Bier-. 
Brennerei- und Pre13hefen) haben nichtschleimige ZeHwiinde, am Ende 
der Giirung befindet sich die Hauptmenge oben im Schaum (Raffinos!' 
wird durch obergiirige Hefen kaum vergoren). Die untergarigen 
Hefen (Bier. und Weinhefen) haben schleimige ZeHwiinde, die Zellen 
klumpen zusammen und bilden einen festen Bodensatz; der Schaum 
ist arm an Zellen (Raffinose wird vergoren). - Unterschiedn in dflr 
"~xtrahierbarkeit der Ferrnentfl und C'ofermenk. 
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hefen sind besonders von Wichtigkeit: Saccharomyces cerevisiae (Bier-, 
Brennerei- und Pre13hefen) sowie Saccharomyces ellipsoidcus (Schaum
wein- und Obstweinhefen). Einteilungsmoglichkeit auf Grund des 
Verhaltens gegeniiber Disacchariden; Vergarung von: 1. Maltose und 
Rohrzucker (nicht Milchzucker); die meisten technischen Hefen. 
2. Rohrzucker (nicht Maltose und Milchzucker). 3. Maltose (nicht 
Rohrzucker und Milchzucker). 4. Milchzucker (die sogenannten Milch
hefen). 5. Glucose (keine Disaccharide). 6. Kein Garvermogen. 

Sporenlose He/en (Kloeckera = PAAudosaccharomyces, Flmgi im
perfecti): Meist mit geringem oder keinem Garvermogen, in der 
Natur sehr verbreitet: Z. B. als Schadlinge insbesondere saurer oder 
gegorener Getranke auftretend, ferner in den Gerb- oder Sauerkraut
briihen: Kahmhefen (Mycoderma), Torulaarten, Pastorianushefen, 
Exiguushefe usw. Sodann rote und schwarze Hefen (in Milch und 
Kase), schlie13lich auch manche pathogene Hefen. 

t"bersicht einiger garungschemisch wichtiger Hefen Ygl. in Tab.IX. 

2. Bakterien. 

Allgemeine morphologische Oharakterisierung: Meist farblose (jeden
falls nicht chlorophyllgriine) einzellige Organismen, die sich aus
schlie13lich durch Zweiteilung (" Spaltung", Spaltpilze) ungemein 
rasch vermehren; dazu kommen noch manche mehrzellige fadigo 
Formen (Fadenbakterien), die morphologisch zu den Fadenpilzen 
uberleiten. Sporenbildung (stets auf vegetativem Wege) vielfach vor· 
handen (hochgradige Widerstandsfahigkeit del' Sporen gegen Hitz!) , 
Eintrocknung, Gifte usw.). Nach neueren Befunden sollen auch ultra
mikroskopische Ent~icklungsformen existieren, die auch HartfilteI" 
passieren (LOHNIS). Uber die eventuelle garungschemische Bedeutung 
dieser Formen ist noch nichts bekannt. Zell/orm: Kugelig oder 
zylindrisch, meist gerade, seltener schraubenformig (Kugel-, Stab
chen· und Schraubenbakterien). ZellgrofJe: Etwa 0,5 X 1,u oder 1 X 4,u, 
vielfach kleiner, doch auch gro13er. Mikroskopisches Bild: Zellkern 
nicht sichtbar, oft lebhafte Eigenbewegung mit Hilfe von Gei13eln 
(Cilien), die erst nach besonderer Behandlung sichtbar werden 
(Beizen und Farben, vgl. S.56). Sporen bei manchen Stabchenarten 
vorhanden, stets in der Einzahl, kugelige oder ellipsoidische, stark 
lichtbrechende Gebilde (Stabchen mit Sporenbildung sind 
Racillen, solche ohne Sporenbildung Bakterien.)l 

N omenklatur: Hinsichtlich der Bezeichnung der Mikroorganitnnt,n 
iRt bis heute noch kein e einheitliche Regelung erfolgt" da die dim~
bezuglichen Bemiihungen der Bakteriologen noch zu keinem allgemein 
anerkannten System gefiihrt haben. Zweckma13igerweise sollte man 
bei Veroffentlichungen die Bezeichnungen der American Type CnltUI'(, 
Collection verwenden2 • 

Physiologische Oharakterisierung und Einteilung: Aerobe und 
anaerobe, fakultativ anaerobe Fo~men; auf Gnmd der physiologischen 

1 Die Bezeichnung wird allerdings meist nicht konsoquent 
dnrchgefiihrt. 

2 Auch im vorliegt'nd('ll Hueh iAt dieH"1n Vorsehlag woitgeh(>IHIHt 
Bechnung gctrag(·lJ. 
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Wirkungen anoxydative und oxydative Bakterien. 1m folgenden 
werden die wichtigsten technischen Bakteriengruppen und einige Ver
treter derselben kurz besprochen. 

a) Milehsaurebakterieo. Vorkommen (als Erreger der meisten 
spontanen Sauerungsvorgange): In Maische, PreBhefe, Bier, Wein, 
Milch, Sauerkohl, Sauerteig, in sauernden Vegetabilien (Gurken, 
Griinfutter) usw. 

Morphologie: Zellform und ZellgroBe bei den einzelnen Bak
terien sehr verschieden (Langstabchen, Kllrzstabchen, ei- bis 
kugelformig). 

Physiologi8che Eigenschaften: Erregunb der Milchsauregarung, 
dabei verschiedenes Verhalten gegeniiber den einzelnen Zucker
arten; Verhalten gegeniiber der Temperatur: vielfach warme
liebend; Thermobakterien. Haufig als Schadlinge bei der PreB
hefefahrikation (verursachpn Zusammenflocken der Hefe). Ver
wendung zur Milchsa.ureproduktion sowie zur Sauerung von 
Getreidemaisehen bei der Spiritusbrennprei sowie bei der WeiB
biererzeugung. Cbo,rakteristik einiger Milchsaurebakterien nnd 
verwandter Organismen vgl. in Tab. X. 

b) Propionsauf('bakterien. V orkommen: In Schweizer Kiise, 
spielen bei der Reifung desselben eine Rolle (Lochbildung). 
Hauptform: Propionibacterium sp. (Bac. acidi propionici), mit 
vielen Variallten (Stammen). je nach der Herkunft verschieden. 

M orphologische und physiologische Charakterisierung: Zumeist 
grampositiv, katalasepositiv (manchmal allerdings nur sehr 
sehwach), Gelatine nicht verfliissigend, unbeweglich, in der 
Regel nicht sporenbildend. Kraftiges Wachstum vor aHem unter 
anaeroben Bedingungen (unter aeroben Bedingungen keine so 
gute Entwicklung). Wachstum auf Agar meist relativ schlecht. 
Variabilitat der Zellform: Vnter anaeroben Bedingullgen bilrlen 
sich in neutralem Medium kleine Kurzstabchen, unter aero ben 
Bedingungen sind die Zellen irregular geformt, keulenformig 
geschwollen, in saurem Medium bilden sieh neben den normalen 
Zellen kleine streptokokkenartige Zdlen, lange irregulare Stab chen 
und andere Formen. 

c) Butylogeo{l Bakterieo. Vorkommen: Erde (besonrlers Garten
erde) , Schlamm, Abwasser usw. Gemeinsarue Merkmale: Sporen
bildung, meist auch Beweglichkeit, hohes Temperaturoptimum, 
anaerobe Lebensweise, charakteristisch ist das Auftreten von 
Spindel- oder Clostridiumformen, in denen vielfach je eine Spore 
vorhanden ist, dabei haben wir es oft mit folgendem Vorgang 
zu tun: aus den vegetutiven Zellen entstehen in einem gewissen 
Stadium die oft keulenformigen Clostridiumformen, in denen sich 
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Bakterien. 65 

Sporen ausbilden, die nach dem Absterben des iibrigen Zellkorpers 
frei werden. Die Sporen selbst sind meist sehr wjderstandsfahig 
gegen Hitze (2 Minuten langes Kochen in, waBrigE'r Losung 
schadigt nicht). Zellen jiingerer Generat,ionen zeigen starke Be
wegung; sobald sich die Garungsprodukte anhaufen (insbesondere 
bei der Butanol-Aceton-Garung) tritt auffallende Abnahme der 
Garungsorganismen (insbesondere der vegetativen Formen) ein. 
Bei Clostr. aceto-butylicum sind sowohl die vegetativen Formen 
wie die Clostridien anfangs gramposibiv, nach 75 Stunden gram
negativ (sobald die Garung in der Regel beendet ist). Eine 
nahere Charakteristik einiger Vertreter dieser Gruppe ist in 
Tab. XI gegeben. 

d) Cellulose vergarende Bakterien. Erreger der Methangarung 
und verschiedener Saurega,rungen bei hohen Temperaturen 
(vielfach bei 60-70°). Noch wenig erforschte Gruppe. Tatigkeit 
im Boden: Humifizierung der Holzsubstanz; Vorkommen im 
Schlamm, Pferdemist, regelmaBig im Pansen der Wiederkauer, 
ferner im Diinger (allerdings unerwiinscht: Speckigwerden des
selben). Vornehmlich physiologisch charakterisiert: z. B. Bildung 
von Essigsaure neben Milchsaure, oder neben Alkohol, oder 
andere Fettsi:i.uren neben Alkohol und Methan, stets neben CO2 

und H 2 ; cigentliche Methanbakterien: Bildung von Methan, 
CO2 und H 2 • Abwasserbakterien:· Zersetzung verschiedener 
organischer Verunreinigungen von stiidtischen und gewerblichen 
Abwiissern auf Rieselwiesen, in biologischen Fiillkorpern usw. 
Methangarung durch den Faulschlamm ("belebten Schlamm") in 
Faulraumen. 

e) Essigbakterien. Allgemeine Kennzeichnung: Ausgesprochen 
aerobe, stets sporenlose, meist unbewegliche Stabchen, sehr klein: 
etwa 0,5 X 1,5 fl, meist in oberflachlichen, zarten Hautchen, oft 
zu langen Ketten verbunden, aber auch untergetaucht, zu 
Triibungen der Fliissigkeit AnlaB gebend. Kolonienbildung auf 
festen Nahrboden recht verschieden, oft charakteristisch, aller
dings auch abhangig von der Ziichtungsweise und Entwicklungs
dauer. Vermogen zur Gelatineverfliissigung ganz selten. Ande
rungen der Zellgestalt sehr haufig, von EinfluB sind dabei Tem
peratur, Alter, Ernahrungsweise. Hypertrophische Zellformen 
(Riesenzellen) unter ungiinstigen Wachstumsbedingnngen. 

Systematik und Einteilung: Von verschiedenen Gesichtspunkten 
aus versucht worden. Morphologische Unterscheidung schwierig, da 
aIle fast das gleiche Aussehen haben, wohl aber Unterschiede im 
Sauerungsvermogen gegeniiber verschiedenen Alkoholen, Zucker
arten usw. Einteilung nach praktischen Gesichtspunkten, z. B. nach 

Bernbauer, Garungscbemiscbes Praktikum, 2. Auf!. 5 
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Schimmelpilze (Mycelpilze). 67 

HENNEBERG (1909) vier Gruppen: Maische und Wiirzebakterien, Bier
essigbakterien, Weinessigbakterien, Schnellessigbakterien; nachLAFAR 
(1914) vier Gruppen: Bieressigbakterien, Weinessigbakterien, Schnell
essigbakterien, Schleimessigbakterien. Einteihmgsversuche auf Grund 
des chernisch-physiologischen Verhaltelli!. sind noch nicht als be
friedigend anzusehen, da stets gewisse Ubergange vorhanden sind, 
einzelne Bakterienstamme selbst sich verschieden verhalten konnen 
und schlie.l3lich noch nicht aIle physiologischen Merkmale geniigend 
untersucht sind. In Tab. XII sind einige Essigbakterien angefiihrt, 
die fiir technische sowie praparative Zwecke von Interesse sind. 

3. Schimmelpilze (Mycelpilze)l. 

Allgemeine Charakteristik: Schimmelpilze sind h6her entwickelt 
ala die SproBpilze und Spaltpilze. Del' Pilzktjrper besteht aus einer 
dicht verwebten Fadenmasse (Mycel, aus einzelnen Zelliaden, 
Hyphen zusammengesetzt). Als Sporen im eigentlichen Sinne 
(Endosporen) sind nur die im Inneren von Schlauchen, Kapseln 
usw. entstehenden Fortpflanzungszellen zu bezeichnen. Bei den 
h6chst entwickelten Formen Fruchtorgane (Konidien) nach auBen 
ausgebildet, in oder an denen meist einzellige Sporen (Exosporen, 
K 0 nidi 0 s po r en) ge biIdet werden; dieselben besitzen verschiedene 
Form und Farbe (meist charakteristisch) und dienen zur Fort
ziichtung der Pilze (vom Techniker auch als "Sporen" schlecht
weg bezeichnet). Bei einfachen Pilzen Ubergangsformen zwischen 
Hefen und Schimmelpilzen: Bildung von Zelliormen, die sich 
durch Sprossung vermehren, neben den Hyphen. Fiir die technische 
Mycologie sind insbesondere folgende Gruppen von Interesse: 

Aspergilla.ceen, insbesondere mit den Gattungen Aspergillus 
und Penicillium. Aspergillus: Die Konidientrager (Sterigmen) 
bilden an ihrem Ende kolbige oder runde Anschwellungen 
(Columella), aus denen meist oben oder allseitig Sterigmen und 
Conidiosporen hervorgehen. Farbe derselben: griin, gelb, braun, 
grau bis schwarz. Peritbetienbildung vorhanden. Optimale 
Wachstumstemperatur: 27-30°. Manche Arten sind pathogen. 
Penicillium: Farbung der Konidiosporen, des Mycels sowie des 
Substrates zu unterscheiden, meist griin gefarbte Pilzrasen. Die 
aus dem Mycel herauswachsenden Konidientrager besitzen lange 
verzweigte Pinsel mit den Sterigmen und Konidiosporen. Wachs
tumsoptimum meist zwischen 20 und 30° (vgl. Tab. XIII). 

1 V gl. dazu THOM und CHURCH: The Aspergilli, Baltimore 1927. -
THOM: The Penicillia, Bailliere, Tindall and Cox, London 1930. -
Hinsichtlich des mitiirlichen Vorkommens von Pilzen vgl. NIET
HAMMER: DiemikroskopiRchen Bodonpilze, 'S-GRAvENHAGE, W. JUNK, 

1937. 
5* 
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72 Gargefa13e und Gargerate. 

.1~fucorineen (Kopfchenschimmel): Sporangientriiger verzweigt 
oder unverzweigt mit Endsporangiurn. Bei der Reife gelangen 
die Sporen durch ZerreiBen der Sporangiumwand ins Freie. 
Haufig Gemmen oder Chlamydosporen (fortpflanzungsfahige 
Dauerzellen) in den Hyphen des Mycels. Kugelzellen ahnlich den 
Hefezellen (mit Sprossung) vielfach vorhanden1. Hauptvertreter: 
Mucorarten und Rhizopusarten (bei den Ietzteren Auslaufer 
[Stolonen, Rhizoiden] vorhanden). Vgl. Tab. XIV. 

II. Methoden zur Durchfiihrung der Garungen 
( Garungstechnik). 

A. Gargefa8e und Gerate. 

Je nach der Art der durchzufiihrenden Garung verschieden; ins
besondere je nachdern, ob es sich urn oxydative oder anoxydative 
Garungen handelt. Manche der zur Kultivierung der Garungsorga
nismen geeigneten Gefa13e (vgl. S. 26 ff.) sind auch zur Durchfiihrung 
von Garungen verwendbar. 

1. Anoxydative Garungen. 

a) Einfache GargefiiBe. a) Fur Kleinversuche: ERLENMEYER
oder Stehrandkolben von pas sender GroBe, versehen mit Gar
verschluB (vgl. Abb. 7). Derselbe wird mit etwa 20%iger 
Schwefelsaure oder noch besser mit Glycerin gefiillt. 

(3) Fiir Gro(Jver8uche: Benutzung groBer gewohnlicher Flaschen 
(von 10-151 Inhalt) oder groBer Glasballons2 (von 30-60 I 
Inhalt), versehen mit RiickfluBkiihler und Gaswaschflasche (urn 
leicht flitchtige Garprodukte zuriickzuhalten) sowie einer Ieicht 
verschlieBbaren ()ffnung zur Probeentllahme (vgl. Abb. 8). 

b) Gargerate mit Riihrvorrichtung. Benutzung WOULFFscher 
Flaschen mit Riihrwerk (Abb. 9), Riihraufsatz mit Wasser (oder 

Quecksilber) gefiillt, dient zugleich als GarverschluB. Ein oberer 
Tubus wird zumeist mit Tropftrichter oder Burette usw. zu ver-

1 Hinsichtlich der Bedingungen fUr die Bildung von Kugelhefe 
sowie Besonderheiten im physiologischen Verhalten derselben vgl. 
H. LUERS, R. KUHLES und H. FINK: Bio. Z. 217, 253 (1930). 

2 Z. B. gewohnliche Saureballons. 
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sehen sein, der andere Tubus kann zum Hinzufiigen fester Stoffe 
dienen (z. B. CaCOs' Zusatz VOn Hefe usw.); der untere Tubus dient 

b 

Abb. 7. Gilrverschliisse. 

Abb.9. 
GitrgefiUl mit Riihrwerk. 

Abb. 8. Anordnung fiir groJle 
Gilrversuche. 

Abb. 10. Riihraufsatz fiir 
groJle G lirgef/iJle. 

zu Probeentnahmen. Fiir groBe GargefaBe (z. B. Glasballons) 
benutzt man einen Riihraufsatz (Abb. 10) in sinngemaBer Weise. 



74 Gargefii.l3e und Gerate. 

2. Oxydative Giirungen. 
a) Anordnungen fUr Oberfliiehengiirungen. a) Einfache Gar

gefiifJe filr Oberfliichengiirungen: ERLENMEYER-Kolben, FERNBACH
Kolben (vgl. Abb. 1.5), PREISs-Kolben 1, HouLE-Kolben, Kultur-

Abb.11. Abb.12. Abb.13. 
Kulturkolben nach HIDA. PREISS-Kolben. HOULE-Kolben. 

kolben nach HIDA2 (vgl. Abb. H-13), groBe Glasschalen oder 
M.etallschalen (z. B. aus Aluminium). Einrichtungen zum Aus
wechseln der Fliissigkeit, fUr Probeentnahmen sowie Zusatze: z. B. 

Abb.14. 
ERLENMEYERkolben 
mit Anordnung zur 
Probeentnabme und 

Auswecbslung der 
Fliissigkeit sowie zum 
Zusetzen fester Stoffe. 

ERLENMEYER-Kolben mit Rohr zum Zusetzen 
von CaC03, sowie einem zweiten Rohr zum 
Austausch der Fliissigkeit und zur Probe
entnahme unter v6llig sterilen Bedingungen 
(vgl. Abb. 14). Einrichtung eines FERNBACH
Kolbens zur Probeent.nahme sowie zum Aus
wechseln der Fliissigkeit (Abb. 15). Bei a 
befindet sich ein Wattebausch, bei b eine 
Graduierung. Die Handhabung ist wohl ohne 
weiteres verstandlich. 

f3) Oberfliichengiirungen in grofJerem MafJ
stab. Am zweckmaBigsten ist der Sterilin
kubator von NORn 3, der ohne weitere Hilfs
gerate sofort verwendbar ist (vgl. Abb. 16). 

Von Wichtigkeit ist bei diesen Oberflachen
garungen stets die Schaffung, einer richtigen 
Beziehung zwischen Oberflache und Volumen, 

1 Man verwendet dieselben zweckmaJ3iger Weise nur bei gleich
zeitiger Beliiftung des Gasraurnes, da sonst die Sauerstoffversorgung 
schlecht ist. 

: HIDA: J. of the Shanghai Sc. lnst. [4] 1, 201 (1935) •. 
F. F. NORD, H. HOF!!TETTER und E. DAMMANN: BlO. Z. 293, 

231 (1937). - Hinsichtlich anderer derartiger Apparate vgl. PETERSON, 
PRUESS, GORCICA und GREENE: Ind. Chern. 2o, 213 (1933); s. ferner 
MAY, HERRICK, MOYER und HELLBACH: Ind. Chern. 21,1198 (1929); 
RAISTRICK und Mitarbeiter: Trans. Roy. Soc. London B 220, 136 
(1931). > 
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Abb.15. FERNBAOH·Kolben mit Anordnung zum Auswechseln der Kulturfliissigkeit 
sowie zu Probeentnahmen. 

Abb.16. Sterilinkubator von NORD. 
1 = EntHiftungstubus. 
2 = Dampfentwickler (zwecks Sterili· 

sation). 
3 = Thermoregulator. 
4, = Anschlufl an die Wasserleitung. 
5 = Abflufl des Kondenswassers. 

6 = Heizpatrone zum Sterilisieren der 
eintretenden Luft. 

7 = Impftuben. 
8 = Hebel zum Heben der Glasdeckel 

der Kulturschalen. 

(Die Pleile im Innern des Sterilisierkubators geben den Weg des Damples bei 
der Sterilisation an.) 
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da die Sauerstoffversorgung nur von der Oberflaehe her erfolgen 
kann. Die Sehiehthohe ergibt sieh aus dem Verhaltnis des 
Volumens (in Kubikzentimeter) zur Oberflaehe (in Quadrat
zentimeter), also z. B. bei einem Volumen von 2000 eem und 
einer Oberflaehe von 1000 qem ist das Oberflaehen!Volumen
Verhaltnis = 2 und daher die Sehiehthohe 2 em. Ebenso ergibt 
sieh die GroBe der Oberflaehe aus dem Verhaltnis Volumenj 
Sehiehthohe. Die Umsetzung des Substrates ist um so raseher, 
je kleiner die Sehiehthohe ist; bei groBeren Oberflaehen konnten 
bisher in Laboratoriumsversuehen noeh Fliissigkeiten von 5 bis 
6 em Sehiehthohe gut verarbeitet werden, doeh war dabei natur
gemaB die Versuehsdauer entspreehend verlangert. 

SOOccm 

Abb. 17. Beliiftungsgefal3. Abb.18. Gaswaschflasche 
nach KLUYVER (ScHoTTund Gen. Nr.101 a). 

y) Anordnungen fur Oberfliichenwachsturn unter Ruhren; Be
nutzung eines GargefaBes gemaB Abb. 9: dureh den einen oberen 
Tubus wird ein Rohr eingesetzt, das oberhalb der Fliissigkeits
oberflaehe endet und zur zeitweisen Luftdurehleitung dient. Da zu
naehst Myeelentwieklung an der Oberflaehe stattfi~det (z. B. bei 
Sehimmelpilzen), darf mit dem Riihren erst naeh vollkommener 
Ausbildung der Pilzdecke begonnenwerden. Sowohl Luftdureh
leitung wie das Riihren (z. B. Au£sehlammen von CaC03 ) ist 
vorsiehtig vorzunehmen. 

b) Anordnung fur Giirungen unter Berieselung; z. B. fUr Oxy
dationen mit Essigbakterien gemaB dem Prinzip der Sehnellessig
fabrikation. Benutzung eines Rieselturmes mit Anordnung zum 
Durehleiten von steriler Luft und zum automatischen Hinauf
driicken der Garlosung (vgl. Ubung 35 c). 
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b) Anordnungen fUr submerse Giirungen. Es sind hier einige 
Typen von Versuchsanordnungen entwickelt worden, je nach dem 
Zweck und den Organismen: 

! 
1 

Abb. 19. Hefeziicbtungsapparatur nach FINK (BelUftungsapparatur Modell I). 
(=:Anschlull an die Prellluftieitung. 5 = Heizspirale. 
2 = Filterung und Messung der Luft. 6 = Thermometer. 
3"= Absorptionsturm. 7 = Einrichtungen zum Auffangen 
4 = ~Filterkerze. fiiichtiger G1Irprodukte. 

a) BeliiftungsgefafJe mit einem Boden aus Sinterglas (G 3). 
wodurch eine sehr feine Luftverteilung gewahrleistet wird: Be
liiftungskolben nach KLUYVER1 (vgl. Abb. 17) oder Gaswasch
flasche (vgl. Abb. 18)2. 

1 KLUYVER, DONKER und VISSER T'HooFT: Bio. Z. 161, 361 (1925). 
2 Empfohlen von MAY, HERRICK, MOYER und WELLS: Ind. Chem. 

26, 575 (1934). 
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Ferner kann man auch gro£e unten tubulierte Flaschen mit 
eingedichtetenFilterkerzen benutzen. Fur groBere Versuche konnen 
die Modelle II oder 112 (Abb. 19 und 20) verwendet werden. 
Modell I benutzt eine Filterkerze zur Gasverteilung, Modell II 

J 

2 

Abb.20. 
Be\uftungsapparatur. Modell II. 

I = Wattefilter. 
2 = Holzgestell. 
3 = Metallring mit Schrauben-

verschlnLl. 
4 = Gummimanschette. 
5 = Hahn znr Probeentnahme. 
6 = AnsatzfUrdieZu\aufvorrichtung. 

eine porose Platte3 ; Modell I ist 
zur direkten Heizung eingerichtet, 
wahrend II in einem konstant ge
heizten Garraum unterzubringen 
ist. In Abb. 19 sind auch alle Ge
rate fUr eine genaue Stoffwechsel
untersuchung eingezeichnet. Bei 
Modell I konnen auch mehr als 
zwei Glaszylinderubereinander an
gebracht werden; auch beiModell II 
kann der Nutzinhalt durch Da
zwischenschalten von Glaszylin-
dern zwischen die obere Glocke 
und die porose Platte vergro£ert 
werden. Dies ist besonders bei 
schaumenden Fliissigkeiten von 
Wichtigkeit. 

Fur noch groJ3ere Versuche 
kommen Metallapparaturen 4 oder 
Holzgerate in Frage (vgl. auch 
S.94). 

AIle Anordnungen sind be
sonders geeignet zur Zuchtung 
von Hefen, manche auch fur Oxy
dationen mit Essigbakterien. -
Fur PiIze meist nicht sehr ge
eignet, da die porosen Platten 
allmahlich durch zuwachsendes 
Mycel verlegt werden. 

(3) Erzeugung von Schiittelmycel. 
Man arbeitet dabei nach KLU¥VER5 

1 FINK. LECHNER und KREBS : Bio. Z. 299, 28 (1938). 
2 1m eigenen Laboratorium ausgearbeitet. V gl. dazu KNOBLOCH: 

Diss. Prag 1938. 
3 Filterkerzen sowie porase Platten sind z. B. durch das Filter

werk MeWen beziehbar. 
4 BRAUN und PFUNDT: Bio. Z. 287, 116 (1936). 
5 KLUYVER und PERQUIN: Bio. Z. 266, 68 (1933). - PERQUIN: 

Diss. Delft 1938. 
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in ERLENMEYER-Kolben, die auf einer Schiittelmaschine montiert 
sind, die in der Minute 80 Hin- und 80 Herbewegungen macht 
(vgl. dazu Ubung48d). Anordnung besonders zum Studium grund
satzlicher ~~ragen bei Pilzgarungen geeignet, da ein homogenes 
Zellmaterial erzeugt wird (im Gegensatz zum Oberflachenmycel). 

y) Submerse Giirungen in der Giirtrommel unter erh6htem Druck. 
Diese Anordnung hat sich insbesondere fUr technische oder halb
technische Zwecke vorziiglich bewahrt. Kleinere Apparate konnen 
aber auch fUr laboratoriumsmaBige Versuche verwendet werden. 
Das Wesentliche der Anordnung ist schematisch aus Abb. 21 

5 

J 

Abb.21. Schema einer Giirtrommel. 

1 ~ Luftzutritt } R t t· h ·t St fb" h 2 ~ Luftaustritt 0 a lOnsae se ml op ue sen. 
3 ~ Antrieb samt Lager. 
± ~ Lager. 
5 ~ Einfiilltubus. 
6 ~ Sehaufeln. 

ersichtlich. Die Gartrommel dreht sich urn eine horizontale 
Aohse. Die im Innern befindlichen Schaufeln bewirken eine 
Verstaubung der Fliissigkeit in der durchstreichenden Luft 
(vgl. dazu Anhang zu Ubung 42). Die Anordnung ist sowohl 
fUr oxydative Bakteriengarungen wie Pilzgarungen vorziiglich 
geeignet und scheint die Zukunftsmethode der oxydativen Garungen 
iiberhaupt vorzustellen. 

B. Die Durchfiihrung der Glirungen. 
1. Das Ansetzen der Garversuche im allgemeinen. 

a) Vorbereitung der Org'anismen. Wir haben hier zweierIei Moglich
keiten zu unterscheiden, und zwar je nachdem, ob man die Giirungs
organismen in dem zu vergarenden Substrat direkt zur Entwicklung 
bringt, oder ob man mit Massen del' betreffenden Organism en 
arbeitet. Wahrend im ersten Fall die zu vergiirenden Substrate aile 
erforderlichen Nahrstoffe enthalten miissen, konnen im zweiten Fall 
Losungen der zu verarbeitenden Stoffe allein verwendet werden. 
Fur beide FaIle sind zuniichst die Impfkulturen in zweckmaJ3iger 
Weise vorzubereiten (vgl. dazu auch S. 47 und 50). 

a) Die Entwicklung der Giirungsorganismen im Giirsubstrat ist 
insbesondere bei der Durch£iihrung von Gi1rungen unter tech
nischen Gesichtspunkten von Wichtigkeit. Vor dem Ansetzen 
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eines Versuches muB fUr die rechtzeitige Vorbereitung der 
Kulturen gesorgt werden, mit denen das Garsubstrat dann 
geimpft wird. 

Bei Hefen konnen die Reinkulturen auf festen Substraten 
(AgarnahrbOden) vorbereitet werden. Die Impfung erfolgt durch 
Aufschwemmung in sterilem Wasser und Zusatz der Suspension 
zum Nahrboden. Fiir groBere Garversuche bereitet man zlmachst 
in der geschilderten Weise einen kleineren Ansatz vor, und fUgt 
dann, sobald kraftiges Wachstum bzw. Garung eingetreten ist, 
diesen insgesamt zu dem vorbereiteten groBen Giiransatz. 

Bei Bakterien 'geht man grundsatzIich in der gleichen Weise 
vor, und impft von der Stammkultur (auf festem oder fliissigem 
Substrat) zunachst in einen kleinen Ansatz ein, den man dann 
nach geniigender Entwicklung (meist nach 1-2 Tagen) zu dem 
10- bis 20fach groBeren Garansatz hinzufUgt. 

Bei 8chimmelpilzen impft man mittels einer Sporensuspension, 
die man durch Abspiilen der in Agarrohrchen geziichteten 
Kulturen gewinnt. Die Sporenkultur soIl nicht alter als etwa 
1--4: Wochen sein. V gl. dazu auch S. 47 sowie Lrbung 46 c. (Tech
nisch wird auch durch Einblasen der reifen Sporen geimpft.) 

fJ) Arbeiten mit fertigem Organismenmaterial: Diese Methode 
wendet man insbesondere fUr die Klarung wissenschaftlicher 
Fragen an; sie ermogIicht infolge der Anwendung groBer Massen 
von Organismen eine rasche Verarbeitung des dargebotenen Sub
strates (vielfach innerhalb weniger Stunden). Andrerseits konnen 
so auch Stoffe vergoren werden, die schadigend wirken und 
keine Entwicklung der Garungserreger gestatten. Die benutzten 
Organismenmassen dienen in gewissem Sinn als Ersatz fiir Enzym
praparate. Man benutzt daher auch, um klare Verhaltnisse zu 
schaffen, nach Moglichkeit Organismen, die frei von Reserve
stoffen sind, so daB tatsachlich nur die dargebotenen Substrate 
verarbeitet werden. Die Rerstellung der betreffenden Organismen
massen erfolgt grundsatzIich gemaB dem unter a) Gesagten. 

Hefen: Man arbeitet in der Regel mit Bier- oder Brauereihefen, 
die man in frischem Zustand bezieht und einer Vorbehandlung 
unterwirft (Waschen, Abpressen usw.). 

Besonders fiir enzymchemische Untersuchungen ist eine Ver
armung der Refe an Reservestoffen von Wichtigkeit, da dadurch 
die Eigengarung und Eigenatmung wesentIich herabgesetzt werden 
kann. Der Wert der "verarmten" Refe fiir enzymatische Unter
suchungen ist dem der "ruhenden Bakterien" (vgl. unten) durch
aus ahnlich. 
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Bakterienmassen werden durcb ZiichtUllg der Bakterien in 
besonderen Substraten bergestellt, durcp. Abzentrifugieren ge
wonnen und dann nocheiner Vorbebandlung unterzogen (vgl. 
z. B. V"bung 18 b sowie 37). 

Besonders kleine Bakterien miissen mit einer Superzentrifuge 
gewonnen werden 1. 

Die Metbodik der "rubendenBakterien" (Quastel192<i) bietet 
wesentlicbe Vorteile. Derartige Bakterien vermogen allerdings 
nicht immer die gleichen Wirkungen zu entfalten, wie die 
wachsenden und in voller Garung befindlichen Zellen. Sehr wichtig 
diirfte hier auch das Alter und die Art der Vorziichtung der ge
wonnenen Bakterien sein (vgl. auch Anhang zu Ubung 42). 

Schimmelpilze: Man arbeitet z. B. mit "fertigen" Pilzdecken, 
die auf einem besonderen Nahrboden hergestellt werden; das Sub
strat wird dann unter Schonung der Decken gut entfernt, die Pilze 
noch hungem gelassen und schlieBlich die zu verarbeitende Losung 
eingefiillt. Wenn ein moglichst homogenes Zellmaterial verwendet 
werden solI, so arbeitet man mit submersem Mycel, das durch 
Luftdurchleitung oder mittels der Schiittelkultur gewonnen wird 
(vgl. S. 77 ff. und Ubung 48 d). 

Fiir die Wirksamkeit derartigen Mycels in bestimmter Hinsicht 
(also fiir den Gehalt an bestimmten Enzymen und Enzymkom
plexen) ist vor aHem die Art der Ziichtung des Pilzes von aus
schlaggebender Bedeutung (Gehalt der Losung an N, P usw.) 
Die Bedingungen sind dabei allerdings andere als bei der Ober
flachenkultur. 

b) Herstellung der Garsubstrate. J e nach Art der Garung sehr 
verschieden (Maischen, klare Losungen usw.). Von groBer Wichtig
keit ist die Sterilisation der Garsubstrate (Methoden vgl. S. 37), 
und zwar erfolgt dieselbe am einfachsten direkt in den Gar
gefaBen; starkwandige GefaBe, die ein Erhitzen nicht vertragen, 
miissen durch Ausspiilen mit SublimatlOsung keimfrei gemacht 
werden. Nach griindlichem Waschen mit sterHem Wasser wird 
die in passenden Kolben sterilisierte Garfliissigkeit eingefiillt. 

Ansetzen anaerober Giirversuche: Nach dem Impfen wird die 
Luft aus den Garsubstraten sowie oberhalb dieser dUTch Einleiten 
eines sterilen inerten Gases (Stickstoff, Wasserstoff, Kohlendioxyd) 
verdrangt und dann der GarverschluB aufgesetzt. 

1 Vgl. z. B. die Gewinnung von Butylbakterien mittels einer 
8HARPLEs-Zentrifuge: JANKE und SIEDLER: Bio. Z. 292, 112 (1937). 

Bernhauer. GilrunKschemisches. Praktikum. 2. Aufl. 6 
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2. Die Technik der Giirfiihrung. 

a) Konstanthaltung der Giirbedingungen. a} Einhaltung der 
gunstigsten Giirtemperat1tr. Vomahme der Garnngen in der Regel 
in Thermostaten oder Garkammern mit konstanter Temperatnr, 
kurzfristige Versuche eventuell auch in Wasserhadem. Kontrolle 
der Temperatur in hestimmten Zeitintervallen. 

(J) Die Regelung des Feuchtigkeitsgehaltes in den Giirkammem 
kann auch manchmal von Wichtigkeit sein, insbesondere bei 
Garprozessen, bei denen Oberflachenentwlcklung stattfindet (oxy
dative Garungen). 

y) Zusiitze wahrend der Garung: Dleselben erfolgen Hand in 
Hand mit der KontroHe des GarverlaufeR; dabei wird man weiteres 
Garsubstrat (in fester Form oder ge16st), oder ~alze oder CaCOa 
usw. zur Regelung des Garverlaufes zuzusetzen haben. Ferner sind 
vielfach Substanzen hinzuzufiigen, die wiihrend des Prozesses 
verarbeitet oder umgewandelt werden sollen (z. B. bei den Acyloin
kondensationen oder Hydrierungen durch Hefe usw.) oder auch 
weitere Mengen des Garungserregers (z. B. Hefe oder Bakterien
massen). 

b) Kontrolle des Giirverlaufes. In der Regel ist eine Angarung. 
Hauptgarung und Nachgarung zu unterscheiden, wobei insbe
sondere die Hauptgarnng einen raschen und intensiven Verlauf 
nimmt. Sehr wichtig ist die Ermittlung des giinstigsten Zeit
punktes fiir den Abbruch der Garversuche, um unerwiinschte 
sekundare Prozesse zu vermeiden. Die KontroHe des Garverlaufes 
erfolgt einerseits durch die Beobachtung der auBeren Erscheinungen 
des V organges und anderseits durch die FeststeHung der Gas
entwicklung und Verfolgung der Umsetzung des Substrates selbst. 

a) Gasentwicklung: Die Beobachtung derselben ist entweder 
mit Hilfe eines Garaufsatzes oder durch Auffangen und Messen 
der Gase moglich. 

(J) Probeentnahme aU8 dem Giirsubstrat unter sterilen Be
dingungen (mittels Pipetten oder AblaBhahnen), wofiir passende 
Allordnungen an den GargefaBen zu treffen sind. Durchfiihrung 
einfacher qualitativer Prftfungell oder quantitativer Bestimmullgen 
der Garprodukte, ErmittluIlg des PH-Wertes usw. (vgl. Ubungs
beispiele) . 

c) Die Durchfiihrung von Bilanzversuchen. Neben der Be
stimmung der nichtfliichtigen Garprodukte muB bei der Auf
steHung von Garnngsbilanzen auf (lie Ermittlung der gasformigen 
Produkte besonderes Gewicht gelegt werden. Dies bildet viel-
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fach auch die Grundlage fiir die Aufstellung eines Garungs
schemas1 . l\1ethodisch kommt man zumeist mit relativ einfachen 
Vcrsuchsanordllungen aus (vgl. S. 110), manchmal wird man aber 
auch besondere Apparatmen verwenden miis8en, die die Auf
stellung ciner vollstandigen C-Bilanz ermoglichen sollen. So 
wurde von BIRKINSHAW und RAISTRICK 2 ein Apparat beschrieben, 
der die Ziichtung von Organismen in einem in sich geschlossenen 
System gestattet, wobei durch einen sterilen Gasstrom (Luft
strom usw.) die gasfOrmigen Stoffwechselprodukte durch Ab
sorbentien geleitet werrIen. So wird CO2 in Lange aufgefangen, 
fliichtige Produkte wie Alkohole, Aldehyde usw. in Schwefel
saure, ferner wird der C-Gehalt der Organismenmasse und der ver
gorenen Losung bestimmt (fliichtige und nicht fliichtige neutrale 
Produkte, fliichtige und nicht fliichtige SiLmen USW.)3. 

Fiir das Arbeiten mit Enzympraparaten, ruhenden Bakterien 
usw. bedient man sich zm l\1essung und Verfolgung des Gasstoff
wechsels VOl' allem der manometrischen l\1ikI'omethode nach 
BARCROFT-WARBURG 4 . Zm Dmchfiihrung groBerer Versuche 
eignet sich das von JANKE und KROPACZy 5 beschriebene Reak
tionsgefaB. Einen Respirationsapparat fiir Bakterienkultmen hat 
auch ILLENYI beschrieben 5. 

C. Anhang. 

Prinzipielles liber die Aufarbeitung der Garansatze. 

1m folgenden w:~rden nul' einige prinzipielle, kurze Hinweise ge
macht, urn einen Uberblick iiber die verschiedenen Methoden zur 
Gewi)?llung del' Garprodukte zu ermoglichen. Alles weitere ist aus 
den Ubungsbeispielen ersichtlich. 

1. Gewinnung gasformiger Garprodukte. 
Bedeutung del' gasformigen Garprodukte bei tech

nischen Garungen: Wahrend das bei den meisten Garungen ent
wickelte CO2 vielfach verloren gegeben wird, sind die Gargase manch-

1 Grundsatzliches vgl. S.9. 
2 BIRKINSHAW und BAISTRICK: Philos. Trans. Boy. Soc. London, 

Serie B 1931. 
3 Hinsichtlich del' mal3analytischen Bestirnrnung des Bestkohlen

stoffR in biologischen Fhlssigkeiten vgl. KOOHOLATY: Bio. Z. 286, 
18(j (1936). 

4 WARBURn : Bio. Z. 142, 317 (1923); 152, 51 (1924); 164, 481 (1925). 
5 JANKE uml KROPAOSY: Bio. Z. 277,268 (1935). 
6 hLENYI: Bio. Z. 2U;), 117 (1937). 

(j* 
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mal auch von gro13er Bedeutung, wie z. B. bei del' Butanol-Aceton
Garung (Gemisch von CO2 und H 2, Verarbeitung zu Methanol) sowie 
bei del' Methangarung (Gemisch von Methan, CO2 und H 2, Ver
wendung als Leuchtgas). 

Bedeutung del' gasformigen Garprodukte in wissen
schaftlicher Hinsich t: Die Beriicksichtigung derselben ist fiir die 
Aufstellung von Stoffwechselbilanzen von grundsatzlicher Bedeutung 
und ermoglicht vielfach auch Riickschliisse auf den Garungstypus. 

Auffangung del' gasformigen Produkte (nur bei Durch
flihrung von Garungen in geschlossenen GefaJ3en) in Eudiometer
rohren, Gasometern usw. Messung und Analyse derselben. Die gas
formigen Stoffe machen zumeist einen sem betriichtlichen Teil der 
Garungsendprodukte aus. 

2. Gewinnung fliichtiger Garprodukte. 
Man macht dabei fast stets von del' Fliichtigkeit der betreffenden 

Garprodukte mittels Wasserdampf Gebrauch und gewinnt dieselben 
durch Destillation. Vielfach ist eine Trennung in nichtsaure und 
saure Garprodukte erforderlich, indem zunachst die Sauren als Salze 
gebunden und die nichtsauren Bestandteile abdestilliert werden, und 
sodann nach dem Freisetzen del' Sauren auch diese. 

a) Isolierung nicht saurer Giirprodukte. Es handelt sich dabei um 
Alkohole, Aldehyde und Ketone. Gewinnung durch Destillation del' 
verdiinnten waJ3rigen Losung. Reindarstellung durch anreichernde 
Destillation und sodann durch fraktionierte Destillation. Z. B. Athanol
garung, Butanol-Aceton-Garung, Athanol-Aceton-Garung usw.; ferner 
Gewinnung von Glycerin durch besondere Destilliermethoden (Vaku
umdestillation mit iiberhitztem Wasserdampf) usw. 

b) Isolierung fliichtiger Siiuren. Dieselbe erfolgt vielfach gleich
falls durch Destillation, wie die Gewinnung del' Essigsaure, Propion
saure, eventuell auch Buttersaure, odeI' auch in Form von Salzen 
z. B. Ca-Butyrat); Konzentrierung del' Sauren entweder durch weitere 
Destillation oder durch Abneutralisieren, Verdampfen und Freilegen 
del' Sauren. 

3. Gewinnung nicht fliichtiger Garprodukte. 
Dabei wird vielfach eine Vorreinigung del' Losungen erforderlich 

sein, so z. B. VOl' allem durch Filtration, durch Ausfallung von 
EiweiJ3stoffen, von Kohlehydraten usw.; hierauf kann die Gewinnung 
durch Abscheidung von schwer lOslichen Salzen erfolgen. Leicht lOs
liche Produkte gewinnt man nach del' Verdampfung del' Losung 
odeI' durch Extraktion. 

a) Gewinnung schwer loslicher Salze. Dieselben krystallisieren 
entweder bereits in den Garlosungen aus (z. B. Ca-Fumarat, odeI' 
Ca-5-Keto-gluconat, Ca-Oxalat usw.) odeI' es entstehen SaIze, die erst 
in del' Hitze ausfallen (z. B. Ca-Butyrat) odeI' es werden bei del' 
Garung die freien Sauren gebildet und diese sodann in schwerlosliche 
Salze umgewandelt (z. B. Ca-Citrat). Die freien Sauren werden aus 
den Ca-Salzen in del' Regel durch Umsetzen derselben mit Schwefel
saure gewonnen. 
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b) Gewinnung leicht IOslicher Giirprodukte durch Verdampfung. 
Durch die Konzentrierung der GarIosungen gelingt es vielfach, leicht 
Iosliche Salze zur Abscheidung zu bringen (z. B. Ca-Lactat, Ca-Gluco
nat usw.); manchmal bietet dies auch einen Weg zur Gewinnung der 
freien Substanzen selbst (z. B. I-Sorbose, Dioxyaceton usw.). 

c) Gewinnung von Giirprodukten durch Extraktion. Vielfach wird 
es sich dabei urn die Isolierung aromatischer Verbindungen handeln, 
so z. B. um manche bei Acyloinkondensationen oder bei Hydrierungen 
mittels Hefe gebildete Reaktionsprodukte (z. B. Phenylacetyl
carbinol, Benzylalkohol usw.). Ferner k6nnen so auch Bernstein
saure, Milchsaul'C u. a. Garprodukte gewonnen werden. 
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Zweiter Teil: 

Ubnngsbeispiele. 

I. Hefegarungen. 

A. Ziichtung von Hefe und Herstellung 
von Hefezubereitungen. 

1. Ubung: 

Mikroskopische Hefeuntersuchung 1. 

a) Bierhefe (untergarige Hefe). Untersuchung von garender 
Maische aus einer Bierbrauerei (oder von frischer Bierhefe in waB
riger Suspension) bei starker VergroBerung (500-600fach). Sieht
bar sind die kugeh'unden bis ellipsoidisehen Zellen, im Innern eine 
groBe oder mehrere kleine Vakuolen und einige starker licht
hrechende Kornehen oder Tropfehen (Fett). Zahlreiehe Zellen sind 
in Vermehrung (Sprossung) begriffen, indem an den Zellen eine 
(seltener mehrere) kleine knopfformige Ansehwellungen sieh bilden, 
die allmahlich Gestalt und GroBe der Mutterzellen erreiehen und 
dann abgetrennt werden. Bei sehr lebhafter Entwieklung sind die 
Toehterzellen zu kleinen, stellenweise verzweigten Ketten ver
einigt (bei langsamer Vermehrung erfolgt Trennung der Zellen vor 
jeder neuen Sprossung). 

Untersuehung verarmter Refe (z. B. kiihl gelagerte, 14 Tage 
alte untergarige Bierhefe, die noeh 1--2 Tage bei 25-35° unter 
viel Wasser aufbewahrt wurde, vgl. auch S. 107): Zweeks Sieht
barmachung des Kerns Farbung mit selir verdiinnten Losungen 
von Gentianaviolett oder Methylenblau oder Methylviolett. 

Hartung und Farbung der Hejezellen zwecks eingehenderer 
Untersuchung z. B. nach dem Verfahren von MOLLER 2: Einige 
Tropfen Jodjodkaliloimng3 auf einem Objekttrager mit einer 
Platinose der zu untersuehenden Hefesuspension gleichmaBig 
vermischt und hiervon je eine Platinose entnommen und auf 

1 Rinsichtlich Abbildungen fiir die mikroskopische Untersuchung 
der verschiedenen Garungsorganismen vgL insbesondere LINDNER 
(Atlas del' mikroskopischen Grundlagen del' Garungskunde, 6. Aun., 
Berlin 1928) sowie GLAUBITZ (Atlas del' Garungsorganismen, Berlin: 
Parey 1934). 

2 MOLLER: C. Bact. II, 12, 540 (1892); 14, 359 (1893). 
3 1 g Kaliumjodid in 100 cern destilliertem Wasser mit Jod bis 

zur Sattigung vel'set.zt. 
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ein gut entfettetes Deckglas (vgl. S. 54) aufgestrichen, etwa zelm 
derartige Proben nach dem Abtrocknen an der Luft in eine mit 
Jodjodkalilosung gefiillte Glasdose gebracht und mindestens 
24 Stunden hier belassell. Deckglaser mit Wasser abgespiilt und 
allmiihlich in 30%igen, 80 %igen , schlieBlich 95%igen Alkohol 
eingelegt (hier nun mindestens 2 Tage belassen), wobei die gelbe 
Jodfarbe verschwinden muB. Sodann Farbung mit Fuchsin 1, 
indem die Deckglaser in die in einem Uhrglas befindliche und 
erwiirmte L6sung eingetaucht werden. Abspiilung mit Wasser, 
das einige Prozent Schwefelsaure enthiilt (zur Beseitigung einer 
Uberfarbung). Eventuell Nachbehandlung mit LOFFLERscher 
Methylenblaulosung. Anfertigung von Dauerpriiparaten. 

b) PreBhefe (obergarige Hefe). Benutzung der kauflichen 
Backerhefe. Untersuchullg wie zuvor. Zellform im wesentlichen 
analog wie bei Bierhefe, manchmal etwas kleiner und rundlicher. 
EiweiB weniger stark gek6rnt, Vakuole daher undeutlicher. 
SproBverbande meist gut ausgebildet, fest zusammenhangend; 
Zellen gerade Linien in den Verbanden bildelld. Neben den PreB
hefezellen sind auch noch andere Organismen vorhanden, und 
zwar zumeist Torulaa,rten, ferner auch Kahmhefe (Mycoderma), 
selten Exiguus- und Apiculatushefen 2• AIle diese Hefen sind in 
der Regel kleiner als die Kulturhefen und haben auch andere 
Form. Alf,l Infektionen der PreBhefe konnen weiterhin Bakterien 
auftreten, und zwar sogenannte "wilde" Milchsaurebakterien, wie 
Lactobacillus BEIJERINCKII ("Kettenmilchsaurebacterium") und 
Flockenmilchsaurebakterien. Da der Gehalt an Fremdorganismen 
in der PreBhcfe manchmal gering ist, fiihrtdie unmittelbare 
mikroskopische Untersuchung vielfach nicht zum Ziele. Auf die 
Anwesenheit von Fremdorganismen muB dann mit Hilfe der 
Tr6pfchen- oder Strichkultur nach LINDNER gepriift werden 
(vgl. S.46). 

Priifung auf lebende und tote Hefezellen durch Zahlung 
(mittels einer Zahlkammer usw.) nach Farbung des Praparates 
!llit Methylenblau oder Fuchsin, wobei die toten Zellen intensiv 
den Farbstoff aufnehmen. 

1 4 g Fuchsin, 10 g Phenol, 40 ccm Alkohol in 200 ccm Wasser. 
2 Diese fremden ("wilden") Hefen konnen wegen ihres auBer

ordentlich starken Vermehrungsvermogens manchmal iibfr 80 % der 
PreJ3hefe ausmachen. Da sie nur schwaches oder kein Garvermogen 
besitzen, hat dann eine derartige Hefe keine ausreichende Triebkraft. 
Von Wichtigkeit ist ferner der Nachweis von untergal'iger Bierhefe 
in del' PreJ3hefe, da die erstere fUr Backzwecke wenig oder nicht ge
eignet ist (vgl. hierliber sowie libel' aUe sonstigen eingehenden Pl'ii
fungen: HENNEBERG: Hdb. d. Giirungsbakteriologie, 1. Bd., S.147 ff.). 
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c) Weinhefe. Untersuchung eines im Handel befindlichen 
Weinhefepraparates. GroBe und Form der Zellen verschieden, 
meist elliptisch (Sacch. ellipsoideus); meist kleiner als ·die Bier
hefe. Beachtung der GroBe und Anzahl der Vakuolen (wegen 
heHerem Plasma meist weniger deutlich wahrnehmbar). Anlegung 
von Tropfchen- oder Strichkulturen zur genaueren mikroskopischen 
Untersuchung. 

2. Ubung: 

Ziichtung der Hefe. 

a) Hefeziichtung nach dem System der natiirlichen Reinzucht 
(praktische Anwendung der auf S. 45 geschilderten Methode). 
Man gewinnt dabei keine absolute Hefereillkultur, wohl aber 
mehrere gleichartige Hefen. Die "Reinigung" der Anstellhefe 
und der garenden Hefen in Spiritusbrennereien und Hefefabriken 
wird vor aHem mit Hille von Giften und durch soge-nannte 
"Reinigungsgarungen" unter bestimmten Bedingungen vorge
nommen. Es handelt sich dabei vor aHem urn die Ausschaltung 
der wilden Milchsaurebakterien, von Essigbakterien, butylogenen 
Bakterien, der Kahmhefe und Torulahefe (geringe Garkraft, aber 
starkes Vermehrungsvermogen), von Oidien und Penicillien1. 

"Reinigunysgiirung" von kauflicher Biickerhefe. 10 g PreBhefe 
werden mit etwa 20 ccm Wasser und 20 ccm unverdiinnter, siiBer 
Bierwiirze angeriihrt und dann so viel Schwefelsaure zugesetzt, 
daB der Sauregrad 2 erreicht wird (das sind 2 ccm n-Lauge fUr 
100 ccm Losung). Nach etwa einstiindiger Garung sind die meisten 
Hefeschadlinge abgetotet oder stark geschadigt, wahrend die 
Hefe nicht gehemmt wird. Diese wird durch Absaugen oder 
Zentrifugieren wiedergewonnen und der gleiche V organg nochmals 
wiederholt. Mit der so gereinigten Hefeprobe konnen dann 
normale Vergarungen vorgenommen werden (vgl. Ubungs
beispiel 7). 

In del' Praxis werden vor aHem Schwefelsaure und Milchsaure 
verwendet, wenn auch viele andere Sauren den gleichen Effekt haben. 
Dabei wird fast niemals eine vollig bakterienfreie Garung angestrebt, 
sondern es kommt in erster Linie auf eine Entwicklungshemmung der 
Begleitorganismen an. 

Anwendung der zur Fernhaltung von Infektionen in der Praxis 
viel beniitzten Milchsaure. Beirn Lufthefeverfahren: Sauregrad der 
gesamten Wiirze irn Garbottich 0,3 - 0,450 ( = 0,13 - 0,2 % Milchsaure); 

1 Naheres vgl. HENNEBERG: Hdb. d. Garungsbakteriologie 1. Bd., 
S.340, Berlin: Parey 1926. 
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sobald eine Infektion dUl'ch Flockenmilchsaurebakterien eintritt, mu.13 
die Wiirze auf mindestens 0,50 angesauert werden (Zusatz von 0,024 % 
Schwefelsaure = 0,10 ). Bei del' Kartoffelbrennerei: Ansauerung auf 
1,6-20 (etwa 0,7-0,9% Milchsaure). 

b) Hefeziichtung nach dem System der absoluten Reinzucht 
(praktische Anwendung del' auf S. 45 ff. geschilderten Methoden). 
Z. B. Hefereinziichtung mittels del' Federstrichkultur (Tropfchen
kultur)1. 

Eine ganz kleine Hefemenge (Bierhefe odeI' Backerhefe usw.) 
wird mittels del' Platinnadel in ein kleines Flaschchen mit 5-10ccm 
Wiirze (von 8° Bllg.) gebracht und in diesel' durch Umschwenken 
del' Platinnadel gut verteilt; dann werden mittels einer sterilen 
Feder (vgl. S. 46) einige kleine Tropfchen auf dem Deckglaschen 
angelegt und dieses iiber del' H6hlung eines Objekttragers mikro
skopisch untersucht (VergroBerung etwa 400-500fach). Falls etwa 
10 Zellen in jedem Tropfchen vorhanden sind, muB die Wiirze mit del' 
Hefeprobe zehnfach verdiinnt werden, indem z. B. 1 Tropfen del' 
Hefesuspension mit 10 Tropfen steriler, klarer Wiirze verdiinnt wird; 
die mikroskopische Kontrolle (wie zuvor) ergibt, ob nun del' 
richtige Verdiinnungsgrad erreicht ist (0-3 Hefezellen im Tropfen) 
Anlegung des endgiiltigen Praparates, indem nun mittels del' 
sterilen Feder drai Reihen kleiner flacher Tropfchen (etwa 4-5 
in jeder Reihe) auf das Deckglaschen aufgetragen werden. Auf
legen des Deckglaschens auf einen hohlen Objekttrager, Dichtung 
mittels des Vaselinringes, Priifung im Mikroskop, Bezeichnung 
jener Tropfchen, die nul' eine Hefezelle enthalten (oben auf dem 
Deckglaschen mittels eines Tintenpunktes). Nach 24stiindigem 
Verweilen im Brutschrank bei 25-30° erfolgt die mikroskopische 
Priifung del' Reinheit und Einheitlichkeit. N ach 2-3 Tagen wird die 
Abimpfung von einem bezeichneten und iiberpriiften Tropfchen 
vorgenommen, und zwar mittels eines sterilen Filtrierpapier
stiickchens und einer Pinzette durch Einwerten in sterile Wiirze 
odeI' Einimpfung in Wiirzeagar. Gegebenenfalls wird del' ganze 
ProzeB wiederholt. 

Die Fortziichtung del' Hefe kann auf Bierwiirzeagar er
folgen, del' fiir die verschiedensten Hefearten (auch Torulahefen 
usw.) gut geeignet ist. Auch das Garvermogen del' Hefen bleibt 
dabei erhalten. Eine Erhohung des Garvermogens solI durch Ein
impfen del' Hefe in Zuckerrohrsaft erzielbar sein 2• 

c) Hefeziichtung in PAsTEuR-Kolben. Entwicklung von 
Reinzuchthefe in einem kleinen PAsTEuR-Kolben (vgl. 

1 Vgl. HENNEBERG: Hdb. d. Garungsbakteriologie, Bd.1, S.87. 
2 Vgl. YAMAFUJI, OHTSU und IWATA: Bio. Z. 296, 289 (1938). 
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S. 28): 1m Kolben befinden sich etwa 100 cem Bierwiirze (von 
8° BUg.); in diese wird von einem Agarrohrchen mittels einer 
PIatinnadeI unter sterilen Bedingungen durch den seitlichen An
satz des PAsTEuR-Kolbens etwas Refe eingeimpft. Naehdem 
Entwicklung der Refe bei 28-30° stattgefundell hat (nach etwa 
1-2 Tagen) wird mit der Liiftung begonnen: Der Glasstopsel 
im Schlauch des seitlichen Ansatzes wird gegen ein steriles Watte
filter unter sterilen Bedingungen ausgetauscht und mittels der 
Druckluftleitung (oder mittels eines Wasserstrahlgeblases) Luft 
in den Kolben iiber die Fliissigkeit geleitet (etwa je 5 Minuten). 
Zeitweise wird die Liiftung unterbrochen und kriiftig geschiittelt; 
sobald sich der Schaum abgesetzt hat, wird mit der Liiftung 
fortgesetzt.. Dieser Prozeil wird in Intervallen von etwa je 
2 Stunden wahrend der weiteren Zeit wiederholt. Nach einigen 
Tagen kann die Hefe in einen gr6ileren PAsTEUR-Kolben iiher
fiihrt werden. 

Ubertragung der Refe in einen groBeren PASTEUR
Kolben: Ausdem kleinenPAsTEuR-Kolben wird die iiberstehende 
Wiirze unter Benutzung deH Luftfilters naeh dem Neigen des 
Kolbens durch das SchwanenhaIsrohr unter .. terilen Bedingungen 
herausgeblasen. Durch vorsichtiges Schiitteln wahrend dieses Vor
ganges entfernt man die Iockere braune Schicht, die sich iiber 
der eigentlichen Kernhefe befindet (Entfernung abgestorbener 
oder weniger kriiftiger Refezellen). Uberspiilung der Refe aus 
dem kleinen in den groBen PAsTEuR-Kolben (von 2 I Inhalt mit 
11 Wiirze von 8° BUg.): Die Impfstutzen der beiden Kolben 
werden unter sterilen Bedingungen mittels eines Schlauches ver
bunden (links befindet sich der Kolben mit der Refe, rechts der 
Kolben mit der sterilen Wiirze). Durch Neigen des rechten 
Kolbens laBt man etwas Wiirze in den linken Kolben laufen, 
s()hwemmt hier die Hefe durch Schiitteln auf und spiilt sie dann 
in den rechten Kolben iiber; dieser Vorgang wird so lange wieder
holt, bis die gesamte Refe in den rechten Kolben iiberfiihrt ist. 
Dann werden die Kolben wieder unter sterilen Bedingungen von
einander getrennt und der groilere Kolben mit der Refe in den 
Thermostaten gestellt. Sobald hier die Garung beginnt wird der 
Glasstopsel am Schlauch des Impfstutzens wieder gegen das 
Wattefilter vertauscht und in der oben beschriebenen Weise die 
Liiftung vorgenommen. Die garende Wiirze kann nach einigen 
weiteren Stunden in einen kleinen kupfernen Reinzuchtapparat 
mit 5-6 I Wiirze eingeimpft werden .. 
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3. -ebung. 

Priifung von Wuchsstoffwirkungen bei Hefe. 

Nachweis des WuchsstoffgehaItes in Bierwiirze und Hefe
extraktl. Man verwendet eine Nahrl6sung von folgender Zu
sammensetzung: 10% Rohrzucker, 0,06% (NH4)2S04' 0,1% 
KH2P04, 0,07% MgS04 . 7 H 20, 0,05% NaCl, 0,04% CaC12, 

0,0005% FeC13 (PH =4,8). Sodann werden 39 100 cern ERLEN
MEYER-Kolben trocken sterilisiert. In 12 Kolben fligt man nun 
je 1 ccm Bierwiirze von 10° BUg., in weitere 12 Kolben je 1 cern 
Hefeextrakt (15 g Backerhefe durch Auswaschen mit Wasser auf 
der Zentrifuge gereinigt, dann in 100 ecm Wasser aufgeschlammt, 
10-20 Minuten lang gekocht, wieder auf das urspriingliche 
Volumen gebracht und abzentrifugiert). Die restlichen ERLEN
MEYER-Kolben dienen fiir KontroUproben. Die Impfhefe wird etwa 
eine Woche in der gleichen Nahr16sung, die noch 1% Bierwiirze 
enthalt, bei etwa 25° wachsen gelassen, dann durch Zentrifugieren 
gewonnen und durch wiederholtes Aufschlammen in der Nahr-
16sung und Zentrifugieren gereinigt. Nun werden in 21 steriler 
Nahrl6sung rund 0,16-0,20 g der vorbereiteten Frischhefe 
aufgeschlammt. Man fliUt je 50 ccm der Suspension mittels 
einer automatischen Pipette in die Kolben. Ermittlung der Hefe
trockensubstanz in 3 Kolben (zur Bestimmung des Durch
schnittes): Filtration del' Suspension durch ein Jenaer Glasfilter 
(1 G 4), wiederholtes Auswaschen mit destilliertem Wasser, 
Trocknen bei 105° bis zur Gewichtskonstanz. - Stehenlassen der 
mit Watte verschlossenen Kolben bei 25°. Taglicher Abbruch 
von je 3 Kolben der 3 Gruppen und Bestimmung der Hefe
trockensubstanz wie oben. Ermittlung des Quotienten der Hefe
trockensubstanz in Milligramm in den Versuchen mit und ohne 
Zusatz von Wuchsstoff. 

Wahrend bei Verwendung einer geeigneten HefA in wuchsstoff
freiem Medium so gut wie kein Hefewachstum stattfindet, ist die 
Vermehrung bAi Zusatz del' Wuchsstofflosungen betrachtlich und 
steigt mit del' Versuchsdauer an (auf das 20- bis 30fache). Die Me
thodA Armoglicht auch die Bestimmung des Wuchsstoffbedarfes ver
schiedener Hefen. - Nach KOGL arbeitet man mit einer Hefesm;
pension, die 0,24 mg Hefe enthalt (etwa 3 Millionen Zellen), und 
miBt die Wachstumswirkung durch Bestimmung del' Anzahl del' Zellen 
in einer Zahlkammer odeI' auf nephelometrischem Weg. Unter Sac
charomyces-Einheit (SE.) versteht KOGL jene Wuchsstoffmenge, die 
einom Zollzuwachs von 100% entsprioht (unter bostimmten Ver
snohs bedingnngen). 

1 Vgl. N. NIELSSEN: C. r. de trav. Lab. Carlsbnrg, Ser. Physiol. 21, 
151 (1935). 
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Anhang: Theoretisches. 

a) Wuchsstoffe der Biosgruppe 1• Dieselben f6rdern die Zellteilung 
der Hefe. Wahrend jedoch die meisten wilden Hefen (Torulaarten 
usw.) sich die Biosstoffe selbst aufbauen, sind die Kulturhefen (oder 
Oidien u. a.) in synthetischen Nahrl6sungen auf die Zufuhr derselben 
angewiesen (COPPING, 1929). Die Biosstoffe stellen daher im ersten 
Fall Phytohormone, im zweiten Phytovitamine dar. 

Bios I wurde als meso-I nosit erkannt und aus Teestaub 2 wie aus Hefo 
(KOGL, 1935) isoliert. Die Spezifitat desselben ist sehr eng begrenzt, 
denn andere Cyclite sind unwirksam (LASH MILLER 1930, KOGL 1936). 

Bios II (Biotin) wurde krystallisiert erhalten und erwies sich als 
N- und S-haltiger K6rper (KOGL und TONIS 1935, KOGL 1937). Vor
kommen: In Hefe (720000 SE.jkg), Reiskleie (467000 SE.jkg), Ei
dotter (3,7 Millionen SE.jkg) usw. 3 1m normalen menschlichen Harn 
werden etwa 10 y pro Tag ausgeschieden (KOGL). Die Wirksamkeit 
von 1 g Biotin entspricht 25-30 Milliarden SE. 1 mg krystallisierte 
Biotin in 400000 1 Nahrl6sung zeigt noch deutlichen Effekt. 

Bios III enthalt als wirksame Faktoren ,B-Alanin 4 und l-Leucin, 
deren gemeinsame Wirkung starker ist als die Summe der Einzel
wirkungen. tl-Alanin wirkt auch zusammen mit meso-Inosit oder 
Asparaginsaure oder Biotin; z. B. in folgendem Mischungsverhaltnis: 
(LASH MILLER) pro Kubikzentimeter: 40 y Inosit, 20 y Biotin, 0,048 y 
tl-Alanin und 30 y l-Leucin. Nach NIELSEN und HARTELIUS· wirken 
auch noch andere Aminosiiuren (die nicht odor nur schwer assimilier
bar sind) als Wuchsstoffe, und zwar ist die Wirkung von iihnlicher 
Gr6J3onordnung; pro Kubikzentimeter: 25 y Lysin, 50 y Arginin, 
100 y Glutaminsaure. Diese Aminosauren wirken nur, wenn gleich
zeitig mehrere von ihnen vorhanden sind, einzeln zugesetzt erwiesen 
sie sich sogar als giftig. 

Damit ist die Anzahl der Biosstoffe aber bestimmt noch nicht 
ersch6pft, so wurde auch noch ein Bios V angenommen (in Hefe
wasser, Tomatensaft usw.), das bei manchen Mikroorganismen wirk
sam sein solI. Ferner sei auf die durch Pilze produzierte Wuchsstoffe 
hingewiesen. So solI das durch Rhizopus suinis gebildete Rhizopin 
im wesentlichen mit tl-Indoylessigsaure identisch sein 6. Dagegen 
ist die angebliche Wirkung verschiedener tierischer Hormone auf die 
Beschleunigung des Wachstums oder anderer Stoffwechselprozesse von 

1 Vgl. dazu auch KOGL : B. 68,A 16 (1935). - Naturw. 23, 839 (1935). 
2 EASTCOTT: J. physiol. Chern. 32, 1094 (1928). 
3 Zur Gewinnung von Bios II ist auch die bei der Zuckerraffi

nierung anfallende Tierkohle gut geeignet; vgl. LASH MILLER: Trans. 
Roy. Soc. Canada, Sect III (3) 31, 159 (1937). 

4 Vgl. LASH MILLER: Trans. R. Soc. Canada, Ser. III Sect. 3, 30, 
99 (1936). - WILLIAMS und ROHRMANN: J. Am. Chern. Soc. 58, 
695 (1936). - Das Wachstum von Asper illus niger wird dagegen 
dUTCh tl-Alanin nicht beeinfluBt; vgl. NIELSEN und HARTELIUS: Bio. Z. 
296,171 (1938). Von Interesse ist auch, daB das tl-Alanin in derNatur 
nur selten vorkommt (in Form der Dipeptide Carnosin und Anserin 
in der Muskulatur). Es entsteht wahrscheinlich durch Decarboxy
lierung von Asparaginsaure. 

• NIELSEN und HARTELIUS: Bio. Z. 295, 211 (1938). 
6 K. THIMANN: J. BioI. Chern. 109, 278 (1935). 



3. Ubung: Prufung von Wuchsstoffwirkungen bei Hefe. 93 

Mikroorganismen wahrscheinlich auf Verunreinigungen in den ver
wendeten Praparaten zuruckzufiihren. 

Nach KOGL erwiesen sich (bei der verwendeten Testhefe Bios I 
und Bios III fiir sich aHein als unwirksam. Dagegen wurde durch 
gleichzeitige Anwesenheit von Bios I und III die Wirksamkeit von 
II aufs Doppelte erhoht. Die beiden erstgenannten wirken daher 
als Co-Wuchsstoffe. - Verschiedene Heferassen verhalten sich gegen
tiber den Biospraparaten sehr verschieden 1 • - Es konnte auch ein 
gewisser Einflu13 von MgSO, auf die Bioswirkung nachgewiesen 
werden. J e nach der verwendeten Heferasse erfolgte die Einwirkung 
in positivem oder negativem Sinne 2. Von Interesse ist weiterhin, 
daB durch die Biostoffe der N -Stoffwechsel der Hefe anscheinend 
geregelt wird (N -Abgabe ins Medium 3). 

b) Die Wacbstumsfaktoren der Vitamin B-Gruppe stehen den Wirk
stoffen der Biosgruppe nahe. So zeigt das Vitamin Bl (Aneurin) bei 
bestimmten Heferassen Bioswirkung (WILLIAMS); und zwar fordert es 
die Biotinwirkung als "Co-Wuchsstoff". Auch manche Pilze (Phyco
mycesarten und manche Mucorineen) wachsen auf kiinstlichem Nahr
boden nur in Gegenwart von Vitamin Bl (BURGEFF und SCHOPFER '). 
Auch bei Bakterien wurden ahnliche Beobachtungen gemacht; z. B. 
Staphylococcus aureus braucht zu aerobem Wachstum Aneurin und 
Nicotinsaureamid (KNIGHT 1937), wobei der Methylester des Biotins 
verstarkend, also als Co-Wuchsstoff wirkt (KoGL). Auch fur das 
Wachstum mancher Arten von Dysenteriebacillen ist Nicotinsaure 
notig. Verwandte Derivate kennen sie teilweise ersetzen 6. - Vita
min B2 (Lactoflavin) ist zum Wachstum von Hefe nicht erforderlich, 
wohl aber fiir die meisten Milchsaurebakterien (ORLA-JENSEN). Da
gegen vermegen butylogene Bakterien aus Cerealien den Vitamin B 2-
Komplex in betrachtlicher Menge zu erzeugen 6. 

c) Anhang: Wachstumsstimulierung durch Spuren von 
Metallsalzen. Besonders die auffaHende Wirkung des Zinks bei 
Pilzen ist. gut bekannt. - Weiterhin ist von Interesse, daB man 
z. B. durch Erhitzen der Losungen einiger Zuckerarten mit gewissen 
organischen Sauren oder deren Ammonsalzen einen Wachstums
faktor erhalt, der in Gegenwart von Filtrierpapierasche oder einer 
Mischung bestimmter Metallsalze (als "Co-Wuchsstoffe") zur Wir
kung kommt. Den Einzelmetallen fehlte dabei mit ganz wenigen 
Ausnahmen die Co-Wuchsstoffwirkung 7 • 

1 Vgl. LUCAS: J. Physiol. Chern. 28, 1180 (1924). - WILLIAMS, 
WARNER und ROEHM: Am. Soc. 51, 2764 (1929). - WILLIAMS und 
SAUNDERS: Bioch. J.28, 1887 (1934). - STANTIAL: Trans. Roy. Soc. 
Can. 26, Sect. III, 163 (1932). - FARRAL: Ebenda 29, Sect. III, 167 
(1935). 

2 LESH, UNDERKOFLER und FULMER: Am. Soc. 60, 2505 (1938). 
3 HARTELIUS: C. r. Lab. Carlsberg, Ser. physiol. 22, 211 (1938). 
, Vgl. auch SCHOPFER und JUNG: C. r. hebd. Seances Ac. Sci. 

204, 1500 (1937). KOGL und FRIES: H. 249, 93 (1937). 
6 DORFMAN, KOSER und SAUNDERS: Am. Soc. 60, 2004 (1938). -

Fur Hefe scheint jedoch Nicotinsaureamid kein Biosfaktor zu sein. 
SCHULTZ, ATKIN und FREY: Am. Soc. 60, 1514 (1938). 

8 J. YAMASAKY und W. YOSITOME: Bio. Z. 297, 398 (1938). 
7 NIELSEN und HARTELIUS: Bio. Z. 276, 183 (1935). 
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4. Ubung. 

Erzeugung von Pre8hefe. 

Gewinnung von Backhefe aus Melasse nach dem Liiftungs
und Zulaufverfahren 1. Gewinnung der Stellhefe. Die erste 
Portion Hefe erzeugt man entweder gemiiB Ubung 2 coder in 
folgender Weise: Reinzuchthefe wird von einem Bierwiirze-Agar
Rohrchen auf den gleichen, in einem oder mehreren 500 ccm
Roux-Kolben befindlichen Nahrboden iibertragen und nach 
einigen Tagen bei 25-30° durch Abspiilen geerntet. - Die so 
oder nach Ubung 2 c gewonnene Hefe wird als Impfmaterial zur 
Stellhefeerzeugung verwendet. 200 ccm einer Melassewiirze von 
10° BUg. (geklart und auf das PH 5,6 eingesteUt; Zuckergehalt 
etwa 6%) werden mit der wie erwahnt gewonnen Hefe versetzt. 
Nach dem Vergaren bei 28-30° (vgl. Ubung 2 c) fligt man zu 
je 100 ccm je 400 ccm sterile 100-BIlg.-MelassewUrze und be
liiftet schwach in zwei 11-KLuyvER-Kolben (vgl. S. 76). 80-
bald der Zucker verschwunden ist, fligt man den Inhalt jedes 
Kolbens zu je 500 ccm einer 60-Bllg.-Melassewiirze in 21-KLuYVER
Kolben und beliiftet kraftig bis der Zucker verschwunden ist. 
Gewinnung der Hefe durch Zentrifugieren. Wiederholung des 
Prozesses, bis man eine geniigende Menge Stellhefe hat. (Man 
kann auch von kauflicher PreBhefe ausgehen, die man zunachst 
einer "Reinigungsgarung" unterwirft; vgl. Ubung 2 a). 

Hauptversuch. Man beniitzt eine WOULFFsche Flasche von 
20 I Inhalt, die mit Beliiftungskerze und Tropftrichtern versehen 
ist (oder andere BeliiftungsapparaturengemaB den Abb.19 und20, 
S. 77/78) 2. Die mittels eines Wasserstrahlgeblases oder eines Kom
pressors erzeugte Druckluft wird durch einen Gasmesser (oder 
Stromungsmesser) und dann durch ein Wattefilter geleitet und 
tritt durch die porose Filterkerze in feiner Verteilung durch die 
Fliissigkeit. Die Tropftrichter dienen zum Zulauf der Nahr
losungen und der Wiirze. Die Apparatur wird mittels 80%igem 
Alkohol steril gemacht. Sodann flillt man 500 ccm 100-Bllg.
Melassewiirze ein (vgl. oben), die mit 7,51 Leitungswasser ver
diinnt und dann sterilisiert worden war (PH 5,2). Nun setzt man 
80 g Stellhefe (mit etwa 25% Trockengewicht) zu, die mit einem 

1 In Anlehnung an BRAUN und PFUNDT: Bio. Z. 287, 115 (1936). -
S. auch PFUNDT: Bio. Z. 291, 237 (1937); 294, 300 (1937). 

2 Fur gr613ere Versuche verwendet man z. B. einen etwas konischen 
Holzbottich von 80-100 I Inhalt und beluftet mit zwei miteinander 
durch ein Gabelrohr verbundene Beluftungskerzen. - VgI, auch die 
von BRAUN und PFUNDT (1. c.) beschriebene Apparatur. 
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Teil der Wiirze angeriihrt wurde und beliiftet 1 Stunde bei 25° 
(etwa 150 I LuftjStunde). Innerhalb der weiteren 6-8 Stunden 
erfolgt der allmahliche Zulauf von 2250 ccm lO°.Bllg .. Wiirze vom 
PH 5,6, sowie der Nahrsalzlosungen durch die Tropftrichter bei 
voller Beliiftung (300IjStunde). Die Nahrsalz16sungen stellt man 
auf 2 g Stickstoff pro 100 ccm ein und verwendet eine etwa 9,4%ige 
(NH4)2S04 .Losung, 2,4%igeNH3·Losungund 9,4%ige (NH4)2HP04· 
Losung. Wahrend des Zulaufes steigert man die Temperatur auf 
30°. SchlieBlich wird noch Yt Stunde voll und 2 Stunden halb 
beliiftet. Der Zulauf der Wiirze wird in den einzelnen Stunden 
etwa folgendermaBen gestaffelt: 150, 250, 350, 500, 500, 500 ccm. 
Der Zulauf der N·Salze wird so geregelt, daB der PH· Wert inner. 
halb der Grenzen 4-5 bleibt. Man benotigt etwa 120 ccm NH3 • 

und (NH4)2S04·Losung, sowie etwa 60 ccm (NH4)2P04·Losung. 
Die Staffelung erfolgt proportional dem Wiirzezulauf 1. - So· 
dann wird die Hefe abzentrifugiert, gewaschen, gepreBt (Feuchtig. 
keitsgehalt etwa 75-80%, sobald eine broselige Masse vorhanden 
ist). Bestimmung der Ausbeute, Aufbewahrung im Eisschrank. 

VerJolgung des VerlauJes der HeJeziichtung. Etwa stiindliche 
Entnahme von Proben und Bestimmungen in diesen: pH·Wert 
in iiblicher Weise, ebenso Bllg.o. Ermittlung des Sauregrades durch 
Titration von 10 oder 20 ccm Probe mit nj10.Lauge. 

Bestimmung der Hefeausbeute (bereits die Ermittlung der 
BIlg.o der triiben Wiirze ergibt ein gewisses Bild): 50 ccm Probe 
werden iiber Kieselgur abgesaugt, gewaschen, gewogen (dann 
eventuell der Trockengehalt ermittelt). - Oder man zentrifugiert 
10-20 ccm der Suspension in einem gewogenen Zentrifugier. 
rohrchen, wascht auf der Zentrifuge und trocknet dann 1. bis 
2 Stunden bei 105°. 

1 Die H6he des N·Bedarfcs ergibt sich folgcndermaJ3en: Aus 80 g 
Stellhcfe (mit 25% Trockengewicht) k6nnen bei fiinffacher Ver· 
mehrung 400 g entstehen. Zuwachs = 320 g Frischhefe (aus etwa 
160 g Zucker, die in insgesamt 2750 ccm der angewendeten 10o.Bllg.· 
Wurze enthaltcn sind). Die Frischhefe enthiilt im allgemeinen rund 
2% N, also die entstandene Hefe 6,4 g. Nachdem in der angewendeten 
Melassewiirze gegen 0,1 % assimilierbarer N vorhanden sind, so cnt· 
spricht dies etwa 2,7 g N. Demnach Rind noch 3,7 g N zuzufiihren, 
also rund 180 ccm Niihrsalzl6sung. - Der N·Gehalt von Mclasse 
betriigt etwa 1,8-2% (davon 27% Betain·N, 30% Aminosiiure· und 
8iiureamid·N, 9% anorganisehHr N, 4% EiweiI3·N und 30% Rest.N). 
Durch die Kliirung geht ein Teil des Stiekstoffs in den Trub. Die 
lOo.Bllg .. Melassewiirze enthiilt etwa 0,23% Gesamt·N und etwa 
0,09-0,1 % assimilierbaren N (rund 40% des ursprilngliehen Melasse· 
Stickstoffs) . 
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Biologische Kontrolle: Bestimmung der Hefevermehrung 
durch photoelektrische Triibungsmessung mit dem LANGE-Kolori
meterl. - Bestimmung der Generationsdauer nach ALMOS
LECHNER 2. - Mikroskopische Kontrolle und Bestimmung der 
knospenden und sprossenden Hefezellen 3. 

Alkoholbestimmung: Von 200 cern urspriinglicher Losung 
werden 100 cern abdestilliert, nach eventueller nochmaliger Destil
lation (zur Anreicherung) wird der Alkoholgehalt pyknometrisch 
bestimmt. Die restliche Losung wird wieder auf 200 cern auf
gefiillt und fUr andere Bestimmungen verwendet. 

Ermittlung des Formolgrades (=ccm n-Lauge). 50 cern Probe 
auf 100 cern mit Wasser verdiinnt, mit n/10-Lauge auf leichte 
Rotung titriert (Phenolphthalein). Zusatz von 10 cern neutrali
sierter 40%iger Formalinlosung und nochmalige Titration auf 
Rot (1 cern n/10-Lauge = 1,4 mg N). 

Bestimmung des Restzuckers nach der EnteiweiBung: 100ccm 
Probe mit 3-5 cern konzentrierter Bleiessigli:isung versetzt, auf 
200 cern aufgefUllt. Nach gutem Umschiitteln filtriert man und 
versetzt das Filtrat mit kalzinierter Soda, bis das Blei vollig 
gefallt ist. Nochmalige Filtration ergibt klare Losung, in der die 
Zuckerbestimmung in iiblicher Weise vorgenommen wird. 

Ein ungefahres Bild iiber den chemisch-analytischen Verlauf 
der Hefeziichtung ergibt die Kurvenabbildung 22, die in einer 
PreBhefefabrik ermittelt wurde. 

Untersuchung der Hefe 4• Bestimmung der Trockensub
stanz: 2-3 g Hefe werden am Boden eines flachen Wageglaschens, 
das beim Wagen mit einem Glasdeckel verschlossen wird, zu 
einer diinnen Schicht breitgedriickt und 4 Stunden bei 105------1080 

getrocknet. Bestimmung des N-Gehaltes nach KJELDAHL; Modi
fikation von TXUFEL und THALER 5. Der N-Wert mit 6,25 multi
pliziert, gibt den EiweiBgehalt an (40-50% der Trockensub-

1 LUERS undMitarbeiter: Z. f. Spiritusind. 2, 8 (1937). - Wirkungs
weise des Instruments vgl. ENDERS: W ochenschr. f. Brauerei 26, 
201 (1936). - Brauchbarkeit zur Hefemessung vg1. ENDERS und 
KXRNBACH: ebenda 24,185 (1934). 

2 ALMOSLECHNER: Planta 22, 515 (1934). 
3 BRAUN und PFUNDT (1. c.) verstehen unter "Knospen" jene 

Sprossungen, die auf hochstens 1/5 der GroBe der normalen Hefezelle 
herangewachsen sind, unter "Sprossen" jene, die groBer, aber noch 
mit der Mutterzelle verbunden sind. 

4 Vg1. dazu E. ROSENBAUM: Z. f. Unto d. Leb. 70, 366 (1935). -
S. auch WENDEL: Kalender fUr Kornbrenner und PreBhefefabrikanten, 
Berlin 1930. 

5 TXUFEL und THALER: Angew. Chem. 48, 191 (1935). 
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stanz, bei Futterhefe hoher). - Bestimmung der Triebkraftl 
nach KUSSEROW (vgl. S. 109, Note 3) oder MEISSL. - Be
stimmung der Garzeit, beruhend auf der Zunahme des Teig
volumens. - Bestimmung der Haltbarkeit nach der Glaserprobe: 
Die Hefe wird in einem langlichen Glas festgepreBt und im 
Thermostaten bei 35° bis zum Weichwerden aufbewahrt (minde-
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Abb.22. 

stens 96 Stunden solI die Hefe vollig haltbar sein). Schachtel
probe: Hefe-Pfundstiicke in einer passenden Schachtel ver
schniirt, bei Zimmertemperatur aufbewahrt, sollen 6 Tage haltbar 
sein, ohne schmierig zu werden. - Biologische Reinheitspriifung 
nach der Methode von LINDNER2 (vgl. dazu Ubung 1 b). 

Anhang: Zur Theorie und Praxis der Hefe. 
erzeugung. 

1. Der Aufbau der Hefesubstanz bei der Prel.lhefeerzeugung (Back
hefe sowie Futterhefe). Rei der Ziichtung der Hefe nach dem Liiftungs. 
verfahren sind grundsatzlich folgende Bedingungen von Wichtigkeit: 

1 Ein endgtiltiges Urteil tiber die Eignung der Hefe fUr Back
zwecke liiJ3t sich jedoch aus der Triebkraft nicht ableiten, da in der 
Zuckerlosung ganz andere Bedingungen vorhanden sind als im Teig. 

2 Vgl. dazu E. ROSENBAUM: Z. f. Unto d. Leb. 70, 366 (1935). _ 
S. auch WENDEL: Kalender fUr Kornbrenner undPre13hefefabrikanten. 
Berlin 1930. 

Bernhauer, Glirungschemisches Praktikum, 2. Auf!. 7 
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Anwendung iiberschiisf'iger Mengen von assimilierbaren N -haltigen 
Stoffen und Salzen, Einhaltung eines gtinstigen PH, Einfiihrung 
groi3erer Mengen fein verteiIter Luft in die NahrlOsung und Anwendung 
des Zulaufverfahrens, also allmahliche Zufiihrung des Zuckers 
und der anderen Nahrstoffe, so da/3 die sprossenden und wachsenden 
Hefezellen in jedem Zeitraum nur so viel Zucker in der Losung vor
finden, als sie in kurzer Zeit verbrauchen konnen. Die Hefe muf3 
dann - wenn gema/3 dem Gesetz des Minimums die anderen Nahr
stoffe stets im UberschuJ3 vorhanden sind - moglichst viel Zucker 
zum Aufbau von Korpersubstanz verarbeiten, ohne den Zucker ein
fach vergiiren zu konnen. - Bei Hefen mit geringem Giirvermogen 
(wie Torula-Arten) kann auch von hoheren Zuckerkonzentrationen 
ausgegangen werden. - Hinsichtlich der. Zusammenhiinge zwischen 
Atmung und VermehrungsHthigkeit der Hefe vgl. SZILVINYl1• 

Die Zusammensetzung der Hetetrockensubstanz geht aus folgender 
Tabelle hervor: 

Tabelle XV. 

Hefesorte Eiweii3 I N-freie Stoffe I Asche 

N ormale Hefe n. dem 
Liiftungsverfahren . 50-55% 37-42% 8% 

. { 25-30% 65-70% 5% 
Extremfalle . 

65% 26% 9% 

Von den normalerweise vorhandenen etwa 37 % N -freier Bestand
teile sind etwa 15 - 20 % Cellulosen, Hemicellulosen, Hefegummi u. a., 
12 -17 % sind Glykogen und andere Kohlehydrate, dazu kommen 
noch 4-5% Fett (alles bezogen auf Trockensubstanz). 

Ausbeute an Hete. Backerhefen werden unter gleichzeitiger geringer 
AIkoholbiIdung erzeugt, da sie nur dann fiir ihren Verwendungszweck 
geeignet sind, bei Futterhefen wird nur eine eiwei/3reiche Hefe ohne 
weitere Anspriiche gefordert. Die Reinausbeute an Versandhefe (fiir 
Backzwecke) aus Melassewiirze betragt maximal 200 kg Frischhefe, 
entsprechend 50 kg Hefetrockenmasse auf 100 kg Rohrzucker; meist 
schwankt die Ausbeute zwischen 155-190 kg Frischhefe (etwa 39 
bis 47% an TlOckenmasse), wobei noch etwas Alkohol gebiIdet wird. 
Bei genaueren Berechnungen darf nicht nur auf Zucker bezogen 
werden, sondem auch auf die in del' Melasse vorhandenen Amino
sauren. - In Modellziichtungsversuchen mit Torulahefe erhielten 
FINK und KREBS 2 aus 100 g reiner Glucose und Nahrsa.lzen 210 g 
Hefe (mit 25% Trockensubstanz) und 53,5 g CO2 (neben nur 0,02 g 
Alkohol). 

1 SZILVINYI: Bio. Z. 291, 7 (1937). 
2 FINK: Vorratspflege u. Lebensmittelforschg. 1, 52 (1938). -

KREBS: Diss. Berlin 1938. 
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Entstehungsweise der Heje.mbstanzen l • Nach CLAASSEN 2 kann beim 
Lufthefeverfahren nicht del' Zucker als solcher zum Aufbau del' Be
stHndteiIe des Hefekorpers dienen (mit Ausnahme des Glykogens), 
sondern derselbe muJ3 erst anoxybionti<ich (durch Garung) und dann 
oxybiontisch (durch Atmung) abgebaut werden; dabei wird vip] CO2 
ausgeschieden, so daJ3 zum Aufbau von Eiwei13 die doppelte Menge 
Zucker, von Polysacchariden und Fetten die 2,22fache Menge Zucker 
(Glucose) verhraucht wird. Nach CLAASSEN kann auch del' Alkohol in 
Gegenwart del' notigen anorganischen Nahrstoffe als C- Quelle dienen, 
doch findet dabei kaum eine Vermehrung del' Hefezellen statt, sondem 
dieselben nehmen nur an Gewicht zu. 

Wahrend man also bisher annahm, daJ3 bei del' technischen Durch
fiihrung del' Hefezuchtung vergarbare Hexosen odeI' doch vergarbare 
Zwischenprodukte vorhanden sein mussen, konnten neuerdings FINK 
und Mitarbeiter 3 zeigen, daJ3 auch andere einfache C-Verbindungen 
wie Milchsiiure, Essigsaure, Alkohol usw. die Hexosen voll ersetzen 
konnen. Die dabei erhaltliche Hefe hat normale Zusammensetzung. 
Ein Aufbau del' verschiedenen Stoffklassen del' Hefezelle (wie Kohle
hydrate, EiweiJ3, Lipoide, Enzyme, Vitamine, Cytochrome, Por
phyrine usw.) ist daher aus ganz einfachen Substanzen moglich. 
Dabei gaben 100 kg Essigsaure bis zu 176 kg Hefe (mit 25% Trocken
substanz), 100 kg Acetaldehyd bis zu 200 kg, 100 kg Alkohol bis zu 
290 kg. - Auch andere Verbindungen erwiesen sich als geeignet, so 
Brenztraubensaure, Glycerin, Bernsteinsaure, Fumarsaure, Oxal
essigsaure usw., die also als Zwischenglieder beim Aufbau del' Hefe
zelle in Frage kommen. Von Wichtigkeit fur den Reaktionsmechanis
mus del' biologischen Eiweil3synthese aus Kohlehydraten ist auch 
die "Abfangung" von Acetaldehyd 4. 

2. Technologie del' Pl'eJlhefeel'zeugung. Prinzip beirn Zulaufver
fahren (Lufthefeverfahren. Lliftungsverfahren): Man beginnt mit 
einer fiir die Entwicklung del' Hefe giinstigen niedrigen Zucker- und 
Nahrsalzkonzentration und halt diese im Ausmaf3e des Verbrauches 
bis zum SchluJ3 des Prozesses aufrecht, so daJ3 aIle Hefegenerationen 
in gleicher Weise ernahrt werden. Die zum Schlu/3 separierte Wiirze 
soll so gut wie zucker- und N -frei sein. 

AWlyangsmaterial: Zumeist Melasse. Vorbehandlung derselben: 
Auf etwa 15° BUg. verdiinnt, Zusatz von Schwefelsaure, so daJ3 Saure
grad 2 entstEht (2 ccm n-NaOH auf 100 ccm L6sung), Erwarmen auf 
65° Y2 -1 Stunde, mindestens 6 Stunden stehengelassen; abziehen: 
Klarmelasse. 

Durchjuhrung des Prozesses: Beginn mit l/S del' Gesamtmelasse, 
verdiinnt auf 1,5° Bllg., Zusatz von l/s del' erforderlichen Menge 
Ammonsulfat und Diammoniumphosphat und 15-20% del' Gesamt-

1 Eine zusammenfassende Darstellung del' Theorien libel' den 
Aufbau del' Zellsubstanz del' Hefe findet sich bei H. FINK und 
J. KREBS: Bio. Z. 299, 1 (1938). 

2 CLAASSEN: Z. Vel'. Dtsch. Zuckerind. 84, 713 (1934). 
3 FINK, KREBS undLECHNER: Bio. Z. 290, 135 (1937). - DIETRICH: 

Brennerei-Ztg. 55, 5 (1938). Vgl. die Zusammenfassung von FINK: 
Angew. Chern. 51, 475 (1938). 

4 CLAASSEN: Z. Vel'. Dtsch. Zuckerind. 84, 713 (1934). 

7* 
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melasse an Stellhefe. Sauregrad 0,15-0,20 (pH 4,7-4,8), Formol
grad 1-1,2; Tempelatur 24-26° unter langsamem Anstieg auf 30°. 
Zeitweise Probeentnahme und Feststellung des Formolgrades, Saure
grades und pH. Zulauf der Melasse von der zweiten Stunde an. Zeigt 
der Formolgrad 0,12-0,2, so wird Ammonsulfat zugeRetzt; falls dabei 
der pH-Wert unter 4,3-4,4 sinkt, so wird neben Ammonsulfat auch 
Diammonphosphat zugesetzt. Del' Formolgrad soll zum Schlu/3 nicht 
hoher als 0,05-0,1 sein, NH3 soll nicht mehr nachweisbar scin, 
PH soll bei 4,4 liegen. Alkoholanhaufung ist bei den modernen Ver
fahren ganz ausgeschaltet, wohl abel' verlauft der Zuckerabbau auch 
hier iiber Alkohol (keine direkte Zuckerassimilation). 

Abtrennung der Hefe: Zentrifugieren, griindliches Auswaschen der 
SaIze. Untersuchung auf Eiweil3gehalt, Haltbarkeit, Backkraft usw. 

Gewinnung der Stellhefe in einem eigenen Pl'ozel3, indem die Be· 
triebshefe unter Benutzung von Klarmelasse stets wieder einer Re
generation unter genauer Kontrolle unterworfen wird. 

3. Bedeutung und Verfahl'en del' biologischen EiweiBsynthese 
(Futterhefeerzeugung)l. Die El'zeugung eiweil3reicher Hefe fUr 
Fiitterungszwecke ist insbesondere fUr Deutschland zur Schlie/3ung 
der "EiweiJ3liicke" von grol3er Bedeutung. Zunachst kommt hier vor 
aHem die Verwertung der Bierhefe in Betracht, also deren Um· 
wandlung in versand- und lagerfeste Trockenhefe fUr Nahrungs- und 
Futterzwecke (vgl. dazu S. 19 und Nachtrag) und sodann die direkte 
Erzeugungvon Futterhefe mittels Wuchshefen (Torula utilis). Durch· 
fiihrung des Prozesses grundsatzlich analog wie bei der Backhefe· 
erzeugung. Entscheidend ist die Verwendung moglichst billiger Aus· 
gangsmaterialien (hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit vgl. S. 5). Dem
gemal3 sind einige Verfahren beschrieben worden. 

a) Melasse diente bei der Futterhefegewinnung nach dem soge
nannten DELBRucK-Verfahren im Weltkrieg als Rohstoff. Kommt 
heute nicht mehr in Frage. 

b) Holzzucker. Verfahren bestens ausgearbeitet, Ausbeute vor· 
ziiglich auch in technischem MaJ3stabe. Aus 100 kg Holztrocken· 
substanz erhalt man 21,1 kg (SCHoLLER-Verfahren) bzw. 31,2 kg 
Hefetrockensubstanz (BERGIUS-Verfahren). Die praktische Ver
wertung scheiterte bis jetzt noch an den relativ hohen Holzzucker
preisen. Allerdings sollen jetzt in Deutschland etwa 80000-100000 t 
Holzzuckerhefe jahrlich im Rahmen des Vierjahresplanes erzeugt 
werden. 

c) Sultitablauge steht bei der dauernd steigenden Zellstoffproduk
tion in immer grol3eren Mengen zur Verfiigung und stellt den billigst@n 
Rohstoff fUr die Gewinnung von Futterhefe vor. 1 cbm der unver· 
diinnten Lauge (mit 2-2,5% ausnutzbaren Zucker) gibt 10-12 kg 
Hefetrockensubstanz. Anfall der Sulfitablauge in Deutschland heute 
bereits etwa 7 Millionen cbm (daher ausreichend fiir 76000 t Trocken
hefe). Dieses Ausgangsmaterial konnte bisher grol3technisch noch 
nicht fUr die Futterhefeerzeugung verwendet werden, da es fUr die 
Spiritusgewinnung noch dringend benotigt wird. 

1 V gl. dazu die zusammenfassende Abhandlung von FINK: Angew. 
Chem. 51, 475 (1938). - Dort ausfUhrliche Literaturangaben. 
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d) Kartoffeln konnten durch Umstellung der landwirtschaftlichen 
Kartoffelbrennflreien zur Erzeugung von Futterhefe verwendet 
werden. Dabei kommen nach FINK drei V C1rfahren in Betracht, 
und zwar entweder der bisherige brennereiiibliche ProzeI3, der neben 
eiweiI3haltiger Schlempe vornehmlich Spiritus liefert, oder das Ei
weiI3-Schlempe-Verfahren, das vornehmlich EiweiI3 ergibt oder 
schlieI3lich ein kombiniertes Verfahren. Je nach Bedarf konnte der 
eine oder andere ProzeI3 angewendet werden. Alle Verfahren haben 
sich im GroI3betrieb bewahrt, doch kommt auch das so erzeugte 
EiweiI3 erheblich teurer als das der Sojabohne. 

e) Molke. Dieselbe kommt dort als Ausgangsmaterial zur Er
zeugung von Futterhefe in Frage, wo ein MilchiiberschuI3 vorhanden 
ist und das Casein fiir andere industrielle Zwecke verwendet wird 
(z. B. zur Kunstfasererzeugung). Zum Ersatz der so verminderten 
EiweiI3menge kann die biologische EiweiI3synthese durch Futterhefe
erzeugung aus Molke dienen. In Frage kommen dabei Milchhefen, 
wie besonders Torula lactis u. a. Die Hefeentwicklung erfolgt mit 
groI3er Intensitat, da die MoIke leicht verwertbar ist. 

f) Einfache Kohlenstoffverbindungen. FINK und Mitarbeiter konnten 
zeigen, daI3 z. B. Essigsaure oder AIkohol auch in Abwesenheit von 
Zucker durch Hefe vollstandig zum Aufbau neuer Zellsubstanz ver
wendet werden konnen. Auch die Massenziichtung von Hefe IaI3t 
sich so im Dauerbetrieb in technischem MaI3stab durchfiihren. Die 
Ausgangsmaterialien fUr die Gewinnungvon vollwertigem biologischem 
EiweiI3 sind hier letzten Endes Kohle, Luft-Stickstoff, Diingesalze 
und Wasser. Allerdings ist dieser von der Landwirtschaft unabhangige 
Weg der EiweiI3erzeugung noch teuerer als die oben behandelten 
Verfahren. 

4. Die Hele als Nabruogs-. uod HellmitteF. Die Hefebestandteile 
werden durch den Menschen vorziiglich ausgeniitzt (EiweiI3 zu 86%, 
Fett zu 70%, Kohlehydrate zu 100%). Vor allem die Umarbeitung 
von Bierhefe in wertvolle Produkte kommt hier zunachst in Betracht, 
und zwar besonders in Nahrhefe und Hefeextrakt. Insbesondere zur 
EiweiI3erganzung in der menschlichen Ernahrung von Wichtigkeit 
sowie in entsprechender Zubereitung als Zugabe fUr Speisen. Hefe
extrakt an Stelle von Fleischextrakt bestens geeignet (wegen des 
Vitaminreichtums demselben sogar iiberlegen). 

Hefetherapie, heute noch in Entwicklung begriffen. Hefe ist be
sonders geeignet zur Beseitigung von Mangelgefahren und Mangel
erkrankungen wegen ihres Reichtums an Wirkstoffen (Vitamin B
Komplex, Provitamin D, insulinartige u. a. hormonartige Stoffe, Ver
dauungsfermente u. v. a.). - Die Hefe bleibt auch weiterhin eine Fund
quelle fUr wichtige Wirkstoffe, die in der Heilkunde von Bedeutung 
werden konnen. (Vgl. auch Nachtrag.) 

1 Vgl. dazu SCHULEIN, Die Bierhefe als Heil-, Nahr- und Futter
mittel, Dresden 1936. - WEITZEL und WINCKEL, Die Hefe, Berlin 
1930. - STEPP, KUHNAU und SCHROEDER, Die Vitamine und ihre 
klinische Anwendung, Stuttgart 1936. 
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5. Ubung. 

Fettsynthese durch Hefen und Oidien. 

a) Verfettung "on Hefe (nach HALDEN) 1. Vorbehandlung der 
Hefe: Untergarige Bierhefe wird 24 Stunden lang in frischer Bier
wiirze angaren gelassen (etwa t Teil Hefe in 10 Teilen Bierwiirze 
von 8° BUg.), dann wird die Hefe ahzentrifugiert (bzw. die Wiirze 
vorsichtig abgegossen), mit der gleichen Menge sterilen Leitungs
wassers geschiittelt, 24 Stunden stehen gelassen, dekantiert und 
der ganze ProzeB noch zweimal wiederholt. SchlieBlich wird die 
Hefe dureh Zentrifugieren gewonnen. 

Versuchsanordntmg: Einige groBe sterile PETRI-Schalell werden 
mit je 5 ccm stenler, warmer 3Y2%iger Agarlosung mit 5% Zucker

gehalt beschickt, unter 
eine evakuierbare, 

durch Abreihen mit AI
kohol entkeimte Glas
glocke gestellt (vgl. 
Abb. 23). Dann wird 
mittels einer Wasser
strahlpumpe evaku
iert, nach lallgerer Zeit 
der Dreiweghahn mit 
dem Wattefilter ver
bunden, das mit etwas 
Alkohol mit Hilfe des 

Abb. 23. Apparat zur Hefeverfettung. Tropftrichters be-
feuchtet. ist. Die Gloeke 

wird dann abgenommen und auf die Agarboden je 10 ccm 
Hefesuspension (etwa 1 g der wie oben vorbehandelten, zentri
fugierten Hefe verteilt in 0,15%iger Agar16sung) aufgetragen. 
Nach der ZusammensteUung der Apparatur und nach dem Ein
setzen einer Schale mit gekorntem Chlorcalcium wird nun wieder 
evakuiert und tiltrierte, mit Alkoholdampf beladene Ll1ft ein
gelassen. Dieser Vorga,ng wird taglich zweimal wiederholt und das 
ganze bei ungefahr 20° stehen gelassen. - Etwa aIle 4 Tage wird 
eine Schale entnommen und die Hefe naher unt·ersucht und zwar: 

Mikroskopische Untersuchung der Fetthefe: 1 Tropfen der Hefe
suspension wird auf einem Objekttriiger mit 1 Tropfen deg Fett
reagenzes versetzt: Sudanlosung (1 g Sudan III in 100 ccm 

1 HALDEN: H.225, 249 (1935); SOBOTKA, HALDEN und BILGER: 
H. 234, 1 (1935). 
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Alkohol) gibt orange-rote Fiirbung der Fettropfchen; Osmium
saure fijrbt das Fett braunschwarz, Alkannatinktur rot; a-Naph
thol (1% in 1 %iger Sodalosung) mit Dimethyl-p-phenylendiamin 
(1 %ige waBrige Losung!) gibt Blaufarbung. 

Bestirnrnung des Gesarntlipoidgehaltes2: Gewinnung der Hefe 
aus den PETRI-Schalen durch Abstreifen mittels eines breiten 
Spatels, unter Abspiilen der Gesamtoberflache mit destilliertem 
Wasser. Die Hefe wird dann entweder zentrifugiert oder auf einem 
Glasfrittenfilter 3 abgesaugt und ausgewaschen; Ermittlung des 
Feuchtgewichtes der Hefe durch Wagung. Bestimmung des 
Trockengewichtes durch Trocknen einer Probe in einem eva
kuierbaren Rohrenexsiccator bei 105 -1100 unter Durchleiten 
eines durch Chlorcalcillm getrockneten Luftstrumes. - Eine 
Probe der Feuchthefe wird dann zwecks AufschlieBung des Zell
materials der Autolyse unterworfen: Die Hefeprobe wird in einem 
verkiirzten Reagensglas mit einigen Tropfen Toluol versetzt, 
unter kurzem Erwarmen auf dem Wasserbad mit einem Glaspistill 
verrieben und 24 Stunden stehen gelassen, wobei vollstandige 
Verfliissigung eintritt. Nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator 
bei 40-600 wird die Probe in einer kleinen Reibschale vorsichtig 
verrieben, in einem Filterschalchen eingewogen und in einem 
Mikroextraktionsapparat mit Ather 17'2-2 Stunden extrahiert. 
Nach dem Verdampfen des Xthers im Vakuumexsiccator wird 
der Extrakt gewogen (Gesamtlipoide, auszudriicken in Prozenten 
der Trockenhefe) .. 

Bestirmn1J,ng des Steringehaltes4 : Der wie beschrieben gewonnene 
Xtherextrakt wird in 5 ccm Benzol aufgenommen (gegebenenfalls 
noch mit Benzol auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und 
davon 5 ccm entnommen) und nun die LrEBERMANN-BuRCHARDT
sche Reaktion durchgefiihrt: Zusatz einer Mischung von 2 ccm 
Essigsaureanhydrid und 6 Tropfen konzentrierter Schwefelsaure 
unter Kuhlung. Es entsteht eine rotviolette Farbung, die rasch 
in griin iibergeht. Nach 2 Minuten bei 18° erfolgt der Vergleich 
im Colorimeter mit einer Losung von Naphtholgriin B. 

1 In kleinen zugeschmolzenen Glasrohrchen vorriitig zu halten. 
2 Vgl. GORBACH: Mikrochem. 12, 161 (1933). - BILGER, HALDEN 

und ZACHERL: Mikrochem. 10, 119 (1934). 
3 Nr 1, G 3/7, SCHOTT & Gen., Jena. 
4 Vgl. HEIDUSCHKA und LINDNER: H. 181, 15 (1929). - BILGER, 

HALDEN und ZACHERL: Mikrochem.1o, 119 (1934). Hinsichtlich einer 
Farbskala zum colorimetrischen Vergleich siehe BERNHAUER und 
PATZELT: Biochem. Z. 280, 388 (1935). 
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b) Fettbildung durch Oidien (Oospora-Arten)!. Einige 51-
FERNBAcH-Kolben werden mit je 11 Molke 2 (enthaltend etwa. 
3,5% Milchzucker) beschickt, die noch 1 g (NH')2S0" 0,5 g 
KH2PO, und 0,25 g MgSO, . 7 H 20 enthalt (PH 5,0) und nach 
dem Sterilisieren im Dampftopf (wobei noch das restliche Ei
weiI3 ausfallt) mit einer Kultur eines geeigneten Stammes von 
Oidium lactis (Oospora.lactis 3 ) geimpft. Nach etwa 6 Tagen bei 
270 ist das Wachstum beendet, der pH-Wert etwa 7,0', der Fett
gehalt hat seinen Hochstwert erreicht (spater treten bereits 
autolytische Vorgange ein). - Abbruch des Versuches: Sammlung 
der Pilzdecken, Auswaschen derselben, Trocknen bei 1050 und 
Wagen. 

Bestimmung des Fettgehaltes. Die trockene Substanz wird etwa 
3 Stunden in der Kugelmiihle pulverisiert, dann wird die gleiche 
Menge Quarzsand zugegeben und die Miihle noch 1/4 Stunde 
laufen gelassen. Sodann extrahiert man 1 g Substanz (Quarzsand 
abgerechnet) im Extraktionsapparat von SCHMALFUSS 5 etwa 
6 Stunden mit Ather. Der Riickstand wird nun nochmals in der 
Kugelmiihle kurz gemahlen, moglichst quantitativ daraus entfernt 
und wieder extrahiert. Eventuell muB der ProzeB nochmals 
wiederholt werden. Sobald nach 6stiindiger Extraktion die er
neuert gewonnene Fettmenge weniger als 0,3% betragt, kann 
auf eine Weiterbehandlung verzichtet werden. Nach dem Ab
destillieren des Athers wird das Rohfett bei 800 bis zur Gewichts
konstanz getrocknet. (Hinsichtlich einer anderen Fettbestimmungs
methode vgl. Nachtrag.) 

Anhang: Theoretisches. 

1. Die Fettsynthese bei der Hefeverfettung. Der normale Fett
gehalt der Hefe ist meist relativ gering (etwa 1-5% der Trocken
substanz), durch besondere Ma13nahmen gelingt es jedoch, denselben 
um ein Vielfaches zu steigern (bis tiber 40 %). Fettbildung findet 
insbesondere bei starkem Luftzutritt statt (also bei reichlicher Durch-

1 In Anlehnung an FINK, HAESELER und SCHMIDT: Z. f. Spiritus
industrie 1937, Nr 11/12. 

2 In biosfreier synthetischer Nahrlosung findet nur sehr mangel
haftes Wachstum statt. 

3 Oidien mit einer schneeweil3en, seidenglanzenden Decke sind 
schlechte Fettbildner, solche mit einer gelblich-wei13en, hirnartig ge
wellten Raut gute. 

4 Fur Oidium lactis ist charakteristisch, da13 es die MiIchsaure 
der Mol,ke vollig verzehrt, wodurch die Nahrlosung alkalisch wird. 

5 SCHMALFUSS: Chern. Fabr. 9, 161 (1936). 
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liiftung oder in Oberflachenkulturen 1). So sind die Hefen von Agar
kulturen (oder in Tropfchenkulturen), sowie die Oberflachenzellen 
abgepref3ter HefemasRen meist sehr fettreich (HENNEBERG). Ferner 
findet bei Einwirkung von Alkoholdampfen auf Hefen (Brauerei- und 
Brennereihefen, in diinner Schicht aufgebreitet) rasche Fettbildung 
statt (LINDNER und UNGER, 1917). Nach LINDNER 9 soll auch die in 
Oberflachenkulturen von Hefen beobachtete iippige Fettbildung haupt
sachlich dem aus den tieferen Schichten aufsteigenden Alkohol seine 
Entstehung verdanken. Auch nach lIALDEN 3 ist fiir die Verfettung 
von Hefe die Behandlung der Kultur mit Alkoholdampf bei maf3iger 
Liiftung der ausschlaggebende Faktor; ausgelOst und gesteuert wird 
der Vorgang nach dem gleichen Autor durch den Wasserentzug. Be
reits durch langeres Pressen von Hefe kann der Lipoidgehalt (und 
zwar besonders der Steringehalt) erhoht werden. 

Betreffend den Chemismus der Fettsynthese aus Alkohol sei hier 
nur so viel bemerkt, daf3 die Fettsaureketten durch Kondensation 
von AC!ltaldehydmolekillen zu entstehen scheinen; vgl. dazu auch 
S. 'l34 4 • Hinsichtlich der Frage del' Beteiligung von Polyenaldehyden 
an der Fettsynthese vgl. REICHEL 5· 

Physiologische Bedeutung der Fettbildung: Unter den Bedingungen 
bzw. im Stadium del' Fettbildung (also besonders bei alten Hefe
zellen) findet keine weitere Vermehrung der Hefe statt. Derartige 
Zellen zeigen auch beim Einimpfen in frische Wiirze meist nur 
ein geringes odeI' kein Vermehrungsvermogen. Nach HENNEBERG 
wie auch nach LINDNER muf3 zwischen dem normalen "Reservefet,t", 
das beim Hungern aufgebraucht wird, und dem "Degenerationsfett.", 
das sich in sehr grof3er Menge im Alter odeI' unter besonderen Be
dingungen bei Luftzutritt ansammelt, unterschieden werden (viel
leicht sind auch Untel'schiede in der chemischen Zusammensetzung 
vorhanden). HALDEN vergleicht die Fettbildung in Hefen unter dem 
lj:influf3 des Wasserentzuges mit der Fettbildung in den sogenannten 
Olsamen der hoheren Pflanzen oder im Holz und in der Rinde der 
sogenannten Fettbaume, VOl'gange, die auch bei abnehmendem Wasser
gehalt ein'!etzen. 

2. Fettbildung durch andere Mikroorganismen 6. Nicht nur Kultur
hefen sind zur Fettbildung befahigt, sondern auch verschiedene andere 
Hefen, so besonders Torula pulcherrima 7 sowie der hefeartige Fett-

1 1m Gegensatz dazu bildet sich aber manchmal auch ohne Luft
zutritt Fett, so z. B. im Bier- oder im Weinlagerfaf3; dabei handelt 
es sich wohl um einen physiologisch andersartigen Vorgang. 

2 Vgl. LINDNER: Mikrosk. u. bioI. Betriebskontrolle in den 
Giirungsge:werben, 6. Aufl., S.284, Berlin: Parey 1930. 

3 HALDEN: H. 225, 249 (1935); SOBOTKA, HALDEN und BILGER: 
H. 284, 1 (1935). 

4 Zusammenfassungen der diesbeziiglichen V orstellungen vgl. 
BERNHAUER: Fettstoffwechsel und Fettsynthese in SCHONFELD.' 
HEFTER, Chemie u. Technologie der Fette Bd. 1, S. 384 (1936); -
SMEDLEy-MAC LEAN: Die biochemische Fettsynthese aus Kohlen
hydraten: Erg. d. Enzymforsch. Bd. 5, S. 285 (1936) .. 

fi REICHEL: Ang. Ch. 51, 190 (1938). 
6 V gl. dazu die Literaturzusammenfassung von SCHWARTZ: Angew. 

Chem. 50, 294 (1937). 
7 LINDNER: Angew. Chem. 35,110 (1922). 



106 Zuchtung von Hefe und Herstellung von Hefezubereitungen. 

pilz Endomyces vernalis (Endomycopsis vernalis), der besonders im 
Krieg fUr Untersuchungen uber die Fettgewinnung herangezogen 
wurde 1• Sodann zeigte sich, daB auch eine sehr groBe Anzahl von 
Aspergillus- und Penicilliumarten Fett bilden, darunter das Pen. 
javanicum unter geeigneten Bedingungen sogar uber 41 % (im all
gemeinen etwa 24% des Trockengewichtes) 2. In alten Pilzkulturen 
kommt es vielfach zu einer besonders starken Anhaufung von Fett. 
Dabei handelt es sich jedoch auch hier, ebenso wie bei Hefe (vgl. oben) 
urn Degenerationsfett. 

Mit der Fettbildung durch Oidien hat sich sodann FINK 3 naher 
beschaftigt und insbesondere auf die groBe Widerstandsfahigkeit der
selben gegenuber Infektionen und damit deren Eignung zur Zuchtung 
in gr5Berem MaBstab hingewiesen. Hinsichtlich der Ausbeute an Fett, 
bezogen auf Zucker, erwies sich ein bestimmter Stamm von Oidium 
lactis allen anderen Organismen iiberlegen. Bei der Kultur in Schalen 
betrug die Ausbeute an Rohfett, bezogen auf angewendeten Zucker: 
bei Oidium lactis 12~14% lI.ach 5 Tagen, bei Endomyces vernalis 
10% in der gleichen Zeit, bei Pen. javanicnm nur gegen 3% nach 
19 Tagen_ Die Ausbeute an Trockensubstanz betrug vergleichsweise 
bei diesen Organismen 47 ~48%, 40~41 % und 12~13%, war also 
auch bei Oidium lactis am h5chsten. GEFFERS 4 erhielt durch Oidium
arten aus 1000 I Molke 3 ~ 5 kg Fett (bezogen auf den Milchzucker
gehalt also etwa 7,5~12,5%). 

J edenfalls tritt Fett so gut wie bei allen Pilzen als Zellinhaltstoff 
auf, allerdings in sehr verschiedenem AusmaBe. Ebenso enthalten 
Bakterien vielfach reichliche Mengen Fett. Auch die Kieselalgen, die 
autotroph sind (also CO2 assimilieren) lagern Fett in ihren Zellen ab; 
viele derselben lassen sich auch laboratoriumsmaBig kultivieren. 

Hinsichtlich der Kulturbedingungen fUr eine kraftige Fettbildung 
durfte stets eine reichliche C- und N-Nahrung bei guter Sauerstoff
versorgung von Bedeutung sein. Bei mycelbildenden Pilzen ist auch 
das Verhaltnis der Oberflache zum Volumen der Nahrl5sung von 
Wichtigkeit. Bei technischen Versuchen mit Endomyces vernalis 
fuhrte weder das Schalen- noch das Tennenverfahren zum Ziel 5• Bei 
SproBpilzen arbeitet man zweckmaBigerweise unter Durchluftung der 
Flussigkeit. Zum Zwecke einer rationelleren Fettgewinnung muBte 
unbedingt auch die submerse Erzeugung des Pilzmycels angestrebt 
werden (vgl. S. 77). Nach GEEFERS 4 ist jedoch in submerser Kultur 
die Fettbildung gehemmt. Von entscheidender Bedeutung fUr die 
technische Fettgewinnung durch Mikroorganismen zu wirtschaftlich 
tragbaren Bedingungen ist sodann vor allem die Auffindung eines 
brauchbaren, entsprechend billigen Ausgangsmaterials (vgl. zu diesem 
Problem auch S. 19). 

1 HAEHN und KINTOFF: B. 61, 439 (1923); Chemie d. Zelle u. 
Gewebe 12, 115 (1926). ~ Uber die im Krieg gemachten Erfahrungen 
mit Endomyces vernaliR vgl. besonders FINK, HAEHN und HOER
BURGER: Ztschr. f. Spiritusind. 61 (1938). 

2 WARD LOCKWOOD, MAY, HERRICK und O'NEILL: C. Bact. II, 90, 
411 (1934). ~ Ind. Eng. Chern. 27, 318 (1935). 

3 FINK, HAESELER und SCHMIDT: Z. f. Spiritusind. 1937, Nr 11/12. 
4 GEFFERS: Arch. Mikrobiol. 8, 66 (1937). 
5 FINK. HAEHN und HOERBURGER: Forschungsdienst 5, 115 (1938). 
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6. nbung: 

Herstellung von Hefezubereitungen. 

a) Lebende frische Here. Die z. B. aus einer Brauerei frisch 
bezogene Hefe wird in einer Sedimentierzentrifuge abgeschleudert 
(oder aueh abgesaugt), mit Wasser angeriihrt und nochmals 
zentrifugiert oder abgesaugt, Prozel3 eventuell wiederholt; Hefe 
sodann in Wasser aufgeschlammt und fiir Garansii.tze verwendet. 
Bestimmung des Trockengewichtes aus der dnrch kraftiges Um
schiitteln homogenisierten Hefesuspension: 10 cem abgesaugt und 
im Trockenschrank bei 105° bis zur Konstanz getroeknet. 

b) Lebende" verarmte" Here. Befreiung der Hele von rasch ver
atembaren Inhaltsstoffen 1: Frische Hefe wie unter a gewaschen 
und zentrifugiert (bzw. abgepreBt), in der fiinI bis zehnfachen 
Menge Leitungswasser suspendiert, in eine Flasche gefiillt, Luft 
durch Sauerstoif verdrangt, etwa 20 Stunden auf der Schiittel
maschine behandelt, sodann gegebenenfalls abgesaugt odor ab
zentrifugiert und in Wasser aufgeschlammt, oder aueh direkt fiir 
Gii,rversuche verwendet. Bestimmung des Trockengewiehtes wi_ 
oben. Die Gewiehtsabnahme betragt mnd 20% (as werclen vor 
allem einfache nnd leicht hydrolysierbare Kohlehydrate entfcrnt). 

c) Trockenhefe2• Bierhefe, frisch von einer Brauerei bezogen, 
wird griindlich dnrch Dekantieren gewascben, dann auf einem 
Tuch abtropfen gelassen, in ein Prel3tuch eingeschlagen und in 
einer Handpresse oder in einer hydraulischen Presse (bei 50 at) 
abgepreBt, duroh ein grobes Sieb getrieben, in loekerer, 1 bis 
1,5 em diuken Sohieht auf FiltrierpapiElr ausgebreitet, 2 Tage 
bei 25-35° getrocknet. Zwecks Gewinnung eines gleichmaBigen 
Pulvers schliel3lich in einer Kaffeemiihle fein gemahlen und 
schlieBlich etwa 24 Stunden in einer Kugelmiihle pulverisiert 
und bei 0° aufbewahrt. 

Das Praparat enthalt noch lebende Hefezellen (Handelspraparate 
oft erhebliohe Anteile), die in einem geeigneten Medium zur Ent
wioklung gelangen konnen. Vgl. Naohtrag. Garungsohemisohe Ver· 
wendung der Trookenhefe vgl. Ubung 7 c und 9 b, insbesondere zur 
Herstellung von Maoerationssaft. 

d) Aeeton-Danerhefe (Zymin)s. 500 g ausgewaschene und 
abgepreBte Brauereihefe (wie zuvor) mit etwa 70% Wassergehalt 
wird grob gepulvert und innerhalb 3-4 Minuten mittels einer 

1 WIELAND und WILLE: A. 615, 260 (1935); vgl. auch WIELAND 
und CLAREN: A. 492, 183 (1932). 

2 v. LEBEDEW: Ann. lnst. Pasteur 26, 8 (1912). - Vgl. dazu 
NILSSON und ALM: H. 289, 179 (1936). 

3 ALBERT, BUCHNER und RAPP: B. 86, 2376 (1902). 
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steifen Biirste durch ein Sieb (100 Maschen pro qcm) in eine flache 
S<'hale mit 3 I wasserfreiem Aceton gedriickt. 10 Minuten gut 
verriihrt, 1-2 Minuten absitzen gelassen, Fliissigkeit moglichst 
weitgehend abgegossen, Hefe auf einem BUCHNER-Trichter ab
gellaugt (gehiirtetes Filter) und auf demselben moglichst gut ab
gepreBt. Riiekstand in einer Schale mit 250 cern Ather mit den 
Fingern gut durchgeknetet, nach 3 Minuten wieder abgesaugt. 
Feines, fi:.st weiBes Pulver. In diinner Schieht auf Filterpapier 
ausgebreitet, %-1 Stunde Ather an del' Luft verdunsten gelassen, 
dann 24 Stunden bei 37° getrocknet. Ausbeute etwa 30% del' ab
gepreBten Hefe. Vorschrift ist genau einzuhalten; Produkt in 
einer gesehlossenen Flasehe aufzubewahren. Wassergehalt etwa 
5,5-6,5%. 

Das Praparat ist bei sorgfaltiger Herstellung frei von lebenrlen 
Hefezellen, behiHt seine Fiihigkeit zur Zuckervergiirung mehrere 
Monate, verHert sie abel' dann allmahlich. Oberliefe gibt meist weniger 
aktive Produkte. Zur Gewinnung von Hexosephosphaten usw. ge
eignet. 

e) Macerationssaftl. 50 (J Trockenhefe in einer Schale mit 
150 ccm Wasser von 35° griindlich angeteigt, in einen Kolben 
von etwa 750 ccm Inhalt gespiilt und 2 Stunden bei 35° unter 
zeitweisem Umriihren stehen gelassen (starkes Schaumen, daher 
groBer Kolben). Sodann wird del' Saft durch Zentrifugieren ge
wonnen. 1 kg Trockenhefe liefert etwa 1200 cem Saft. Statt 
3 Teilen Wasser fiir 1 Teil Trockenhefe, konnen auch 4 Teile 
genommen werden 2• 

B. Die alkoholische Garung. 

7. t"bung: 

Die alkoholische Garung des Zuckers (erste Vergarungsform). 

a) Kleingarmethode im hohlen Objekttrager (von LINDN'ER3), 

insbesondere zur PrUfung del' Ga.rfahigkeit versehiedener Zucker
arten geeignet. Man benut,d glykogenfrei gemachte Hefe (Stehen
lassen von Refe in sterilem Wasser, bis das Glykogen verschwunden 
ist, mikroskopische Kontrolle mit .J odlosung: es darf keine rot
braune Farbung mehr auftreten). Als Giirgefa.B verwendet man 
einen hohien Objekttrager, dessen Hohiung nach dem Einfiillen 
del' Garprobe mit einem Deckglaschen bedeckt wird, das man 

1 v. LEBEDEW: H. 73, 447 (1911). - Ann. Inst. Pasteur 26,8 (1912). 
2 MEYERHOF: Bio. Z. 273,80 (1934). 
3 V gl. LINDNER: Betriebskontrolle in den Giirungsgewerben, 

S.207 (1930). 
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dann mit einem Vaselinring zur Dichtung versieht. Garprobe: 
1 oder 2 Tropfen sterilen Wassers oder Hefewassers werden mit der 
milchig fein verteilten Hefe vermischt und eine kleine Menge der 
zu untersuchenden Zuckerart mittels eines vorn etwas breit 
geklopften Platindrahtes zugesetzt. Die Hohlung des Objekt
tragers mull vollstandig ausgefiillt sein und iiberschiissige Fliif!sig
keit ist mittels sterilen Filtrierpapiers abzusaugen. Die Probe wird 
bei 25° aufbewahrt und nach etwa 12 Stunden untersucht. Bei 
geringer Garung zeigen sich (manchmal erst nach schwachem 
Anwarmen mittels einer Mikroflamme) zahlreiehe kleine CO2 -

Blaschen; bei lebhafter Vergarung wird die Hohlung des Objekt
tragers fast ganz von einer groBen CO2-Blase allsgefiillt, die 
sofort zusammenschrumpIt, wenn man einige Tropfen Lauge 
zuflieBen laBt. 

b) Kleinglirversuch im Glirrohrchen (vgl. Abb. 24) 1, nur fiir 
qualitative Zwecke. Einfiillung der Hefeprobe, suspendiert in 
1-10%iger Zuckerlosung in der Weise, daB der lange Schenkel 
des Garrohrchens vollig gefiillt ist. Aufbewahrung hei 18-37°. 
Nach kurzer Zeit ist lebhafte Garung zu bemerken, Beobachtung 
der Gasentwicklung im geschlossenen Rohrteil. Modifizierte 
Garrohrchen zur quantitativen Messung des Kohlendioxyds, z. B. 
zur Zuckerbestimmung mittels Saccharometern (z. B. das LORN
STEINsche Prazisionsgarungssaccharometer, bei dem eine Skala 
direkt die Menge der vergorenen Glucose anzeigt). Hexosen geben 
46,5% CO2 (theoretisch 48,9%), 1 cern CO2 entspricht daher 4 mg 
Hexose (bezogen auf 0° und 760 mm Druck).2 

c) Glirversuch im Eudiometerrohr (vgl. Abb. 25), zur quantita
tiven Bestimmung des entwickelten CO2 , z. B. zur FestAtellung 
des Garvermogens versehiedener Hefezubereitungen usw. 3 • Das 
Eudiometerrohr wird zunachst vollstandig mit trockenem Queck
silber gefiillt und sodann werden durch den Hahn unter Senken der 
Birne 10-20 cern des frisch bereiteten Gargemisches eingefiihrt. 
Gargemisch z. B.: 2%ige ZuckerlOsung mit 2% gut suspendierter 

1 Modifizierte Form des Einhorn-Garrohrchens von NORD und 
WRITE: Amer. Soc. 49, 2118 (1927) vgl. Abb.24b. 

2 Eine eingehende Untersuchung iiber die Brauchbarkeit der Gar
methode zur quantitativen Bestimmung von Hexoson wurde von 
MEYERHOF und SCHULZ: Biochem. Z. 287, 206 (1936) durchgefiihrt. 

3 In ahnlicher Weise wird die Triebkraft von Backerhefe be
stimmt, z. B. mittels des Apparates von HAYDUCK oder von Kus
SEROW: Messung des iiber Wasser aufgefangenen CO2-Volumens [vgl. 
LINDNER: Mikroskopische und biologische Betriebskontrolle in den 
Garungsgewerben, S. 288 (1930)]. Ferner kann die Garkraft auch 
dUICh die Bestimmung des Gewichtsverlustes des Giiransatzes nach 
24 Stunden bestimmt werden (GarverschluB mit SchwefelsaUIe geflillt). 
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Trockenhefe und 1-2% Toluol (eventuel! noeh Zusatz von frisch 
bereitetem Hefekochsftft 1) uder Macerationssaft mit 10% Zucker 
und 1-2% Toluol versetzt. Durchfiihrung der Garung bei 18 bis 
370. Quantitative Verfolgung der CO2-Elltwicklung durch Ab
lesung in Intervallen von etwa 1 Stunde (nach vorsichtigem 
Aufschiltteln des Ansatzes) unter Gleichstellung des Queck
silberniveaus im Rohr und ill der Birne. Beendigung des Versuches, 
so bald das Gasvolumen konstant ist. Eventuelle Austreibung von 

cl 

~2 

a 

r: 

Abb. 24. Giirriibrchen. Abb. 25. Eudiometerrohr. 

CO2 aus der Losung durch Zusatz von 1 oder 2 ccm verdiinnter 
Schwefelsaure (durch den Hahn unter vorsicbtigem 8enken der 
Birne). Priifung auf CO2 (zugleich lJberprii£ung der Dichtigkeit des 
Hahnes) durch Einsaugen von etwa 10-20 ccm 50%iger Kali
lauge, clie sogleich das ganze Gas absorbieren muB. 

Ermittlung des Gewichtes des COz-Volumens: G = vod, d (CO.) = 
1,9768 gil unter NormaJhedingungen. Umrechnung des gefundenen 
Volumens auf N ormalbedingungen gemii13 der Gleichung 

v. p. 273 
Vo = (273 + t) 760 

bzw. mit Hilfe von Tabellen (vg!. Anhang II 1 d). 

1 Herstellung des Hefekochsaftes: 2 Teile frische Unterhefe mit 
1 Teil Wasser gut vermlScht, im siedenden Wasserbad unter ofterem 
Umriihren auf etwa 800 erhitzt und dann unter rlirekter Erhitzung 
kurz aufgekocht. Sodann zentrifugiert oder filtriert. 
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Zum Arbeiten unter sterilen Bedingungen dient der Apparat 
von VAN ITERSON und KLUYVER1. 

Zur Verfolgung des Giirverlaufes in Kleinversuchen (mit 
0,5-2 eem Losung) sei auf die von MYRBACK und V. EULER 
besehriebene Mikroml'thodik der CO2-Bestimmung hingewiesen 2• 

Zwecks Verfolgung des Giirverlaufes in gro(3eren Versuch.en 
dient ein modifiziertes Eudiometerrohr, das an Stelle des einfaehen 
Hahnes einen Zweiweghahn (Sehwanzhahn) besitzt (vgl. dazu 
Abb. 25), wodureh ein Ablassen des Gases in hestimmten Zeit
intervallen ermoglicht wird; oben wird ein GarkOlbchen mittels 
eines zweimal rechtwillklig gebogellen Rohres und Gummistop
seln angeschlossell (sinngemaB in analoger Weise wie in Abb. 29). 
Garallsatz prinzipiell wie zuvor, aber mit etwa 50 ccm Losung, 
die bei Gartemperatur mit CO2 gesattigt sein soIl. Vor der Ab
lesung des Volumens wird das Gargemiseh kriiftig geschiittelt. 
Durch Drehen des Hahnes und gleichzeitiges Heben der Birne wird 
sodann das Gas aus dem Sehwanzhahn entweichen gelassen, und 
hierauf der Hahn wieder in normale Stellullg gebraeht. 

Statt iiber Quecksilber kann das Gas auch iiber mit CO2 ge
sattigtem Wasser aufgefangen werden (allerdings weniger genau); 
durch etwa %stiindiges Verweilen im Gtirraum wird dabei zunachst 
iiberschiissiges CO2 entfernt. Gegebenenfalls kann bei der Ablesung 
die Dampfspannung des Wassers beriicksichtigt werden. 

d) Giirversuch mit analytischer Bestimmung des Alkohols. 
10 g Rohrzucker, 0,2 g (NH')2S0,. 0,1 g NH;2HPO" 0,025 g 
MgCl2 • 6 H 20, 0,025 g KCI in 100 ccm Wasser gelost und in 
einem 200 ccm-Rundkolben mit 2 g gewaschener und abgepreBter 
Bierhefe (aufgesehlammt in einem Teil der Losung) versetzt, mit 
Garaufsatz (vgl. Abb. 7, S. 73) verschlossen und bei 20-35° aus
garen gelassen (AufhOren der CO2-Entwicklung). Sodann mit 
Wasserdampf 100 eem abdestilliert; und in Proben des Destillates 
wird der Alkohol qualitativ nachgewiesen sowie quantitativ be
stimmt. 

LIEBENsche Jodoformprobe: 2 ccm der wsung auf 40-500 
erwarmt, etwa 6 Tropfen 10%iger Kalilauge zugesetzt und Jod. 
Jodkali-Losung bis zur Braunfarbung, dann mit Kalilauge ent
farbt und erkalten gelassen: Jodoformgeruch bzw. Abscheidung 
von charakteristischen J odoformkrystallen. 

1 Vgl. KLEIN: Hdb. d. Pflanzenanalyse IV, 1259 (1933). Wien: 
Julius Springer. (KOBEL und NEUBERG: Untersuehung von Gar
fliissigkeiten. ) 

2 VgI. MYRBACK und V. EULER in OPPENHEIMER-PINOUSSEN: Me
thodik der Fermente, S. 1297. Leipzig: Thieme 1929. 
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Nachwei8 al8 p-Nitro-Benzoe8aure-A.thyle8ter 1• 20 ccm der 
Lasung werden mit Hilfe einer WIDMER-Kolonne destilliert und 
der Alkohol angereichert; bei der ersten Destillation werden 10 ccm, 
bei der Destillation dieser Portion etwa 6 ccm aufgefangen, diese 
dann mit Pottasche versetzt und ausgeathert. Der iiber gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknete atherische Auszug wird mit absolutem 
Ather auf 20 ccm aufgefiillt und mit etwa 4 g p-Nitrobenzoyl
chlorid versetzt. 1m SchIiffkolben unter RiickfluB 24 Stunden zur 
Reaktion gebracht. Reaktionsfliissigkeit dann im Scheidetrichter 
mit n-Soda16sung gewaschen, bis die gesamte p-Nitro-Benzoesaure 
entfernt ist (beim Ansauern des alkalischen Auszuges mit Salz
saure darf keine Triibung mehr eintreten). Atherische L6sung 
dann iiber Natriumsulfat getrocknet, Ather im Vakuum verdampft. 
Riickstand aus Methanol und dann aus Petrol ather umkrystalli
siert. Schmelzpunkt 57°. 

Oxydation zu Acetaldehyd: 10 ccm der erhaltenen etwa 5%igen 
alkoholischen Lasung in einem 100 ccm-Rundkolben mit der 
berechneten Menge Kaliumbichromat (fein gepulvert; fiir 100 mg 
Alkohol etwa 220 mg Kaliumbichromat) und 5 ccm verdiinnter 
Schwefelsaure (etwa 10%ig) versetzt, Kolben mit einem ab
steigenden Schlangenkiihler verbunden, Vorlage mit Eis gekiihlt. 
1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann langsam 
10 ccm abdestilliert. Nachweis des Acetaldehyds im Destillat 
mittels Nitroprussidnatrium und Piperidin, Identifizierung als 
p-Nitrophenylhydrazon (vgl. S. 118). 

Quantitative Be8timmung de8 Alkoho18: Athoxylbestimmung in 
iiblicher Weise nach ZEISEL-FANTO (mit 1 ccm einer etwa 5%igen 
Lasung, etwa 50 mg Alkohol) oder durch Oxydation zu Essigl:laure 
und Titration dieser im Destillat der Halbdestillation (vgl. thmng25). 
Fiir viele Zwecke geniigt auch die pyknometrische Bestimmung 
des Alkoholgehaltes im Destillat. Hinsichtlich einer Mikromethode 
zur Bestimmung des Alkohols vgl. MEYERHOF und KIESSLING 2 

sowie FRIEDEMANN und KLAAS 3. 

a) Praparativar Garvarsuch. Rundkolben von 101 Inhalt mit 
81 einer 20%igen Rohrzuckerlasung (1600 g roher Zucker). 
Zusatz von 80 g gut ausgewaschener und abgepreBter Bierhefe 
(untergariger Hefe) nach gutem Anriihren mit einem Teil der 
L6sung. Mit RiickfluBkiihler und groBem GarverschluB verbunden 

1 VgI. MEISENHEIMER und SCHMIDT: A. 475, 157 (1929). 
2 MEYERHOF und KIESSLING: Biochem. Z. 267, 313 (1933); 281, 

250 (1935). 
3 FRIEDEMANN und KLAAS: J. BioI. Chern. 115, 47 (1936). 
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(vgl. Abb. 8, S. 73). In einem Garraum bei 30-35° unter 6fterem 
Umschiitteln ausgaren lassen. Entnahme einer kleinen Probe 
(2-5 ccm) und Feststellung, ob der Zucker verschwunden 
ist (bei positivem Ausfall nochmaliger Zusatz von etwa 40 g wie 
oben vorbereiteter Hefe und dann ausgaren lassen). 

Aufarbeitung: Destillation aus einem Luftbad (BABo-Trichter) 
unter Beniitzung einer WIDMER-Kolonne 1 : 2000 ccm Destillat 
aufgefangen, sodann noch eine Fraktion von 100 ccm, Ermitt
lung des spezifischen Gewichtes ergibt ob noch erhebliche Alkohol
mengen zuriickgeblieben sind. Eventuell weitere Destillation. 
Vereinigte Kondensate aus analoger, aber kleinerer Apparatur 
nochmals iibergetrieben und etwa 1000 ccm aufgefangen. Er
mittlung des spezifischen Gewichtes im Destillat und Riickstand. 
Durch Wiederholung des Prozesses wird der Alkohol angereichert. 
Feststellung des Alkoholgehaltes im Destillat und Riickstand 
mittels eines Alkoholometers (Ermittlung des spezifischen Ge
wichtes). 

Anhang I. Technologie der Spirituserzeugung. 

a) Durchfiihrung der Giirung. Vorgang je nach den Rohstoffen 
verschieden. 

a) Stiirkehaltige Rohstoffe (Kartoffel, Getreidearten, ferner Mais, 
Reis., Rirse, Buchweizen, Kastanien, Erbsen, Maniok, Topinambur 
usw.). Verzuckerung derselben mittels Diastase (Malz oder Pilze) 
oder durch Saurehydrolyse. Hefebereitllllg (obergarige Hefe) in der 
Regel nach dem System der natiirlichen Reinzucht (vgl. S. 88). Vor
bereitllllg der Rohstoffe: Reinigllllg, sodann Dampfllllg (im Henze
Dampfer, 30-45 Minuten bei 21/2-31/ 2 at, 138-147°) zwecks Starke
verkleisterung. Die nachfolgende Verzuckerung im Vormaischbottich 
mit Malz (gequetschtes Griinmalz oder geschrotetesDarrmalz) wird als 
Maischproze13 bezeichnet (fiir 100 kg KartoffeIn etwa 2 kg Malz). 
Dieser wird bei 50 - 55°, zum Schlu13 bei 60 - 620 llllter gutem Mi\l!Jhen 
durchgefiihrt. Entfernung del' grobRten AnteiIe wiihrend des Uber
pumpens del' Maische in den Garbottich mittels des Entschalers. 
Garung der Hauptmaische: Ansauerung mittels Lactobac. DEL
BRUCKII (20-24 Stllllden bei 50° bis zum Sauregrad 2, entsprechend 
etwa 0,9% Milchsaure), Erhitzen auf 75°, dann Hefezusatz bei 30° (aus 
dem vorangehenden Ansatz); Angarung, Hauptgarllllg und Nach
garung. Hefevermehrung hauptsachlich wahrend der Angarung; die
selbe kommt bald zum Stillstand( 5 % Alkohol wirken bereits hemmend). 
Kiihlllllg wahrend der Hauptgarllllg (28-29° sollen nicht iiber
schritten werden). Gardauer bei warmer Anstellllllg etwa 2 Tage. 

1 Ein Luftbad von besonderer Form zum Anheizen der Destil
lationskolben bei der DestilIation von extraktreichen oder treber
haltigen Fliissigkeiten wurde von LAMPE lllld DEPLANQUE (Z. f. Spiri
tusindustrie OJ', 322, 1934) beschrieben. 

Bernhauer. Gltruugschemlsches Praktikum, 2. Auf!. 8 
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Zur Spiritusfabrikation dient in Deutschland hauptsachlich die 
Kartoffelbrennerei, dagegen die Kornbrennerei fast ausschlie13lich zur 
Branntweinerzeugung (vgl. unten). 

Amyloverfahren (Starkeverzuckerung durch Pilze): Meist in 
Mais· und Reisbrennereien. Mais wird nach dem Dampfen im Gar· 
bottich mit der Pilzkultur (Mucorarten) geimpft; bei 39° hat nach 
25-30 Stunden bereits starke Pilzvermehrung und Verzuckenmg 
stattgefunden. Nun wird mit Hefe geimpft und vergoren (Temperatur 
nicht iiher 380). Dauer des ganzen Prozesses etwa 4 Tage. GroJ3ere 
Verbreitung des Amylover~l;tlu·ens hauptsachlich in Frankreich und 
Belgien, ferner in einigen lJberseelandern. 

(3) Zuckerhaltige Stotte (Zuckerriiben, Zuckerrohr, Mfllasse, zucker
haltige Friichte undPflanzenteile); direkte Vergarung. Riihenbrennerei 
(hauptsachlich in Frankreich und Ungarn): Benutzung der Zucker
riibensafte (Herstellung wie bei der Zuckerfabrikation), Ansauerung 
auf 0,16-0,18°, Konzentrierung auf 9-12° Bllg. Vergarung kontinu
ierlich, indem 1 Teil der vorhergehenden Maische zum Anstellen der 
nachsten verwendet wird. Melassebrennerei; Vorbereitung der Melasse 
(Verdiinnen auf etwa 25-35° Bllg. entsprechend etwa 16% Zucker, 
Ansauern mit Schwefelsaure auf etwa 0,3° und Kochen), AnsteHen 
mit Hefe, Vergaren. Verwendung der leistungsfabigeren, auch Raf
finose vergarenden Weinhefen (statt der friiher benutzten unter
garigen Bierhefen). Zuckerrohrmelassen vergaren schneller als Riiben
melassen. 

y) Holzzucker. Das Hauptproblem war bier die Uberfiihrung 
der Cellulose in Zucker: Anwendung hochprozentiger Salzsaure 
(BECHAMP 1856, WILLSTATTER und ZECHMEISTER 1914, HAGGLUND 
u. a.; Problem schlie13lich VOl' wenigen J ahren durch BERGIUS technisch 
gelOst). Die zunachst entstehenden polymeren Zucker werdE'n sodann 
durch Erhitzen mit verdiinnter Salzsaure vollstandig hydrolysiert. 
100 kg trockenes Holz geben 78 kg Trockenzucker mit einem Gehalt 
von 85% reduzierenden Kohlehydraten. (Bei der Aufschlie13ung von 
Tannenholz entsteht ein Zuckergemisch von folgender Zusammen
setzung: 61,9% Glucose, 24,7% Mannose, 4% Galaktose, 1,4% 
Fructose, 8% Xylose; vor aHem die Xylose wird nicht vergoren.) 

Bequemer ist das SCHOLLER-ToRNESCH-Verfahren: Anwendung 
verdiinnter Saure in Druckperkolatoren (0,4% Schwefelsaure bezogen 
auf das Gewicht des Holzes) bei 15 at. Uberdruck und 170-180°. 
Direkte Vergarung der gewonnenen Zuckerwiirze auf Spiritus. In 
Deutschland sind bereits fOOf Gro13werke gegriindet, in Cleveland 
(Ohio, USA.) wurde ein Riesenwerk geschaffen, auch Japan hat das 
Verfahren erworben. 

~) Alkoholerzeugung aus Sulfitablauge. Fichtenholz enthalt neben 
30-39% Ligninsubstanzen, 50-53% Cellulose und 14-16% Kohle
hydrate, die bei der Sulfitkochung jene Zuckermenge liefern, die ver
goren wird. Vorbehandlung der Sulfitlauge (Neutralisierung mit CaO 
und CaCOa), Wahl einer widerstandsfahigen Hefe (durch besondere 
Zlichtung resistent gemacht; sehr gut bewahrt sich die Rasse XII). 
Der Rohsprit enthalt etwa 3 % Methanol und etwasAcetaldehyd (infolge 
des Sulfits). 1 cbm Sulfitablauge liefert etwa 10 I 100%igen Alkohol. 
In den Jahren 1933/34 wurden in Deutschland aus liber 5 Millionen 
Kubikmeter Ablauge liber 456 hl100%iger Spiritus hergesteHt. Heute 
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werden bereits etwa 7 Millionen verarbeitet. - Da die zur Ver
garung gelangende Sulfitablauge einen sehr niedrigen Zuckergehalt 
hat (1,5-2,5%) wurde der Zusatz von Holzzucker empfohlen, um so 
die durch die starke Verdiinnung bedingten relativ hohen Kosten des 
Sulfitspiritus zu erniedrigen. 

Alkoholerzeugung aus Torf; AufschluLl mit starker Schwefelsaure. 
Aus 1000 kg entwassertem Torf 50-60 I AIkohol. Rest gibt Briketts. 
Industrielle Verwertung noch nicht vorgenommen. 

b) Destillation des Alkohols aus der vergorenen Maische (bei allen 
Verfahren). Anwendung einer Apparatur, die eine Rektifikation und 
Dephlegmation ermoglicht; man erhalt so den Rohspiritus (Gehalt 
50- 80 %, der einer Rektifizierung und Raffination in Kolonnen
apparaten unterworfen wird, zur Entfernung von Beimengungen, 
unerwijnschten Geruchs- und Geschmackstoffen. Manchmal auch 
Filtration liber aktive Kohle. Prufung des rektifizierten Sprits auf 
Aldehyde, Furfurol, Sii,uren, Fuse16le usw. Herstellung von ab
solutem Alkohol (fUr dessen Verwendung als Kraftstoff) durch 
ein Destillationsverfahren mit Benzol (YOUNG 1902, spater ver
bessert, z. B. v. KREUSZLER, Druckdestillation usw.); zunachst geht 
ein azeotropes (ternares) Gemisch der Komponenten liber, bis alles 
Wasser entfernt ist, dann ein binares Gemisch von Alkohol und 
Benzol, wahrend wasserfreier Alkohol zurlickbleibt. 

FuselOl: Etwa 0,4% im Rohspiritus; wird bei dessen Raffination 
(im Nachlauf) als Abfallprodukt gewonnen. Branntweine (durch nur 
einmalige DestiIIation gewonnen) haben meist einen ziemlich hohen 
Gehalt an Fuse16len, zum Teil in Esterform. Bestandteile des Fusel
ols: 65 - 80 % Amylalkohole (lsobutylcarbinol und sekundares Butyl
carbinol), 15-25% Isobutylalkohol, 4-7% n-Propylalkohol, ferner 
sehr geringe Mengen n-Butylalkohol, n-AmylalkohoI, Hexyl- und 
Heptylalkohol, weiterhin Aldehyde wie Isobutyr- und Valeraldehyd, 
Furfurol; auch Basen wie Derivate des Pyridins, Pyrazins und Pipera
zins und RchlieLllich verschiedene Fettsauren wie Ameisensaure, Essig-, 
Butter-, Valerian-, Capron- bis Caprinsaure, teils frei, teils in Ester
form. 'Fuse16le und Ester tragen wesentlich zur Bildung des Gar
aromas bei. Entstehungsweise der Fuselole bei derGarung vgl. S .117/118. 

Anhang II: Erzeugung alkoholischer Getranke. 

a) BierbrauereP. Ausgangsstoffe: Gerste (von besonderer Qualitat 
hinsichtlich Extraktgehalt und Keimfahigkeit), Hopfen (Fruchtstand, 
Trager der Aroma- und Bitterstoffe; Driisensekret, Lupulin), Brau
wasser (fUr helle, mittelprozentige, starker gehopfte Biere, am besten 
ein weiches, salzarmes Wasser, z. B. beim Pilsner Bier fiItriertes 
Flul3wasser). 

Phasen der Bierbereitung: 1. Malzgewinnung aus Gerste: 
Reinigung und Sortierung, Weichen in Quellstocken unter plan
malJiger Luftzufiihrung, Keimung (Herstellung des Griinmalzes) 
auf der Tenne oder in Keimapparaten (Mobili<!ierung und Bildung 
von Enzymen, besonders Diastase), Darren deE, Griinmalzes (Trocknen 
und Rosten desselben) unter allmahlicher Erhohung der Temperatur 

1 V gl. das Kapitel liber Bier von BLEYER und DIEMAIR im Hdb. f. 
Lebensmittelchemie, Bd. 7. Berlin: Julius Springer 1938. 

8* 
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(Wassergehalt sinkt von 40 - 45 % auf 1-3 %); Erzeugung von hellem 
oder dunklem Malz abhangig von der Temperatur (60° bzw. 100°). 
2. Wurzebereitung: Schroten des MaIzes, Maischlmg desselben unter 
intensivem Riihren (Temperatur allmahIich bis auf 75-78°), dabei 
findet Extraktion und Starkeverzuckerung (auch Eiweif3abbau) statt; 
Entfernung der Treber im Lauterprozel3 (Lauterbottich oder Maische
filter), Kochen der Wiirze mit Hopfen (dabei erfolgt auch Ausfallung 
gerinnbarer Eiweil3stoffe, Konzentrierungund Sterilisierung), l!'iltration 
tiber den Hopfenseiher und AbkiihIung im Kiihlschiff (Absetzen der 
Eiweil3stoffe, Phosphate usw. als Trub). 3. Vergarung der Wurzel: Be
sonders durch Untergarung; Hefezusatz im Anstellbottich (etwa 0,51 
dickbreiige Hefe auf 1 hI Wiirze), Hauptgarlmg im Garkeller in 
offenen Bottichen (bei 5-90, 10 bis 14 Tage), Nachga.rung im Lager
keller i,n Fassern oder Lagertanks bei etwa 1 ° (6 -1 7 W ochen). Sodann 
werden die Fasser zugespundet (so dal3 der CO2-Gehalt von 0,3-0,4% 
erhalten bleibt). Aus den Garbottichen wird die mittlere Hefeschicht 
Hir weitere Garansiitze benutzt. 

Herstellung obergariger Biere sehr verschieden (z. B. Weil3biere, 
englische Biere, belgische Spezialbiere). Z. B. Weil3bierbrauerei: Ver
wendung von 2/3 Weizenmalz und 1/3 Gerstenmalz. Die Wiirze wird 
nieht gekocht und daher dureh auftretende Milehsaurebakterien 
spontan gesauert. Gardauer 3-5 Tage bei 16-19°. Je warmer die 
Garung, desto saurer das Bier. Die sieh an der Oberflaehe sammelnde 
Hefe wird samt den anhaftenden Milehsaurebakterien fUr die niichste 
Garung entnommen. - Lagerung des vergorenen WeiJ3biers nach 
Misehung mit 15-25% Jungbier 2-3 Woehen. 

Alkoholgehalt und Extraktgehalt einiger Biere (in %): Psehorr 
(Miinchen): 3,62 und 6,47; Marzenbier (Berlin): 4,07 unci 5,49; Pilsner 
Ur':)uell: 3,61 und 5,0; Berliner WeiI3bier: 3,07 und 3,19; Porter: 6,72 
und 8,68 usw. 

b) Weingewinnung 2• Ausgangsstoffe: In erster Linie Trauben 
(Traubenweine), ferner aueh versehiedene Obst- und Beerenfriiehte 
u.a. Stoffe (z. B.Apfelwein, Johannisbeer- und StaehelbeArwein, ferner 
Palmweine aus den Saften von Zuekerpahnen, Sake aus Reis in 
Japan usw.). 

Phasen derWeinbereitung: 1. Gewinnung des Mostes dureh 
Maisehen del' Trauben (Zerkleinerung derselben); bei Weif3weiIi Ab
pressen ("Keltern") und Entfernung del' Weintrester, bei Hotwein 
nur Entfernung der Stiele. Znekergehalt des Traubensaftes 10-30%. 
2. Vergarung: Meist spontan beim Stehen des Mostes oder unter Be
nutzung besonderer Kulturweinhefen. Garung meist als Obergarung 
bei 15-30° (am Rhein aIs Untergarung bei 10-12° im Keller). 
Hauptgarung in 3-14 Tagen beendet; Nachgarung ("stille Ganmg") 
dauert mehrere Wochen, unter Klarung des Weins. 3. Lagern und 
Rei/en des Weins nach dem Abziehen in grof3e holzerne Lagerfasser, 
I,agerung mit verschlossenem Spund in kiihlen Kellern; Ausbildung 
von Gesehmacks- und Geruchsstoffen. 

1 J e naehdem wieviel Grade Bllg. die Wiirze zeigt, ,spricht man 
dann von einem 10gradigen, 12gradigen Bier usw. 

2 Vgl. die Kapitel von VOGT sowie REINHARD im Hdb. d. Lebens
mittelehemie, 7. Bd. Berlm: Julius Springer. 
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Alkoholgehalt: Reine Naturweine 7-10%, selten 12%; siid
landische Exportweine bis 20 - 24 % (ein Alkoholgehalt von iiber 17 % 
ist stets dnrch kiinstlichen Zusatz von Sprit bewerkstelligt). Gehalt 
an Extraktstoffen (Gesamttrockenriickstand) bei Naturweinen meist 
1,8-2,5%. Wertvolles Nebenerzeugnis der Weingewinnung ist die 
Weinsiiure, die sich insbesondere in FOl"lll ihres sauren Kaliumsalzes 
(Weinstein) beirn Lagern des Weins in den Fassern absetzt. 

c) Gewinnung von Branntweinen 1. Man geht hier stets von ver· 
gorenen FHissigkeiten verschiedener Herkunft aus und unterwirft 
dieselben der Destillation. Weinbrennerei (besonders in Frankreich 
und Italien) zur Kognakerzeugung (alteste bekannte Art der Alkohol· 
gewinnung). ° b s t b renn erei (insbesondere Zwetschen und Kirschen) ; 
Selbstgarung der Friichte oder Anwendung besonderer Weinhefen. 
Kornbrennerei, zur Erzeugung von Branntwein irn iiblichen Sinn 
(neben der Weinbrennerei die alteste Art der Alkoholerzeugung); Roh
stoffe meist Roggen und Weizen. - Erzeugung von Whisky (aus 
Weizen, Mais u. a.), Arrak (aus Reis, aber auch aus dem Saft der 
Bliitenkolben der Palmen), Rum aus den Riickstanden der Zucker
rohrverarbeitung (Melasse, Abschaum, auch aus Rohzuckersirup). 

Anhang III: Theoretisches. 

Die normale V'O'rgii.rung dee: Zuckers (erste Vergiirungsform) ver
lauft nach der auch heute noch giUtigen GAy·LussAcschen Gleichung: 

C6 H120 6 = 2 CH3 • CH20H+ 2 CO2, 

Theoretisch entstehen daher aus 1 Mol Hexose (180), 2 Mol Alkohol 
(92) und 2 Mol CO2 (88), die theoretische Alkoholausbeute betriigt 
daher 51,1 % der Hexose (oder 53,8% des Rohrzuckers). Dar Abbau 
de .. Zuckers zu Alkohol und CO2 geht dabei stufenweise vor sich, es 
wird eine gro13e Anzahl von Zwischenprodukten durchlaufen, wobei 
miteinander geku ppelte oxydoreduktive Reaktionen stattfinden 
(vgl. Anhang zu U"bung 14). 

Ver{larbare Zucker (Zymohexosen): d-Glucose, d·Fructose, d-Man
nose, d-Galaktose; und zwar vergaren Glucose und Fructose gleich 
schnell, wiihrend Mannose und besonders Galaktose langsamer ver
goren werden. Die anderen Hexosen sowie die Pentosen sind unvergar
bar. Dioxyaceton wird vergoren, wobei allerdings intermediar Hexose 
(in phosphorylierter Form, vgl. S. 133/134) gebildet wird. Von Disac
chariden werden vergoren: Rohrzucker, Trehalose, Maltose, Milch
zucker, dabei scheint die Vergarung durch spezielle Hefen ohne 
Hydrolyse zu erfolgen (hinsichtlich des Verhaltens verschiedener 
Hefen zu Disacchariden vgl. S.59). 

Garungshemmende Stoffe: Antiseptica wirken auf lebende Hefe 
hemmend, nicht aber auf die zellfreie alkoholische Garung. Es ist je
doch m6glich, durch Zusatz verschiedener Stoffe (Na·Fluorid, Jod
essigsaure u. a.) einzelne Phasen der zellfreien Garung zu hemmen. 

Abbau der Aminosauren durch He/e. Derselbe geht neben der 
Athanolgarung im normalen Eiwei13stoffwechsel der Hefe vor sich 
und fiihrt zur Bildung von Fuse16len und anderen Produkten; und 

1 Vgl. das Kapitel von BUTTNER, im Hdb. d. Lebensmittelchemie, 
7. Bd., Berlin: Julius Springer. 
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zwar nach EHRLICH l in der Weise, daJ3 zunachst aus den Amino
sauren die a-Ketosauren gebildet und diese decarboxyliert werden; 
durch Reduktion der Aldehyde entstehen sodann die zugehorigen 
Alkohole: 

COOH COOH COOH 
I -H, I +H.O I 
CHNH2 ~ C = NH ----+ CO 
I I I 

R R R 
So entsteht Isobutylcarbinol aus l-Leucin, sekundares Butylcarbinol 
sus d-Isoleucin, Isobutylalkohol aus d-Valin usw. (z. B. auch Tyrosol 
aus Tyrosin 2 oder Tryptophol aus Tryptophan3), ferner auch Bern
steinsaure aus Glutaminsaure. Auch die Einwirkung von Hefe auf 
Arginin und Histidin wurde untersucht 4• (Vgl. auch Nachtrag.) 

C. Die GIyceringarungen und die Gewinnung sowie 
Umwandlung von Zwischenprodukten. 

8. Ubung: 

Acetaldehyd -Glycerin -Giirung (zweite V ergiirungsform). 

a) Kleinversuch (Demonstrationsversuch)5, mit qualitativem 
Aeetaldehydnachweis. 20 ccm einer 10%igen Rohrzuckerlosung 
(in einem kleinen Kolbchen oder weitem Reagensrohr) mit 2 g 
frisch gefii.lltem CaS03 • 3 H 20 versetzt, 2 g abgepreBte Hefe 
(Brauerei- oder Brennereihefe oder garkraftige Backerhefe) in 
der Fliissigkeit gut aufgeschwemmt (kraftig durchgeschiittelt) und 
in ein Garrohrchen eingefiillt, dessen kurzer, offener Schenkel 
durch eine Schlauchverbindung mit einem Glasrohr verlangert ist 
(Probe A). Zugleich Ansatz einer analogen Kontrollprobe, aber 
ohne Sulfit (B). Beide GefaGe werden in einem Wasserbad von 
38--40° belassen. CO2-Entwicklung setzt bald ein. Nach 10 bis 
15 Minuten (eventuell nach 30 Minuten) erfolgt der Nachweis des 
Acetaldehyds in Probe A (nach RIMINI): 3 ccm des Inhalts 
mittels einer Pipette entnommen, ohne zu filtrieren mit 0,5 cem 
4%iger Nitroprussidnatriumlosung und 2-3 ccm einer 3%igen 
Piperidinlosung versetzt: charakteristische tiefe Blaufarbung. 
Probe B gleich behandelt, Reaktion negativ. 

1 EHRLICH: Biochem. Z. 2, 52 (1906). 
a EHRLICH: B. 44, 139 (1911). - Biochem. Z. 79, 232 (1917). 
3 EHRLICH: B. 46, 883 (1912). 
, S. EDLBACHER, M. BECKER und A. v. SEGESSER: H. 200, 53 

(1938). 
5 Vgl. KOBEL und NEUBERG in KLEIN: Hdb. d. Pflanzenanalyse. 

IV. Bd., 1263. Wien: Julius Springer 1933. 
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b) Giirversuch mit analytischer Bestimmung von Acetaldehyd 
nnd Glycerin. (Ansatz wie in "Obung 7c): 10 g Rohrzucker, 0,2 g 
(NH4)2S04' 0,1 g Na2HP04, 0,025 g MgCl2 • 6 H20 und 0,025 g 
KCl in 50 ccm Wasser gelOst und in einem 200 ccm-Kolbchen 
mit 2 g gewaschener und abgepreBter Brennereihefe (obergarige 
Hefe) in iiblicher Weise versetzt (in aufgeschlammtem Zustand), 
mit Garaufsatz verschlossen und bis zur gerade deutlich ein
setzenden Garung bei 30-35° stehen gelassen. Sodann Zusatz 
von 5g Na2S03 oder 10g Na2S03 .7 H20 in 50ccm Wasser (frisch 

gelost). Nach 6-10 Stunden setzt die 
Garung wieder ein; taglich des ofteren 
umschiitteln. ProzeB nach etwa 6 Tagen 
beendet. Ausgegorene Maische unter 
Eiskiihlung mit einem "OberschuB von 
eisgekiihlter 25 %iger BaC~-Losung 
versetzt; Ausfallung des BaS03 sowie 
BaCOs, MitreiBen der Hefe. Schaum
bildung durch Zusatz von etwas 
aldehydfreiem Alkohol beseitigt; etwa 
1/2 Stunde in gut verschlossenem GefaB 

E k h I F·I· Abb. 26. Apparatur zur im is asten ste en ge assen. 1 tratlOn BestimmUDg von Acetaldehyd. 
und Auswaschen im Eiskasten. Filtrat 
auf 250 ccm aufgefiillt (enthiilt neben SaIzen und Glycerin das 
lOsliche acetaldehydschwefligsaure Barium). 

Destillationiflind Bestimmung des Acetaldehyds. Ein aliquoter Teil 
des Filtrates (25ccm, enthaltend etwa 100 mg Acetaldep.yd) wird 
in den Destillierkolben (Abb. 26) eingefiillt, in dem sich 5 g CaC03 

befinden. Die erste PELIGOT-Rohre ist mit 30-50 cern n/iO 
NatriumbisulfitlOsung gefiillt (hergestellt durch Losen von 
Natriummetabisulfit in Wasser, gestellt gegen n/10 Jodlosung; 
Titer stets vor Benutzung der Losung frisch ermitteln). Die zweite 
PELIGOT-Rohre enthalt Wasser (um eventuell S02 aus der ersten 
aufzunehmen). Beide PELIGOT-R6hren befinden sich in einem 
mit Eis gefiillten Becken. Kolben-Inhalt auf einem BABo-Trichter 
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zum Sieden erhitzt. Innerhalb 30 Minuten ist der gesamte Acet
aldehyd iibergegangen. Inhalt beider PELIGOT-Rohren vereinigt 
und mit n/lO Jodlosung in iiblicher Weise titriert. Man sub
trahiert die verbrauchten ccm n/10 Jodlosung vonden vorgelegten 
ccm n/lO Natriumbisulfit16sung und multipliziert mit 4,4032; 
dies ergibt mg Acetaldehyd in der destillierten Probe 1. 

Bestimmung des Glycerins 2. Ein aliquoter Teil des Filtrates 
(25 ccm, enthaltend etwa 200 mg Glycerin) im FAUST-HEIMS chen 
Verdunstungskasten (oder mittels eines Fohns) auf etwa 10 ccm 
eingeengt und mit einer Losung von basischem Bleiacetat ver
setzt, solange noch ein Niederschlag entsteht. Nach einer Stunde 
wird zentrifugiert und ausgewaschen, Zentrifugat mit Schwefel
wasserstoff entbleit und filtriert. Filtrat nun im Verdunstungs
kasten oder Vakuum zum Sirup verdampft, nochmals in wenig 
Wasser aufgenommen, filtriert und wieder verdampft. In Wasser 
aufgenommen, eventuell nochmals filtriert und auf 10 ccm auf
gefiillt. Eine kleine Menge davon kann zum qualitativen Nach
weis des Glycerins verwendet werden (vgl. S. 122, Note 2), weitere 
Proben (2-5 ccm) zur Glycerinbestimmung (nach dem Prinzip von 
ZEISEL-FANTO-STRITAR, Apparatur nach H. MEYER, unter Benut
zung eines Heizmantels 3), Vorlagen mit Pyridin gefiillt (wegen even
tuell vorhandener ,nicht entfernbarer Schwefelverbindungen). Probe 
im Kolbchen mit 15 ccm Jodwasserstoffsaure (d 1,91) versetzt, 
in iiblicher Weise unter 002-Durchleitung 2Y:J Stunden im 
schwachen Sieden erhalten. Drei Vorlagen mit je 20,20 und 10 ccm 
wasserfreiem Pyridin beschickt. Nach dem Abkiihlen in 002-
Atmosphare wird die Fliissigkeit aus den Vorlagen (enthaltend 
das Pyridin-isopropyljodid) mit Alkohol in einen 1Y:JI-ERLEN
MEYER-Kolben iibergespiilt, mit 30-50 cern n/10 Silbernitratlosung 
versetzt, sodann mit 750 ccm Wasser verdiinnt und mit konzen
trierter Salpetersaure angesauert. Abscheidung von Silberjodid, 
2-3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten 
UberschuB des Silbernitrates mit n/10 Ammonrhodanidlosung 
gegen Ferriammonsulfat als Indicator zuriicktitriert. Differenz 

1 Falls auch Alkohol neben dem Acetaldehyd bestimmt werden 
solI, mu13 der letztere erst entfernt werden, und zwar entweder mittels 
HgO [vgl. GORR und WAGNER: Biochem. Z. 161, 488 (1925)] oder 
mittels Dinitrophenylhydrazin; vgl. NEUBERG: Biochem. Z. 232, 479 
(1931). - Vgl. auch MEYERHOF und KIESSLING: Biochem. Z. 267, 317 
(1933). 

2 Vgl. KOBEL und TYCHOWSKY: Biochem. Z. 199, 218 (1928). 
3 V gl. H. MEYER: Analyse und Konstitutionsermittlung organi

scher Substanzen. Berlin: Julius Springer 1931. 
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ergibt die dem Glycerin entsprechende Menge. 1 ccm n/10 Silber
lOsung entspricht 9,2 mg Glycerin. 

e) Priiparativer Garversueh. In einer 15 1 fassenden Flasche 
werden 51 einer 20%igen Zuckerlosung (1 kg Zucker)!, mit 100 g 
frischer abgepreBter Brennereihefe in iiblicher Weise versetzt 
und bei 30-35° schwach angaren gelassen (GarverschluB usw. 
wie in Ubung 7e); sodann Zusatz von 1kg Na2SOs .7H202 
in 51 Wasser (allmahlich unter gutem Umschiitteln). Nach 
6-10 Stunden setzt die Garung wieder eins und ist nach 5 bis 
6 Tagen beendet. Das Reduktionsvermogen gegeniiber OSTscher 
Losung 4 soIl nur noch sehr schwach oder negativ sein. Bei 
starker positivem Ausfall der Reaktion wird noch Hefe zugesetzt 
und dann ausgaren gelassen. 

Destillation von Acetaldehyd und Alkohol. Die vergorene Fliissig
keit wird unter Eiskiihlung mit einer konzentrierten Losung von 
900 g CaC12 . 6 H 20 versetzt; Fallung von Calcium carbonat ; da
durch wird einerseits das bei der Garung erzeugte Natrium
carbonat und -bicarbonat entfernt (das den Aldehyd beim Er
hitzen verharzen wiirde) und andererseits der Acetaldehyd frei 
gesetzt; nach weiterem Zusatz von 200 g Kreide wird destiIliert 
(wie in Ubung 7e) und 2500 ccm aufgefangen. Durch frak
tionierte Destillation des iibergegangenen Anteils konnen Acet
aldehyd und Alkohol angereichert werden. 

Glycerinde8tillation. Der Riickstand nach der Aldehyd-Alkohol
DestiIlation wird filtriert und allmahlich aus dem 3 1 fassenden 
Kolben der Destillationsapparatur (Abb. 27) mit iiberhitztem 
Wasserdampf im Vakuum destilliert 5 . Die Apparatur ermoglicht 
auch gleich eine Konzentrierung des Glycerins in der Vorlage V l' 
Handhabung: Das ganze System zwischen dem Schraubenquetsch
hahn H2 und der Pumpe wird auf 10-12 mm evakuiert, dann das 

1 Del' Zusatz von Nahrsalzen ist nicht erforderlich, da Vermehrung 
del' Hefe in dem alkalischen Milieu kaum stattfindet. 

2 Von technischem Salz ist entsprechend mehr zu nehmen. 
3 Das voriibergehende Aussetzen del' Garung ist nicht nur auf 

die Schadigung del' Hefezellen, sondern auch auf die Bindung von 
CO 2 als NaHC03 im alkalischen Milieu zuriickzufiihren. 

4 Zusammensetzung derselben: 250 g wasserfreies Kaliumcarbonat 
und 100 g Kaliumbicarbonat in Wasser ge16st, langsam mit einer 
Losung von 17,5 g Kupfersulfat versetzt und das Ganze auf 11 auf
gefiillt. Reduktion beim Erwarmen del' Lasung mit del' Probe. -
Die Anwendung del' FEHLINGschen Losung ist hier wegen Anwesen
heit von Sulfit und Acetaldehyd zu vermeidrlU. 

6 Vgl. NEUBERG und REINFURTH: Biochem. Z. 92, 234 (1918). 
Siehe auch die von GRUN beschl'iebene Apparatur (Analyse del' Fette 
und Wachse 1. Bd., S. 531. Berlin: Julius Springer 1925). 
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Olbad, in dem sich der Destillierkolben befindet, auf 200° erhitzt 
und durch Offnen des Hahnes H2 Wasserdampf eingeleitetl, der 
"Oberhitzer ("0) auf 220-230° angeheizt (Th1) und die Olbad
temperatur (Th2) auf 240-250° gesteigert. Durch den Kiihler Kl 
wird warmes Wasser geleitet, durch den Kiihler K2 kaltes Wasser. 
Das Rohglycerin sammelt sich in der Vorlage VI an und wird hier 
gleichzeitig konzentriert, wahrend waBrige Anteile nach V 2 und V 3 

iibergehen. Durch den Capillarhahn Hs wird von Zeit zu Zeit 
frische Losung nachgefiillt. Der Zweiweghahn H" dient zur Probe-

Abb. 27. Apparatur zur Glycerindestillation. 

entnahme, und zwar zur Feststellung des Zeitpunktes, wann die 
Destillation beendet ist; man schaltet den Hahn so, daB die Ver
bindung mit dem gleichfalls evakuierten und mit der Pumpe 
verbundenen Proberohr P hergestellt und zugleich die Verbindung 
mit der iibrigen Apparatur gesperrt wird, fangt nun etwas Destillat 
in P auf und priift dieses auf Glycerin2. Bilanz: Aus 1 kg Zucker 
erhalt man etwa 200-250 g Glycerin, 200-300 g Alkohol und 
50-100 g Acetaldehyd. 

1 Zur Regulierung des Dampfdruckes dient der Hahn Hl unter 
Beobachtung des Wasserstandes im Steigrohr. 

2 Z. B. nach der Probe von MANDEL und NEUBERG [Biochem. Z. 
71, 214 (1915)]' Einige Tropfen des Destillates werden verdiinnt; 
2-3 ccm der O,1-1%igenLosung versetzt man mit genau 3 Tropfen 
n-NaOCI und kocht 1 Min. Dieser Vorgang wird nochmals wieder
holt, dann 3 Tropfen konz. Salzsiiure hinzugefiigt und 1/2-1 Min. 
gekocht (Austreiben von Chlor). Die vollig farblose Losung versetzt 
man mit dem gleichen Volumen konz. Salzsaure und einer kleinen 
Messerspitze Orcin. Beim Kochen fiirbt sich die Mischung violett 
bis griinblau. Reiner Amylalkohol farbt sich beim Ausschiitteln 
blaugriin. 
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Anhang I: Technologie del' Glyceringarung. 
Die Erzeugung von Glycerin auf dem Garungswege bildete in den 

Jahren 1916-1918 die Grundlage del' Nitroglycerinerzeugung del' 
Mittelmachte (in Friedenszeiten ist das Verfahren nicht rentabel, da 
ausreichende Glycerinmengen zur Verfligung stehen 1). Durchfiihrung 
in Melassebrennereien, deren Apparatur direkt benutzt werden 
kann. Die Garung wurde in Garbottichen von iiber 1000 cbm Inhalt 
mit gutem Erfolg vorgenommen; Gardauer bis 90 Stunden; Tem
peratur 30- 35°. Die normale vergorene Maische enthielt 3 % Glycerin, 
2 % Alkohol und 1 % Acetaldehyd, gebunden an Sulfit. Die technische 
Ausbeute an fertigem Glycerin, bezogen auf Zucker, betrug 20-25%. 
Die abfallende Hefe kann nach einer Regenerierungsgarung bei 
schwach saurer Reaktion wiederholt beniitzt werden. Nach spateren 
Verfahren 2 wird eine hohmprozentige Glycerinlosung dadurch er
halten, daJ3 die fliichtigen Giirprodukte aus del' Maische abdestilliert 
werden und diese unter neuerlichem Hefe- und Zuckerzusatz ver
goren wird.Ferner solI man mit einem geringeren Salzzusatz aus
kommen 3, wennman ein Gemisch von Sulfit und Bisulfit verwendet, das 
ungefahr lackmusneutral gehalten wird. Die Ausbeute an Glycerin solI 
dadurch erheblich gesteigert werden, und zwar auf 42 Teile Glycerin 
21,8 Teile Acetaldehyd und 4,5 Teile Alkohol aus 100 Teilen Zucker. 

Neuerdings wurde auch die Glyceringewinnung aus synthetischem 
Zucker (aus Formaldehyd hergestellt) beschrieben4• Ferner wurde 
auch kraftige Beliiftwlg del' Garfliissigkeit empfohlen, wobei wilde 
Hefen verwendet werden konnen5• 

Ais Nebenprodukte der garungstechnischen Glycerinerzeugung 
treten 1,3-Propandiol (Trimethylenglykol)6 und 1,2-Propan
diol (Propylenglykol)7 auf. Diese entstehen wohl erst durch eine 
nach del' Glycerinbildung einsetzende Nebengarung (Reduktion von 
Glycerin). WERKMAN und GILI,EN8 konnten auch Bakterien isolieren, 
die zur Bildung von Trimethylenglykol aus Glycerin befahigt sind. 

Anh ang II: Theoretis ches. 
Ohemismus der zweiten Vergarungsjorm; Garungsgleichung: 

C6H 120 8 = CH20H . CHOH . CH20H+ CHs . CHO + CO2• 

Der Acetaldehyd wird dabei durch das Natrimnsulfit gebunden, das 
als Abfangmittel wirkt. Neben del' spezifischen abfangenden Wirkung 
des Sulfits ist abel' auch noch eine allgemeine Salzwirkung zu be
riicksichtigen, indem auch in Gegenwart groJ3erer Mengen anderer 

1 Ausarbeitung des Verfahrens von CONNSTEIN und LUDECKE 
[vgl. B. 52, 1386 (1919); Seifenfabrikant 1919, 310] unabhangig von 
NEUBERG und FARBER [Biochem. Z. 78, 264 (1916)]. - Vgl. ferner 
DRP. 298593-6 del' Vereinigten Chem. Werke Charlottenburg. 

2 K. und N. LUDECKE: E. P. 278086 (1926). 
3 COCKING und LILLY, England: DRP.472870. 
4 K. LUDECKE: DRP. 658047 (1938). - C. 1938, II 438. 
5 HAEHN: E. P. 488464; F. P. 829263. - C. 1938, II 2857. 
8 RAYNER: C. 1926, II 2509. 
7 SCHUTT: Oe. Chem. Ztg. 30, 170 (1927). 
8 WERKMAN und GILLEN: J. Bact. 28, 167 (1932). 
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SaIze die Glycel'inbildung wesentlich gefordert wil'd; z. B. in Gegen
wart gro13er Mengen (uber 20%) Calciumchlorid, Natriumchlorid, 
Natriumsulfat, Ferrosulfat, Aluminiumsulfat und andere (Erhohung 
der Glycerinausbeute vielfach auf iiber 10% des Zuckers1). 

Son8tige Verfahren zur Acetaldehydabfangung: 
a) Dimedon (Dimethon = Dimethylhydroresorcin, Dimethylcyclo

hexandion); Zusatz zum Garansatz. Abscheidung des wasserunloslichen 
Kondensationsproduktes Aldomedon (Aldomethon), bestehend aus 
1 Mol Acetaldehyd und 2 Mol Dimethon. Isolierung und Identi
fizierung des Kondensationsproduktes (Schmelzpunkt 139-1400, 

Uberfiihrung in das Anhydrid yom Schmelzpunkt 173-1750)2. 

b) Saurehydrazide als Abfangmittel: Mittels Semicarbazid sowie 
Thiosemicarbazid konnen bis 15 % Acetaldehyd und die aguivalente 
Menge Glycerin erhalten werdens, weniger geeignet sind Benzhydl'azid 
und Phenylessigsaurehydrazid4• 

9. Ubung: 

Decarboxylierung der Brenztraubensiiure. 

a) Kleinversuch mit frischer Hefe (Demonstrationsversuch 5 mit 
qualitativem Acetaldehydnachweis). 20 ccm einer 1 %igen Brenz
traubensaurelosung mit 3 g abgepreBter Hefe 6 (wie in Ubung 8a) 
versetzt., in ein Garrohrchim eingefiillt und genau so weiter be
handelt wie in Ubung 8a. Ebenso eine Kontrollprobe mit der 
Hefe und Leitungswasser allein. Schon nach wenigen Minuten ist 
in der Hauptprobe Garung feststellbar, nach 20-25 Minuten ist das 
Garrohrchen schon ziemlich mit CO2 gefiillt. Probe auf CO2 : 

Einfiihrung von konzentrierter Kalilauge mittels einer hakenformig 
gebogenen Pipette in den langen Schenkel des Wirrohrchens; Ab
sorption des Gases bis auf ein kleines (der Hefe entstammendes 
Luftblaschen. Nachweis des Acetaldehyds in einer Probe in iiblicher 
Weise (vgl. S. 118). 

b) Demonstrationsversllch mit Trockenhefe 7• 14 ccm n/iO 
Brenztraubensaurelosung (100 ccm enthalten 0,88 g =0,7 ccm 
frisch destillierter Brenztraubensaure) und 1,5 ccm 2 m-Kalium
acetatlosung (19,6 g K-Acetat in 100 ccm) langsam unter Schiitteln 

1 Vgl. CONNSTEIN und LUnECKE: B. 52, 1386 (1919). 
2 NEUBERG und REINFURTH: Biochem. Z. 106, 281 (1920). 
3 NEUBERG und KOBEL: Biochem. Z. 188, 211 (1927). - KOBEL 

und TYCHOWSKY: Biochem. Z. 199, 218 (1928). 
4 KLEIN und FUCHS: Biochem. Z. 213, 40 (1929). 
5 NEUBERG und KARCZAG: Biochem. Z. 36, 76 (1911). 
6 Die carboxylatischen Fahigkeiten der Hefen sind recht ver

schieden. Falls gerade eine Hefe nicht befriedigt, miissen andere 
erprobt werden. 

7 NEUBERG: Biochem. Z. 152, 203 (1924). 
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mit 2 g Trockenhefe oder Acetonhefe versetzt. Hefe gut verteilen, 
Gemisch in ein Giirrohrchen einfiillen. 1m iibrigen wie zuvor 
weiter behandeln. Sofortiger Garungsbeginn, in wenigen Minuten 
ist der lange Schenkel des Garrohrchens mit CO2 gefiillt. Nachweis 
der Reaktionsprodukte wie zuvor. 

c) Brenztraubensiiurespaltung in Gegenwart von Natrium
sulfitl. 2 ccm m-Brenztraubensaurelosung, 2 ccm m-Natrium
sulfitlOsung, 2 ccm Essigsaure-Acetatpuffer (6 g Eisessig und 
27,2 g krystallisiertes Na-Acetat in 100 ccm) und 14 ccm Wasser 
mit 2 g untergariger oder obergariger Trockenhefe (oder 3 g 
frischer Hefe) versetzt, gut verteilt, ins Garrohrchen gebracht und 
wie zuvor weiter behandelt. Stiirmische CO2-Entwicklung. Nach
weis der Reaktionsprodukte wie zuvor. 

d) Garversuch mit quantitativl'r Bestimmung der Reaktions
produkte (Versuchsanordnung wie in Ubung 7c) in Gegenwart 
von Natriumsulfit. Garansatz 200 ccm (zehnfach groBer als in Ver
such c). Ablesung der gebildeten CO2-Menge wie in Ubung 7c. 
Bestimmung des Acetaldehyds nach Zerlegung des Sulfitkom
plexes und Destillation iiber CaCOs vgl. Ubung 8b. 

Anh ang: T h eoretis ch es. 

a) Allgemeines. Die Brenztraubensaurespaltung wird durch die 
Carboxylase bewirkt, em Teilferrnent der Zymase, und zwar durch 
lebende Organisrnen, Trockenpraparate sowie Fermentltisungen (z. B. 
dialysierter Hefesaft 2, Macerationssafte obergariger Hefen 3, auch 
durch gelagerte Safte 4). Die Carboxylase ist gegeniiber verschiedenen 
Einfliissen sowie Zusatzen recht unernpfindlich; z. B. lebende Hefen 
in Gegenwart von Toluol, Chloroform, Phenol, Sublirnat und anderen 
Zellgiften, durch die wohl die Zuckervergarung, nicht aber die Carb
oxylasetatigkeit gehernrnt wird. 

b) Decarboxylierung anderer a-Ketosiiuren. Z. B. a-Ketobutter
saure, a-Keto-isovaleriansaure, a-Keto-n-capronsaure, a-Keto-glutar
saure, Oxalessigsaure (dabei auch ,B-Decarboxylierung) u. v. a. Nicht 
decarboxyliert wird z. B. Trimethylbrenztraubensaure. Reine carb
oxylatische Spaltung der verschiedenen Ketosauren stets in Gegen
wart von sekundarem Sulfit, indem der abgefangene Aldehyd vor 
der weiteren biochemischen Umsetzung geschiitzt wird (z. B. vor der 
Reduktion oder Acyloinkondensation). 

c) Chemie und Wirkungsweise der Carboxylase. Dieselbe kann 
durch Behandeln mit schwach alkalischem Phosphat (bei etwa PH 8,0) 
in das Fermentprotein (Apoferment) und die aktive Gruppe (Co-

1 NEUBERG und REINFURTH: B. 53, 1046 (1920). 
2 NEUBERG: Biochem. Z. 71, 1 (1915). 
3 NEUBERG und CZAPSKI: Biochem. Z. 67, 9 (1914). 
4 AUHAGEN: H. 204, 149 (1932). 
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Carboxylase) zerlegt werden 1. Siehe ferner Nachtrag. Die Co-Carboxy
lase ist die Diphosphorsaureverbindung des Aneurins (Vitamin B1) 2: 

CH CHa CI 

A /"'" / 
N C N--C-CHs H 

II I II II ?H ~ 
C C CH C-CH2-CH2-0-P-O-P-OH 

/V"", V II II 
CHa N NH2 S 0 0 

1 kg frischer Hefe enthalt ungefiihr 90 mg Co-Carboxylase. 
Als Reaktionsmechanismus der Carboxylase wird in Anlehnung an 

die Carboxylase-Modelle s angenommen, da13 die Reaktion unter Mit
wirkung der Aminogruppe der Co-Carboxylase uber die lminosaure 
und das Aldehydimin in folgender Weise vor sich geht: 
COOH COOH CO2 COOH c&; 
I I I I 
CO+H2N.R-+C=N.R-+CH=N.R+CO-+CHO+C=N.Rusw. 
I I I I I I 

CHa CHa CH, CHa CH, CH, 

Chemie der Enzyme im allgemeinen. 
Zu einem Enzymsystem gehoren folgende Bestandteile sowie Hilfs

stoffe': 
a) Das Hololerment (das vollstandige Fermentmolekiil) entsteht 

durch Vereinigung des Co-Fermentes (einer niedrigmolekularen 
Komponente, Wirkgruppe) mit dem Apoferment (einem spezifischen. 
hochmolekularen Trager von Eiwei13natur) 6: 

Co-Ferment + Apoferment ~ ) Holoferment. 
Das Co-Ferment ist jeweils fur die Wirkungsspezifitat, das Apo
ferment fur die Substratspezifitat verantwortlich. Das gleiche Co
Ferment kann daher - je nachdem an welches Apoferment es ge
bunden ist. - auf verschiedene Substrate, aber stets grundsatzlich 
gleich, einwirken. Holofermente mit schwer oder nicht abdissoziier
baren Co-Fermenten haben daher einen nur sehr engen Wirkungs
bereich. 

b) Aktivatoren, Hemmungskiirper, Komplemente, Kinasen. Die
selben sollen keine unmittelbaren Bestandteile des Enzymsystems 
sein. Hinsichtlich der naheren Definition und Unterscheidung besteht 
noch keine Klarheit. Ihre Wirkung kann sich auf folgende Falle 
beziehen: Angriff auf das Substrat (vgI. Glutathion, S.172), auf die 

1 AUHAGEN: H. 204, 149 (1932). 
2 LOHMANN: Angew. Chem. 50, 221 (1937). - Bioch. Z. 294, 188 

(1937). 
a LANGENBECK: Erg. d. Enzymf. 2, 320 (1933). 
'VgI. die Zusammenfassung von ALBERS: Angew. Chem. 49. 

448 (1936). - AMMON und DIRSCHERL: Fermente, Hormone, Vitamine. 
Leipzig 1938. 

6 Bereits MATHEWS und GLENN [J. bioI. Chem. 9, 51 (1911)] haben 
die Ansicht entwickelt, da13 die Enzyme aus einem kolloidalen Trager 
und einer aktiven Gruppe bestehen. 



Berichtigung. 

Auf Seite 126, 2. Formel muD es heiDen: 

COOR 
I 
C=N.R 
I 
CH3 

statt CRa 
I 
C=N.R 
I 
CRa 
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Ferment-Substrat-Verbindung oder auf einen Bestandteil des Fer
mentes selbst; z. B. durch Bindung von Stoffen an das Apoferment 
kann eine Erweiterung des Spezifitatsbereiches bewirkt werden. Oder 
Adsorption gewisser Stoffe am Ferment und "Blockierung" desselben; 
oder aktivierende Wirkung verschiedener Stoffe durch Beseitigung 
von Hemmungskorpern. - Ferner hangt die Aktivitat mancher 
Fermentsysteme in hohem Ma.l3e von den anwesenden ronen ab, die 
wohl fUr die Stabilitat empfindlicher Fermentproteine von wesent
licher Bedeutung sind; dabei konnen manche ronen stabilisierend, 
andere schadigend wirken. 

Beziehungen der Enzyme zu den Vitaminen und Hormonen. Manche 
Co-Fermente wirken nach geringfUgigen chemischen Umwandlungen 
als Vitamine oder Hormone. Z. B. Vitamin Bl = Aneurin, Aneurin
Pyrophosphat = Co-Carboxylase, Vitamin B2 = Lactoflavin, Lacto
flavin-Phosphorsaure = Co-Ferment des gelben Oxydationsfermentes, 
Vitamin C (Ascorbinsaure) = Co-Ferment tierischer Lipase usw. 

10_ Ubung: 

Alkalische Garung (dritte Vergarungsform). 
Garversuch mit analytischer Bestimmung der Garprodukte. 

10 g Rohrzucker, 18 g K 2HP04 (einer etwa molaren Losung ent
sprechend) oder 13 g NaHCOs (einer etwa 1Y2-molaren Losung 
entsprechend) in 100ccm Wasser gelOst und mit 10g abgepreBter 
Brennereihefe in ublicher Weise versetzt. Die Gii.rung ist nach 
etwa drei Tagen bei 30-35° beeudet. Reduktion vonFEHLINGscher 
Losung l nur noch sehr schwach. Aufarbeituug: Abfiltrieren der 
Hefe, Auswaschen, Auffullen auf 150 ccm. Verwendung aliquoter 
Teile fur die Bestimmungen (Essigsaure und Glycerin). Acet
aldehyd ist bei vollendeter Garung meist nur in geringer Menge 
vorhanden (qualitative PrUfung einer Probe), Athanol ist reich
lich vorhanden (und zwar entsteht nicht nur der der Essigsaure 
aquivalente Anteil, sondern eine weitere Menge bildet sich 
auch gemaB der ersten Vergarungsform). 

Essigsiiure. 25 ccm Filtrat werden durch Zusatz von 2 n
Schwefelsaure kongosauer gemacht, unter RuckfluBkiihlung 
5 Minuten gekocht (Entfernung von CO2 ) und sodann mit Wasser
dampf destilliert, solange noch saure Reaktion nachweisbar ist. 
Titration des Destillates mittels nj 10 Lauge 2. 1 ccm entspricht 6 mg 
Essigsaure = 9 mg Glucoseiiquivalente. 

Gtycerin. 25 ccm des Filtrates (enthaltend etwa 200 mg 
Glycerin) genau so behandelt wie in Ubung 8b. 

1 Vgl. S. 160. 
2 Bei genauen Bilanzversuchen mu.13 noch ein paralleler Garversuch 

ohne Zusatz von Alkali vorgenommen und in gleicher Weise die ent
standene Saure bestimmt werden; der gefundene Wert ist dann von 
dem im Hauptversuch ermittelten abzuziehen. 
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Ausbeuteberechnung: Es werden insgesamt z. B. 1,2 g Glycerin 
gefunden (entsprechend 1,17 g-Aquivalenten Glucose) sowie die 
aquivalente Menge Essigsaure (gemaB der Garungsgleichung; vgl. 
unten), so daB insgesamt etwa 2,4 g Glucose (bzw. Rohrzucker) 
gemaB der dritten Vergarungs£orm abgebaut wurden, der Rest 
nach der ersten Vergarungs£orm. 

Anhang: Th e oretis ches. 
Chemismus der dritten Vergarungsform; Garungsgleichungen: 

a) 2 CsH120a = 2 CH20H . CHOH . CH20H + 2 CHa . CHO + 2 CO2, 

fJ) 2 CHa . CHO + H 20 = CHa . CH20H + CHa . COOH. 
Die Zuckerspaltung findet demnach zunachst nach der zweiten 

Vergarungsform statt, doch wird der Acetaldehyd nicht ang~hauft, 
sondern er untediegt einer Dismutation unter Bildung von Athanol 
und Essigsaure. 1m Anfangsstadium der Garung lassen sich auch 
stets groJ3ere Acetaldehydmengen nachweisen. Endgleichung: 

2 CSH120S + H 20 = 2 CaHgOs + 2 CO2 + C2H sO + C2H 40 2• 

Zur Verwirklichung der dritten Vergarungsform muJ3 der PH-Wert 
der Losung groJ3er als acht sein. Neben derselben findet stets auch 
normale Zuckervergarling statt; und zwar erfolgt Umsetzung nach 
der dritten Vergarungsform maximal bis zu 35,4%, der Rest nach der 
ersten Vergarungsform. Die Tatigkeit der Invertase wird im alkalischen 
Milieu nicht gesti:irt. Die Umwandlung des Acetaldehyds erfolgt unter 
der Wirkung der Aldehydmutase. 

11. Ubung: 

Darstellung der Hexosephosphate. 

a) Darstellung des Hexosediphosphats 1. Gewinnung des 
Ca-Salzes, C6HI004(P04Ca)2. H 20. 400 g Rohrzucker und 83 g 
NaH2PO" . 2 H 20 in einer 81-Flasche in 21 Wasser von 40° 
gelost, mit 22 g Na HCOa versetzt (PH-Optimum zwischen 6,2 
und 6,6), 600 g Unterhefe gut suspendiert, 100 cern Toluol zu
gesetzt, unter haufigem Umschwenken bei 37° aufbewahrt. CO2-

Entwicklung und Veresterung beginnen bald. Entnahme von 
Proben und Prii£ung auf anorganisches Phosphat: je 2 cern 
entnommen, 4 cern 2 Y2 %ige Ammoniaklosung zugefiigt, durch 
ein trockenes Filter gegossen, 2 cern des klaren Filtrates mit 
3 cern Magnesiamixtur versetzt. Nach 5-7 Stunden (bei manchen 
Hefen auch friiher) ist der ProzeB beendet. Der Zeitpunkt der 
vollstandigen Veresterung darf nicht iiberschritten werden, da 
spater wieder ZerIegung stattfindet. 

Auf arb e i tun g: Reaktionsgemisch mit 2 n-N atronlauge 
gegen Lackmus neutralisiert und etwa 20 Minuten im siedenden 

1 Vgl. NEUBERG und KOBEL, in OPPENHEIMER und PINCUSSEN, 

Methodik der Fermente, Thieme, Leipzig, S. 406, 1929. 
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Wasserbad erhitzt; dann zentrifugiert oder filtriert. Das Filtrat 
enthalt hauptsachlich hexosediphosphorsaures Natrium, neben 
geringen Mengen des Monophosphats. - Filtrat in einem Rund
kolben im Wasserbad auf etwa 95° erwarmt und mit einer sieden
den Losung von 108 g krystallisiertem Calciumchlorid in 100 ccm 
Wasser gefallt. Moglichst heW durch eine angewarmte Nutsche 
abgesaugt, mit wenig siedendem Wasser nachgewaschen. Um
bIlung: der feuchte Niederschlag in etwa 500 ccm 2 n-Essigsaure 
unter Zusatz von etwa 250 ccm Wasser gelost, klar fiItriert und 
Filtrat mit 2 n-Natronlauge gegen Lackmus genau neutralisiert. 
15 Minqten im siedenden Wasserbad erhitzt, moglichst heW ab
gesaugt und mit wenig siedendem Wasser nachgewaschen. Nach 
dem Trocknen erhalt man ein technisch reines Produkt (analog 
dem Candiolin des Handels). 

Reinigung l : 10 g Candiolin in 64 ccm 2 n-Salzsaure unter 
Zusatz von 50 ccm Wasser in der Kalte gelost. Ohne zu filtrieren 
unter Eiskiihlung 65-66 ccm 2 n-NaOH tropfenweise zugefiigt. 
Ausfallung anorganischer Phosphate neben kleinen Mengen 
Ca-hexosediphosphat. Rasch absaugen, mit Salzsaure gegen 
Lackmus genau neutralisieren. Die klare Losung wird auf dem 
Wasserbad bis auf 90° erhitzt: Abscheidung des Ca-Salzes (in Form 
mikroskopischer Kiigelchen). Reinheitspriifung: Die eisgekiihlte 
Losung in verdiinnter Saure (vgl. 0 ben), nach Verdiinnung und N eu
tralisation mit Ammoniak dar£ mit Magnesiamixtur keine Fallung 
geben. Andernfalls muB die Prozedur.nochmals wiederholt werden. 

Herstellung der loslichen Modifikation des Ca-Sal
zes l : Das reine Ca-Salz in moglichst wenig verdiinnter Milchsaure 
gelOst, mit Ammoniak unter Eiskiihlung gegen Lackmus deutlich 
alkalisch gemacht, klar filtriert und mit Alkohol gefallt; amorphe, 
voluminose Masse, auf der Nutsche gewaschen (Ammoniak und 
Ammonlactat entfernt), schlieBlich mit Ather gewaschen und an 
der Luft getrocknet. Produkt lost sich glatt in Eiswasser, beim 
Erhitzen scheidet sich wieder die schwer losliche Modifikation 
abo Herstellung des Mg-Salzes und der Alkalisalze aus dem Ca
Salz durch Umsetzung (z. B. mit Na- oder K-Carbonat). 

b) Darstellung des Hexosemonophospbats 2 (Gleichgewichts
ester). In einem mit Riihrwerk, WasserverschluB 3 und Tropf-

1 Vgl. NEUBERG und KOBEL, in OPPENHEIMER und PINCUSSEN, 
Methodik del' Fermente, Thieme, Leipzig, S. 406, 1929. 

2 ROBISON und MORGAN: Bioch. J. 22, 2277 (1928); 24, 119 
(1930). - WARBURG und CHRISTIAN: Bioch. Z. 254, 567 (1932). 

3 Del' Wasserverschlul3 ermoglicht eine annahernde Verfolgung des 
Verlaufes del' Garung, die dauernd kriiftig in Gang bleiben solI. 

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Auf I. 9 
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trichter versehenen 10 I fassenden GargefaB (vgl. Abb. 9) werden 
unter dauerndem Riihren bei 290 1200 ccm frischer Macerations
saft (vgl. Ubung 6e) und 120g Glucose in Abstanden von 6 Minuten 
mit je 100 ccm einer Glucose-Phosphatlosung (300 g Glucose, 
300 g Na2HPO, . 10 H 20, 20 g KH2PO, mit Wasser auf 1500 ccm 
gebracht) solange versetzt, bis in 90 Minuten 1500 ccm zugefiigt 
sind; dann laBt man noch 15 Minuten stehen. Wahrend der 
ganzen Zeit soIl die Garung kraftig in Gang bleiben. 

Aufarbeitung. EnteiweiBung: Man versetzt sofort mit 
80 g Trichloressigsaure (gelOst in 100 ccm Wasser) und laBt nach 
Zusatz einiger Tropfen Oktylalkohol etwa 12 Stunden bei QO stehen. 
Nach dem Abzentrifugieren wird die iiberstehende Losung noch 
durch ein Filter gesaugt. 

Abscheidung der anorganischen Phosphate und des 
Hexosediphosphats als Ba-Salze. Das Filtrat versetzt man 
mit 320 g festem Ba-Acetat, neutralisiert mit heiB gesattigter 
Barytlosung (Phenolphthalein), fiigt 1/, des Volumens an Alkohol 
hinzu, schiittelt um und saugt abo 

Abscheidung des Monophosphates als Bleisalz im 
Filtrat durch Zusatz von 0,8--2,7 kg Bleiessig (Liquor Plumbi 
subacetici DAB 6) je nach dem Gehalt an Monoester. Ein zu 
groBer trberschuB ist dabei zu vermeiden, da sonst Wieder
auflosung eintritt. 

trberfiihrung des Bleisalzes in das Bariumsalz. Das 
abzentrifugierte und mit Wasser gewaschene Bleisalz (die Menge 
des Waschwassers soIl etwa dem halben Volumen der Mutterlauge 
entsprechen) wird mit Wasser in einer Reibschale verrieben und 
auf der Schiittelmaschine etwa 12 Stunden unter Einleiten von 
Schwefelwasserstoff geschiittelt. Das Filtrat wird im Vakuum 
yom Schwefelwasserstoff befreit, mit Baryt (wie oben) neutrali
siert (40-130 g) und nach der Filtration durch ein Faltenfilter 
in das doppelte Volumen Alkohol gegossen. Das Ba-Salz wird 
dann abgesaugt, mit absolutem Alkohol in einer Reibschale ver
rieben, wieder abgesaugt und im Vakuum iiber Schwefelsaure 
getrocknet. Ausbeute 100-300 g am Rohprodukt, je nach der 
Giite des Macerationssaftes und der Eignung der verwendeten 
Hefe. 

Umwandlung des Ba-Salzes in das Ca-Salz: 100 g 
rohes Ba-Salz in 500 ccm Wasser gelOst und zur Abscheidung von 
Verunreinigungen bei schwach alkalischer Reaktion mit einer 
15%igen Losung von Mercuriacetat versetzt, bis nichts mehr aus
falIt (etwa 75 ccm). Filtrat mit H:iS, von Quecksilber befreit, 
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filtriert und 12 Stunden durchliiftet. Dreimaliges Schiitteln mit 
je 3 g Tierkohle und jedesmaIige Filtration. Farblose Losung 
mit einem kleinen UberschuB an Schwefelsaure versetzt, Barium
sulfat abzentrifugiert .. Losung mit etwas mehr als der berechneten 
Menge Ca-Acetat versetzt (35 gin 170 ccm warmem Wasser), wobei 
keinNiederschlag entstehen darf. Zusatz von Alkohol (etwa 200 ccm) 
unter kraftigem Schiitteln, bis der an der EinguBstelle entstehende 
Niederschlag gerade noch ge16st wird. Beim Erwarmen der 
Losung auf dem siedenden Wasser bad fallt das Ca-Salz der Hexose
monophosphorsaure als schwerer, sich rasch absetzender Nieder
schlag aus, der heiB abgesaugt wird. Man wascht auf der Nutsche 
zuerst mit heiBem 30%igen Alkohol, dann mit kaltem absolutem 
Alkohol. Die Mutterlauge dieser Fraktion wird mit Eiswasser ge
kiihlt, wieder mit Alkohol in analoger Weise wie zuvor versetzt 
(etwa 300 ccm) und wie oben weiter behandelt. Ausbeute an 
beiden Fraktionen etwa 32 g. Die weiteren in analoger Weise 
erhaltIichen Anteile sind schon weniger rein. 

Das Ca-Salz besteht vornehmlich aus GIucosemonophosphat, 
daneben Fructosemonophosphat. Nach SMYTHE! enthalt es aber 
auch ein krystallisiertes Doppelsalz von Hexosemonophosphor
saure und a-Glycerinphosphorsaure. Die Ausbeute an Hexose
monophosphat kann nach dem gleichen Autor2 erhoht werden, 
wenn man die Garung und Phosphorylierung in Gegenwart ge
wisser Farbstoffe durchfiihrt. Dabei entsteht ein Gemisch von 
Glucose-, Fructose- und Mannose-6-Phosphorsaure. 

Anhang: Theoretisches. 

a) Das Fermentsystem der Phosphoryliernngsreaktionen katalysiert 
folgende Vorgange: 

Glucose + Phosphorsaure -~ Glucose-6-Phosphorsaure 3 

Fructose + Phosphorsaure ~ Fructose-6-Phosphorsaure 
Fructose-6-Phosphorsaure + Phosphorsaure 0( )0 Hexose-

Diphosphorsaure. 
Diese Reaktionen sind mit folgender noch spater zu besprechenden 
Abspaltung von Phosphorsaure gekoppelt: 

Phosphobrenztraubensaure -)0- Brenztraubensaure + 
Phosphorsaure. 

Weiterhin katalysiert die Phosphorylase im Muskelstoffwechsel die 
Phosphorylierung von Kreatin und Arginin. 

1 SMYTHE: J. bioI. Chem. 117, 135 (1935). 
2 SMYTHE: ebenda 118,619 (1937). 
3 Die umgekehrte Reaktion, also die Verseifung, wird durch ein 

anderes Ferment (die Phosphatase) katalysiert. Vgl. dazu SClIAFFNER, 
BAUER und BERL: H. 232, 213 (1935). 

9* 
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Die Wirkungsgruppe des Phosphorylasesystems ist sehr leicht ab
dissoziierbar. Ais Co-Phosphorylase fungiert dabei das Adenylsaure
system (in der lebenden Hefe in Form eines Dinucleotids vorhanden) 
das Phosphorsaure aufzunehmen oder abzugeben vermag: 

N C.NH2 

/"'c/~ 
HC II I 

'" C CH 
"'/ "'/ N N 

I 
Ribose-Phosphorsaure 

Adenylsaure 

Adenosin-monophosphorsaure + H aP04 < )
~ )- Adenosin-diphosphorsaure 

Adenosin-diphosphorsaure + H aP04 < )
Adenosin-triphosphorsaure 

Auf diese Weise konnen mit Hilfe des Adenylsauresystems Um
phosphorylierungen zustande kommen, z. B. folgende gekoppelten 
Reaktionen: 

2 Hexosemonophosphorsaure + 1 Adenylpyrophosph. 
~ 2 Hexose-diphosph. + 1 Adenylsaure 

und andererseits: 
2 Phosphobrenztraubensaure + 1 Adenylsaure ~ 2 Brenz-

traubensaure + Adenylpyrophosphorsaure. 
Das Co-Ferment muJ3 nun an einer EiweiJ3komponente verankert sein, 
urn wirken zu konnen. Wahrend es selbst nur wirkungsspezifisch ein
gestellt ist, hangt die Substratspezifitat von der Art des kolloidalen 
Tragers ab, an dem es gerade verankert ist; davon hangt es also ab, 
welche spezielle Reaktion gerade katalysiert wird. 

Weiterhin ist fUr die Phosphatiibertragungen die Anwesenheit von 
Mg-Ion erforderlich, das jedoch durch das noch starker wirkende 
Mangan ersetzt werden kann 1. 

b) Das Zymohexase-System. Dasselbe besteht nach MEYERHOF 2 

aus den Isomerasen (Phosphohexomutase und Phospho-trio-mutase) 
und der Aldolase. Eine Trennung der einzelnen Fermente dieses 
Systems ist bisher noch nicht gelungen. Es werden durch dasselbe 
folgende reversible Isomerisierungs- und Aldolisierungsreaktionen 
katalysiert: 

Glucose-6-Phosphorsaure --E )- Fructose-6-Phosphorsaure 

Glycerinaldehyd-Phosphorsaure ~ )- Dioxyaceton-Phosphorsaure 
Dioxyaceton-ph. + Glycerinaldehyd-ph. ~- Hexose-

Diphosphorsaure. 
Der durch diese Reaktionen charakterisierte Abschnitt der alko

holischen Garung im Macerationssaft laJ3t sich durch folgende Formel
bilder wiedergeben: 

1 OHLMEYER und OCHOA: Bioch. Z. 293, 338 (1937). 
2 V gl. dazu die Zusammenfassung von MEYERHOF: Erg. d. Physiol., 

bioI. Chemie u. exper. Pharmakologie Bd.39, S.10. Miinchen: 
J. F. Bergmann 1937. 
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-1-
CROR 
I 

R.C.OR 
I 

RO.C.H ° ~ 
H+OII I 
R.C--

I 
CH,O.PO,II, 

ROBISON-Ester 

CH,OH 
I 

HO.C---

110.6.11 I ~ 
I ° 

H'<i- 0H I 
H.C---I 

I 
CH,O.PO,II, 

NEUBERG -Ester 

Gleichgewichtsester 

CH,O.PO,H, 
CHaO.PO,H, 
I 

CO 
I 

I 
HO,C---1 

I 
HO.C.H I 

I ° 
~ C-t{:0H 

H·r·OIl I 
H.C--

I 
CR,O.PO,H, 

CHO 
I 

R.C.OR 
I 
CH,O.PO,R, 

IIARDEN-YOUNG- Triosephosphor-
Ester sallren 

Der zunachst entstehende Gleichgewichtsester 1 enthalt etwa 75% 
ROBISON-Ester (= Glucose-6-Phosphorsaure) und 25% NEUBERG
Ester (= Fructose-6-Phosphorsaure). Die Gleichgewichtsform wird 
unter der Einwirkung der Phosphohexomutase von beiden reinen 
Korpern aus in wenigen Sekunden erreicht; ebenso bei der unsym
metrischen Spaltung des Hexosediphosphats. Bei der Vergarung 
von Glucose oder Fructose durch Macerationssaft wurde auch Man
nose-6-Phosphorsaure gewonnen, viel reichlicher allerdings durch 
Vergarung von Mannose selbst. Die Beteiligung derselben am oben
genannten Gleichgewicht ist noch nicht geklart. 

Mit Ausnahme der Glycerinaldehyd-Phosphorsaure (vgJ. Nachtrag) 
konnten aIle Produkte des obigen Schemas isoliert werden. Dieselbe 
geht aber auch beim Zusatz zum Enzymextrakt sofort in Dioxyaceton
phosphorsaure uber, und zwar rascher als sich das Gleichgewicht 
Hexosediphosphorsaure 0( ~ Triosephosphorsaure einstellt 2. Autlerdem 
scheint die isolierte Dioxyaceton-Phosphorsaure etwa:5% d-Glycerin
aldehydphosphorsaure zu enthalten (Drehung und J odverbrauch). Von 
Wichtigkeit ist weiterhin, dati die gesamte Reaktion durch Jodessig
saure gehemmt wird. 

Das oben dargestellte Gleichgewicht steUt sich sehr rasch ein 
(etwa in ~ Minute ist es schon fast voUstandig erreicht); Lage 
desselben abhangig von der Temperatur, und zwar bei hoherer Tem
peratur zugunsten der Triosephosphorsaure verschoben, bei tieferer 
Temperatur zugunsten der Hexosediphosphorsaure (das Verhaltnis 
Triosephosphorsaure: Hexosediphosphorsaure ist bei 600 etwa 70: 30, 
bei 200 etwa 40: 60, bei - 70 etwa 15: 85. Storung des Gleichgewichtes 
und Verschiebung desselben durch Festlegung der Triosephosphorsaure 
mittels Sulfit als Abfangmittel; auf diese Weise erfolgt am besten 
bei 600 restlose Umwandlung von Hexosediphosphorsaure in Dioxy
acetonphosphorsiiure (mittels Enzymextrakten aus tierischen Ge
weben)3. 

Von Interesse ist sodann, dati bei der unter der Einwirkung der 
Aldolase vor sich gehenden Kondensation stets nm: eine ganz bestimmte 
Konfiguration auf tritt, und zwar stehen die Hydroxyle stets in trans
Stellung (wie auch bei der rein chemischen Kondensation mittels 
Alkali 4), autlerdem steht das Hydroxyl am Ca-Atom in der iiblichen 

1 Derselbe entspricht dem Embden-Ester des Muskels. 
2 MEYERHOF'und KIESSLING: Bioch~ Z. 279, 40 (1935). 
a MEYERHOF und LOHMANN: Bioch. Z. 273, 413 (1934). 
4 H. O. L. FISCHER und BAER: Relv. 19, 519 (1936). 
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Schreibweise wmer links; nicht nur bei der Bildung der d-Fructose-1-
Phosphorsaure aus Dioxyacetonphosphorsaure und d- Glycerinaldehyd, 
sondern auch bei der Bildung der I-Sorbose-1-Phosphorsaure bei Ver
wendung von I-Glycerinaldehyd. 

Die Aldolase selbst vermag ganz allgemein Aldolkondensationen 
von Aldehyden mit Dioxyaceton-Phosphorsaure zu bewirken 1. So 
reagiert dieselbe in Gegenwart von dialysiertem Muskel- oder Hefe
extrakt auJ3er mit Glycerinaldehyd auch mit Formaldehyd, Glycol
aldehyd, Propionaldehyd, Milchsaurealdehyd, Methylglyoxal, But,yr
aldehyd, Phenylpropylaldehyd, Aldol 2• 

12. Ubung: 

Bildung von Methylglyoxal (fiinfte Vergiirungsform). 

a) Demonstrationsversuch 3. 30 ccm einer 8%igen Losung 
von Mg-Hexosediphosphat (2,4 g exsiccatortrockenes, etwa 1,6 g 
wasserlreies Salz), 0,5 g frische Backerhefe, 1-2 ccm Toluol, in 
einer Glasstopselflasche gut durchgeschiittelt. Unter ofterem 
Umschiitteln und Liiften des Stopsels (besonders im Anfang) 
1-2 Tage bei 37° stehen lassen. Erste Probe von 10 ccm nach 
24 Stunden entnommen, falls nur geringe Mengen Reaktions
produkt erhaltlich, nach weiteren 24 Stunden wiederholt. 

Nachweis des M ethylglyoxals als 2,4-Dinitrophenylosazon 4 : 

10 ccm Probe durch Zusatz von 2 ccm 20%iger Trichloressigsaure 
enteiweiBt, und durch ein mit Kieselgur impragniertes MACHEREY
Filter (oder auch durch ein Barytfilter) filtriert; vollig klares 
Filtrat mit 2 ccm einer 1,6%igen Losung von 2,4-Dinitrophenyl
hydrazin in 2 n-Salzsaure versetzt: Triibung der Fliissigkeit, beim 
Umschiitteln flockiger, orangefarbiger Niederschlag. Nach 
1 % Stunden filtriert oder zentrifugiert, zunachst mit n/2 HOI, 
dann mit Wasser ausgewaschen, mit 3-5 ccm 25%iger Soda
losung (am Filter oder im Zentrifugenrohrchen) behandelt. (1m 
Sodafiltrat befindet sich eventuell gebildetes Brenztraubensaure-
2,4-dinitrophenylhydrazon in Losung.) Riickstand mit Wasser 
ausgewaschen. Man erhalt praktisch reines Methylglyoxal-bis-
2,4-Dinitrophenylhydrazon. Nachweis: In O,5%iger alkoholischer 
Kalilauge IOsen sich schon Spuren der Substanz sofort mit tief 
blauvioletter Farbe. 

1 Vgl. MEYERHOF, LOHMANN und SCHUSTER: Bioch. Z. 286, 301, 
319 (1936). 

2 LOHMANN: Angew. Chem. 49 327 (1937). 
3 NEUBERG und KOBEL: B. 63, 1986 (1930). 
4 Hinsichtlich der Methylglyoxalabscheidung als Dioxim vgl. 

NEUBERGund SCHEUER [M. 53/04, Wegscheider Festschr.1031 (1929)], 
aIs Methylnaphthopyrazin vgl. NEUBERG und SCHEUER: B. 63, 3068 
(1930). 
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b) Giiransatz mit quantitativer Bestimmung des Methylglyoxals. 
Hauptversuch (Ansatz I): 600 cern 4,5%ige Magnesiumhexose
diphosphatlosung, 10 g frische Backerhefe und 20 ccm Toluol. 
Vergleichsversuch (Ansatz II): 300 cern Wasser, 5 g frischeBacker
hefe und 10 cern Toluol. Beide Versuche mit Garaufsatz ver
schlossen und bei35-37° aufbewahrt1• Nach 24 Stunden 100 ccm 
Probe entnommen, durch Zusatz von 10-20 cern 10-20%iger 
Trichloressigsaure enteiweiBt, klares Filtrat mit 20 cern einer 
heiBen salzsauren Losung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin (1 g der 
Base gelost in 60 cern siedender 2 n-Salzsaure) versetzt. Triibung, 
spater flockiger Niederschlag; nach etwa 2stiindigem Steheri abo. 
getrennt, wie oben mit Sodalosung von eventuell mit gebildetem 
Brenztraubensaure-2,4-Dinitrophenylhydrazon befreit, einmal mit 
etwa n/2-HCI, dann mit Wasser, schlieBlich mit etwas Alkohol 
gewaschen, nach dem Trocknen im Exsiccator gewogen 2• Weitere 
Probeentnahme und Bestimmung des Methylglyoxalgehaltes 
etwa aHe 6 Stunden. Spater findet Wiederabnahme der Methyl
glyoxalmenge statt. 1m Vergleichsversuch iiberzeugt man sich, 
daB in Abwesenheit von Hexosediphosphat kein Methylglyoxal 
entsteht. 

Anhang: Theoretis ch es. 
Garungsgleichung fiir die fiinfte Vergarungsform: 

CeH120. = 2 CHa . CO . CHO + 2 H 20. 
Die fUnfte Vergarungsform kommt dadurch zustande, daJ3 die 

Dismutation des Triosephosphats gehemmt ist. Es kommt also wohl 
zum Zerfall des Hexosediphosphats unter der Einwirkung des Zymo
hexasesystems, doch kann das Triosephosphat nicht weiter umge
wandelt werden, da die Oxydoredukase bzw. deren Co-Ferment (die 
Co-Zymase) durch Toluol unwirksam gemacht wird. Nach MEYERHOF 
solI nun die Triosephosphorsaure ohne weitere Fermentwirkung (also 
rein chemisch) in Methylglyoxal ubergehen. Das Auftreten des Methyl
glyoxals wiirde dann lediglich die primare Bildung von Triosephosphor
saure anzeigen. 

Hinsichtlich der Frage, wie we it eine Zuckerphosphory
lierung fur die Vergarung erforderlich ist, vgl. S. 143. 

1 Da ein Teil des entstehenden Methylglyoxals wegen nieht voll
standiger Hemmung der Cozymasewirkunp; stets weiter verarbeitet 
wird, kann man diesen Anteil in Vergleichsversuchen ermitteln, in
dem man Methylglyoxallosungen mit der analogen Menge Hefe be
handelt, und zwar: Ansatz III: 120 cern 0,05-{),1 %ige Methylgly
oxallosung, 2 g frisehe Backerhefe und 4 cern Toluol; Ansatz IV: 
120 ccmMethylglyoxallosunp; (wie zuvor) mit 4 ccm Toluol; beide Ver
suche bei 35-37°. Probeentnahme und Bestimmung des Methyl
glyoxalgehaltes ergibt die Menge des durch die Hefe verarbeiteten 
Methylglyoxals. 

2 Zur weiteren Reinigung kann aus wenig Pyridin, dann aus Nitro
benzol umkrystallisiert werden; Fp.298°. 
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13. Ubung: 

Bildung VOn BrenztraubensaDre Dnd Glycerin 
(vierte Vergarungsform). 

a) Demonstrationsversuch mit Hexosediphosphatl. Ansatz und 
Durchfiihrung genau wie in Ubung 12 a, aber mit 3 g frischer 
Backerhefe. 

Nachweis der Brenztraubensiiure als 2,4-Dinitrophenylhydrazon. 
10 ccm Probe wiein Ubung 12 a vorbehandelt; nach dem Zusatz 
des ~,4-Dinitrophenylhydra~ins und Umschiitteln: Abscheidung 
eines hellgelben Niederschlages, der sich rasch als gelbes Pulver 
absetzt. N ach 1 Stunde genau so weiter behandelt wie ~n Ubung 12 a. 
Sodafiltrat (dunkelbraun) mit HOI bis zum Farbumschlag nach 
hellgelb versetzt: Fallung des Brenztraubensaure-2,4-Dinitro
phenylhydrazons als hellgelber Niederschlag; nach dem Absetzen 
filtriert, oder zentrifugiert, mit n/2-Salzsaure und Wasser nach
gewaschen. Nachweis: In 0,5%iger alkoholischer Kalilauge losen 
sich schon Spuren der Substanz mit roter, ins Braunliche 
spielender Farbe 2. 

b) Giiransatz mit Zucker linter quahtitativer Bestimmung der 
Endprodukte 3 (zugleich unter Verfolgung der Brenztraubensaure
bildung). Hauptversuch (I): 200 ccm 18,5%ige Glucoselosung, 
200 ccm m/8-Na2 HP04 -Losung und 10 g frische Oberhefe 4 

(Anfangs-PH 7-8, End-pH 5-7); Vergleichsversuch (II): 200 ccm 
9,25%ige GlucoselOsung, 5 g frische Oberhefe (Anfangs-PH etwa 
6, End-PH etwa 3,1); beide Ansatze mit Garaufsatz ver
schlossen. Je 4 ccm Probe aus I sowie II (nach vollstandiger 
Suspendierung der Hefe) zwecks Bestimmung der entstehenden 
Kohlensaure in Eudiometer eingefiillt (am Ende des Versuches saugt 
man in diese etwas verdiinnte Schwefelsaure ein, um alles 002 frei 
zu setzen). Zur Ermittlung der Selbstgarung werden 10 ccm Wasser 
mit 0,25 g der gleichen Hefe in ein Eudiometer eingefiillt. Gar
temperatur 37°. Verfolgung der Brenztraubensaurebildung: Ent
nahme von je 20 ccm Probe (aus Ansatz I) von der 10. Stunde 
an aIle 2 Stunden; fiber Kieselgur filtriert, Filtrat fiir die ana-

1 NEUBERG und KOBEL: B. 63, 1986 (1930). 
2 Die Farbung kann auch fUr quantitative colorimetrische Zwecke 

verwertet werden: Vgl. CASE: Biochemic. J. 26, 753 (1932). 
3 In Anlehnung an NEUBERG und KOBEL: Biochem. Z. 229, 446 

(1930). 
4 Diese ist gegen alkalische Reaktion weniger empfindlich als 

Unterhefe. 
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lytische Bestimmung der Brenztraubensaure verwendet. Ver
suchsabbruch, sobald das Maximum erreicht ist (spater findet 
wieder Abnahme der Brenztraubensauremenge statt). 

Bestimmung der Brenztraubensiiure 1 : 20 cern Filtrat werden 
mit 1 cern Eisessig versetzt und sodann mit 5 cern einer 0,5-
molaren Bleiacetatlosung gefiillt. Niederschlag iiber Kieselgur 
abfiltriert, iiberschiissiges Blei durch Schwefelwasserstoff entfernt. 
1m vollig klaren Filtrat wird die Brenztraubensaure oxydimetrisch 
titriert: Zwei ERLENMEYER-Kolben (50 cern Inhalt) mit je 15 cern 
Ceris8!lz16sung (g~sattigte LOsung von Cerisulfat in n-Schwefel
saure); in den einen Kolben fiigt man 10 cern Probe, die mit 
Schwefelsaure deutlich angesauert ist 2 (enthaltend 4-20 mg 
Brenztraubensaure); es wird 5 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen 3. Inzwischen titriert man die Kontrollpro be mittels 
n/10-Ferrosulfatlosung (MoHRsches Salz, gegen KMnO" gestellt) 
unter Anwendung von Kaliumferricyanidlosung als Indikator 
(2 Tropfen Losung)4. Sodann wird die Hauptprobe zUrUck
titriert b• Titrationsverlauf: Entfarbung der gelben Fliissigkeit, 
Umschlagspunkt griin; weiterer Zusatz von 1 Trop£en Ferrosulfat
losung erzeugt intensive Blaufarbung. Berechnung: mg Brenz
traubensaure = 44 . (N-n)t; N = cern Ferrosulfatlosung in der 
Kontrollprobe, n in der Hauptprobe, t = Titer der Ferrosulfat
lOsung. 

Bestimmung der sonstigen Reaktionsprodukte im Filtrat (bei 
Versuchsabbruch): Zucker, Alkohol, Acetaldehyd und Glycerin 
in iiblicher Weise, auch im Vergleichsversuch. Das AusmaB, in 
dem nebstbei die erste Vergarungs£orm vor sich gegangen ist, 
ergibtsich aus den Werten fUr Alkohol und CO2 ; falls auch 
Acetaldehyd vorhanden ist, so ist nur der Alkoholwert maBgebend. 

1 N ach FROMAGEOT und DEsNuELLE: Biochem. Z. 279, 174 (1935). 
2 Die Ansauerung ist notwendig, um die Brenztraubensiiure voIIig 

in die Ketoform iiberzufiihren. 
a Reaktionsverlauf: 

eHa . co . COOH + 2 Ce···· + H 20 --)0- CHa . COOH + 
+ 2 Ce··· + 2 H·+C02• 

In derselben Weise reagieren aueh andere a-Ketosauren. 
4 Die Indikatorlosung mull frisch bereitet werden, und zwar durch 

Li;isen eines stecknadeIkopfgro13en Krystalls in 5 ccm destiIliertem 
Wasser. 

5 Mikrobestimmung: Probe mit 0,4-2 mg Brenztraubensaure. 
CerisalzlOsung wie oben bereitet, aber unmittelbar vor Verwendung 
mit n-Schwefelsaure auf das zehnfache verdiinnt; Titration mit einer 
Mikrobiirette (Graduierung 0,01 cern). 
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Anhang: Theoretisches. 

Garungsgleichung: C6H l20 6 = CH3 • CO . COOH + 
+ CH20H . CHOH . CH20H. 

Bildung der Reaktionsprodukte daher in aquivalenten Mengen; bei 
Anwendung frischer Hefen iiberwiegt Glycerin, da die Brenztrauben
saure teilweise im internen Hefestoffwechsel verwendet wird. Neben 
der vierten Vergarungsform findet bei Anwe;J?-dung von freiem Zucker 
stets auch normale Vergarung statt (vgl. Ubung 13b). 

Substrate: Hexosediphosphat wie auch freier Zucker. Die Spaltung 
des Hexosediphosphats fiihrt dabei iiber die Triosephosphate, die 
dann weitcr umgewandelt werden. 

Fermentmaterialien: Frische Hefen, Trockenhefen, Alkohol
Ather-Trockenpraparate sowie Macerationssafte von Unterhefen. 

Bedingungen fUr die Verwirklichung der vierten Vergarungsform: 
Abtonung der Wasserstoffionenkonzentration (PH etwa 7 - 8, Zusatz 
von Trimagnesiumphosphat, Dinatriumphosphat oder MgO), Ver
ringerung der Fermentmenge und eventuell Verkiirzung der Gardauer. 
Bei Anwendung von verdiinntem Hefemacerationssaft und 
Hexosediphosphat verlauft die Spaltung nach der vierten Vergarungs
form bis zu 100% d. Th.l. Einfachste Art der Brenztraubensaure
bildung: Einwirkung von frischer Backerhefe auf):Iexosediphosphat in 
Gegenwart von plasmolytischen Mitteln (vgl. Ubung 13 a). 

14. Ubung: 

Darstellung der Phosphoglycerinsaure. 

Ansatz 2 : 700 ccm 2/3 mol. Phosphat16sung (PH 6,6), 560 ccm 
3%ige Na-Hexosediphosphat16sung, 84,0 ccm 2%ige Acetaldehyd-
16sung, 560 ccm 20%ige Zuckerlosung, 140 ccm 0,2 moL Na
triumfluorid16sung, 700 g frische Unterhefe (vgl. Nachtrag) und 
70 ccm ToluoP. In einem 51-Kolben gemischt, mit Garaufsatz 
verschlossen und bei 37° unter ofterem Umschiitteln etwa 
3 ~ Stunden belassen (falls Garung eintritt, muE mehr Toluol 
zugesetzt werden). Die Menge der Phosphoglycerinsaure bestimmt 
man eventuell kolorimetrisch4 . 

Aufarbeitung: Nach dem Abtrennen der Hefe (durch Ab
saugen oder besser durch Zentrifugieren) wird die Fliissigkeit mit 
Ammoniak schwach alkalisch gemacht, und mit der erforderlichen 
Menge 20%iger Mg-Acetat16sung das anorganische Phosphat ge-

l KOBEL und SCHEUER: Biochem. Z. 229, 238 (1930). 
2 Nach VER0ELLONE und NEUBERG: Biochem. Z. 280, 161 (1935). 
3 Man kann auch ohne Zusatz von Hexose.diphosphat arbeiten, 

jedoch darf dann das Toluol erst nach lebhafter Angarung (Phosphory
lierung) hinzugefligt werden. V gl. OSTERN u. GUTHKE: H. 248, 155 
(1937). 

4 RAPAPORT: Bio. Z. 289, 406; 291, 429 (1937). 
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falit. Filtrat mit Essigsaure neutralisiert, mit 370 ccm Eisessig 
und 175 ccm 5O%iger Ba-AcetatlOsung versetzt, von einem rasch 
entstehenden flockigen Niederschlag abfiltriert. Lasung nach' 
kraftigem Anreiben 1 ~ Tage im Eisschrank aufbewahrt, wobei 
Krystallisation stattfindet; man erhiilt etwa 30 g Rohprodukt. 
Filtrat mit der gleichen Menge vergalitem Alkohol versetzt (falls 
im Eisschrank keine Krystallisation stattfindet, wird gleich mit 
Alkohol gefallt). Nach 24 Stunden Niederschlag abgetrennt nnd 
mit 700 ccm Wasser unter Umriihren gewaschen. Reinigung de8 
Ba-Salze8: Ruckstand mit 2 n-Salzsaure digeriert (bis zur kongo
sauren Reaktion), unlaslicher Anteil abgesaugt, mit Alkohol ge
waschen und getrocknet (etwa 2 g) (man erhalt 3-phospho
glycerinsaures Ba); salzsaure Lasung mit Natronlauge abge
stumpft (schwach kongosauer), mit 25% des Volumens an 
Alkohol versetzt: Abscheidung des reinen Ba-Salzes (aus 18-19 g 
Rohprodukt erhalt man dabei 15 g reines Ba-Salz). Gesamt
ausbeute 35-45 g an reinem 3-phosphoglycerinsaurem Barium!. 
Das Ba-Salz der 2-Phosphoglycerinsaure bleibt dabei in Lasung 2• 

Anhang 1: Bildungsweise und Umwandlung der 
Phosphoglycerinsaure. 

1. Bildungsmechanismus der Phosphoglycerinsiiure. Zuniichst findet 
Phosphorylierung statt unter Bildung von Hexosediphosphorsaure, 
sodann Zerfall dieser in Triosephosphorsaure und schliel3lich Oxydo
reduktion der letzteren unter Bildung von Phosphoglycerinsaure und 
Glycerinphosphorsaure. Die Wasserstoff-Acceptorfunktion der Dioxy
acetonphosphorsaure kann unter entsprechender Steigerung der Aus
beute, an PhoS'phoglycerinsiiure durch Acetaldehyd iibernommen 
werden (unter Umwandlung dieses in Athanol). Grundbedingung 
fUr die Anhaufung von Phosphoglycerinsaure ist die Gegenwart 
von Natriumfluorid, da dieses die ,weitere Umwandlung der 
Phosphoglycerinsaure hemmt (vgl. l.mten). 

COOH 
I 
CHOH -0(--

I 
CH20POaH 2 

3-d-Pbospbo
glycerinsliure 

CHO 
I 
CHOH 0( ~ 
I 
CH20POsH2 

3-d-Glycerin- Dioxyaceton- a-I-Glycerin-
aldehyd- phosphorsliure phosphorsliure 

phosphorsliure (oder Acetaldehyd ~ A.thanol) 

Die "Richtigkeit dieser Reaktiomifolge geht daraus hervor, dal3 
die Phosphoglycerinsaure ebenso wie die Glycerinaldehydphosphor-

1 Nach den friiheren Vorschriften erhaIt man nur etwa den dritten 
Teil; vgl. NEUBERG und KOBEL: Angew. Chem. 46, 220, 711 (1933); 
Biochem. Z. 260, 241 (1933); 263, 219 (1933); 264, 454 (1933). 

2 Vgl. MEYERHOF und KIESSLING: Biochem. Z. 276, 239 (1935). 
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saure der d-Reihe angehort, die Glycerinphosphorsaure dagegen der 
I-Reihe; sie ist daher nur von der Dioxyacetonphosphorsaure ab
leitbar. 

2. Das Fermentsystem der Oxydoreduktion. Dasselbe katalysiert 
im Rahmen der alkoholischen Garung in erster Linie die in oben
stehendem FormelbiId wiedergegebenen Reaktionen, die einerseits zur 
BiIdung der Phosphoglycer~saure und anderseits zur Bildung von 
Glycerinphosphorsaure bzw. Athanol fiihren. 

Die Wirkungsgruppe der Oxydo-redukase (Dehydrase 1) 1 ist die 
Co-Zymase, die ein Pyridin-nucleotid vorstellt. Sie ist iihnlich wie 
die Co-Phosphorylase au/3erst leicht abdissoziierbar und hat daher 
einen recht weiten .spezifitatsbereich, je nachdem an welchemProtein
trager (Apoferment) sie gerade verankert ist. 1 kg frische Hefe ent
halt ungefahr 500 mg Co-Zymase, also sehr viel 2• In Colibakterien 
ist sogar doppelt soviel vorhanden 3. 

/
N", /\NH2 

/\.. CO.NH2 ,/ C N 

II ")/ HC" 8 bH ,,/' ",/ "'/ 
N+ N N 
I I 

Ribose Ribose 
I I 

HO 0 0 0-
'" I 1/ O=P 0 p=o 

* CH3 N CO 
"'~'ANH--; 
I il ! I : 
/,~,/co i 

CH~ N N : 
I * : 

Ribose Eiwei/3 
I : 

Phosphorsaure --------: 
Cozymase Lactoflavin -Phosphorsaure 

, Die Co-Zymase wirkt durch die Aufnahme von H2 dehydrierend, 
wobei sie sich in das Dihydropyridin-nucleotid umwandelt 2, das im 
stationaren Zustand der Garung durch Acetaldehyd wieder reoxydiert 
wird. (Vgl. auch Nachtrag.) In gewissen Phasen wie bei der Angarung 
scheint aber diese Reoxydation durch das gelbe Ferment ver
ursacht zu werden, das spezifisch auf diese Reaktion eingestellt ist 4 • 

1 MEYERHOF und OHLMEYER: Bio. Z. 290, 334 (1937). - Vgl. 
dazu die Zusammenfassung von H. v. EULER: Erg. Physiol. 38, 1 
(1936). 

2 Hinsichtlich der Isolierung derselben in Substanz und Umwand
lung in die Dihydro-co-zymase vgl. besonders OHLMEYER: Bio. Z. 
297,66 (1938). - Die H 2 -Aufnahme erfolgt an der dem Pyridin-N 
benachbarten Doppelbindung. 

3 ENDO: Bio. Z. 296, 56 (1938). 
4 Au/3erdem oxydiert dasselbe auch ein anderes Dihydropyridin

nucleotid, namlich das W ARBURGSche Co-Ferment, das ein Molekiil 
Phosphorsaure mehr hat als die Co-Zymase. Dasselbe ist die Wirkungs
gruppe des sogenannten "Zwischenfermentes" (Dehydrase II) und 
vermag Glucose-6-Phosphorsaure liber Phosphohexonsaure bis zu CO2 

zu oxydieren. Vgl. WARBURG: Bio. Z. 287, 440 (1936); 292, 287 (1937) 
und friihere Arbeiten. 
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Das Co· Ferment des gelben Fermentes ist die Lactoflavin-Phosphor
saure, die jedoch an ihrem EiweiJ3trager recht fest verankert istl. 
Die Wirkungsweise derselben als Hz-Acceptor beruht auf der Auf
nahme von Wasserstoff an den mit * bezeichneten Stellen. 

3. Zusammensetzung und Zerfall der Phosphoglycerinsiiure. Die 
Phosphoglycerinsaure von NILSSON 2 besteht aus zwei Kornponenten 3, 

namlich einem a- und einem fJ-standig phosphorylierten Anteil. 
Die Umwandlung der Phosphoglycerinsaure in Brenztraubensaure 
erfolgt daher gemaJ3 dem folgenden Schema: 

I COOH II COOH III COOH IV COOH 
I ~I ~I I 
CHOH ~- CHOPOaH 2 ~-C. OPOaH 2+ H 20 -~ CO + HaPO, 
I I 11 I 
CH20POaH 2 CH.OH CHz CHa 

(-) 3-Phospho- (+) 2·Phospho- (enol)-Brenztrauben- Brenztrauben-
glycerinsaure glycerinsaure saure·phosphorsaure saure 
[al n = -14,5' [a1n = + 24,5' (lOO'/,ig vergArbar) 

Enzymatisches Gleichgewicht I ~ ~ II von bciden Seiten aus 
rasch erreichbar; dasselbe ist gemaJ3 den neuesten Befunden nur wenig 
temperaturabhangig. Der Anteil der (+) 2-Phosphoglycerinsaure am 
Gleichgewichtsester betragt bei 00 8,5%, bei 600 11,6%, beiansteigender 
Temperatur wird trotz Anwesenheit von NaF auch bereits etwas 
Phosphobrenztraubensaure gebildet4• Die Reaktion wird durch die 
Phosphoglyceromutase katalysiert, deren Wirkungsgruppe nicht 
oder nur sehr schwer abdissoziierbar, und daher noch unbekannt ist. 

Das Gleichgewicht II ~ ~ III ist temperaturunabhangig. Diese 
Reaktion II --~ III wird durch N aF gehemmt; <laher wird die 
einmal gebildete Phosphoglycerinsaure in Gegenwart von Natrium
fluorid nicht weiter verandert. Diese Reaktion wird durch die Enolase 
katalysiert, fUr die dasselbe gilt wie fUr die Phosphoglyceromutase. 

Die Reaktion III --~ IV wird durch das Phosphorylasesystem 
katalysiert und ist mit den Phosphorylierungen des Zuckermolekiils 
gekoppelt5 (vgl. S. 132). 

Anhang II: Ubersicht des Garungsschemas. 

1. Der Zuckerabbau und die damn beteiligten Fermente. Die Ab
baustufen der alkoholischen Garung durch Hefe gehen gemaJ3 MEYER
HOF in folgender Reihenfolge vor sich: 

1 Daher auch die enge Substratspezifitat derselben. 
2 Ark. Kern. Min. Geol. (schwed.) (A) 10, Nr 7 (1930). 
3 MEYERHOF und KIESSLING: Naturwiss. 22, 838 (1934); Biochem. 

Z. 276, 239 (1935). 
4 MEYERHOF und SCHULZ: Bio. Z. 297, 60 (1938). 
5 Dber die Koppelung zwischen der Oxydoreduktion und der 

Phosphorylierung vgl. MEYERHOF, OHLMEYER und MOHLE: Bio. Z. 
297, 90, 113 (1938). 
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Glucose 
-} + H 3P04 

Glucose-6-Phosphorsaure 0( ~ Fructose-6-Phosphorsaure 

++H3P04 

Fructose-i, 6-Diphosphorsaure 

+t 
Dioxyacetonphosphorsaure 0( ~ Glycerinaldehydphosphorsaure 

++H2 . ++0 
a-GlYCerin~hosPhorsaure 3-PhOSPhtfcerinsaure 

(Glycerin + Phosphorsaure) 2-Phosphoglycerinsaure 

-}t 
Phosphobrenztraubensaure 

-} 
Brenztraubensaure (+ Phosphorsaure) 

-} 
Acetaldehyd + CO2 

t+ H2 
Athylalkohol 

Sobald einmal auf diesem Wege Acetaldehyd entstanden ist, so 
iibernimmt derselbe im Oxydoreduktionsvorgang die Rolle der Di
oxyacetonphosphorsaure, so daB es nicht mehr zur Bildung von 
Glycerin kommt. Wird dagegen der Acetaldehyd dem Reaktions
system entzogen (abgefangen usw. wie bei der zweiten und dritten 
Vergarungsform) so muB es dauernd zur weiteren Bildung von 
Glycerin kommen. 

Der Enzymkomplex der alkoholischen Garung (die Zymase) besteht 
aus folgenden Teilfermenten (bzw. Fermentsystemen): 

a) Das Phosphorylierungssystem katalysiert die einleitenden 
Reaktionen, die zugleich mit der Spaltung der Phosphobrenztrauben
saure gekoppelt sind; auch hier ist das Phosphorylasesystem wirksam. 
Als Co-Ferment wirkt das Adenylsaureystem. 

b) Das Zymohexasesystem katalysiert den Zerfall der Hexose
diphosphorsaure (sowie den umgekehrten ProzeB: Aldolase), die 
Isomerisierung der Hexosemonophosphate (Phosphohexomutase) und 
der Triosephosphorsauren. Co-Fermente hier nicht abdissoziierbar 
und unbekannt. 

c) DasOxydoreduktionssystem bewirktdie Dismutation der Triose
phosphorsauren sowie der Glycerinaldehydphosphorsaure mit dem 
Acetaldehyd. Das Co-Ferment ist hier die Co-Zymase. 

d) Die Phosphoglyceromutase katalysiert die Isomerisierung der 
beiden Phosphoglycerinsauren. Co-Ferment schwer abdissoziierbar und 
unbekannt. 

e) Die Enolase katalysiert den reversiblen Vorgang: 2-Phospho
glycerinsaure Phosphobrenztraubensaure. Co-Ferment unbekannt. 

f) Mit Hilfe der Carboxylase geht die Decarboxylierung der Brenz
traubensaure vor sich. Das Co-Ferment ist die Aneurindiphosphor
saure. 
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2. Der Verlau! der alkoholischen Giirung in der lebenden Zelle. 
MEYERHOF nimmt an, da13 die alkoholische Garung auch in der 
lebenden Zelle im wesentlichen in gleicher Weise verlauft wie im 
Macerationssaft, also gema13 seinem Garungsschema. Dagegen wies 
besonders NILSSON l auf die Unterschiede im Garverlauf in den 
zellfreien Zymasesystemen einerseits (Macerationssaft usw.) und in 
den intakten Zymasesystemen andererseits hin (lebende Hefe, in
takte Trockenhefe), wobei bekanntIich durch die erst genannten der 
Zucker nur zur Halite vergoren wird. So sieht auch KLUYVER 2 die 
isolierbaren Hexosephosphorsauren nur als Stabilisierungsprodukte 
an, die sich bei der zellfreien Garung ansammeln, da dabei die in 
der lebenden Zelle herrschende Harmonie gestart ist. Au13erdem ist 
zu beachten, da13 die lebende Hefe im stationaren Zustand der 
Garung keine Hexosephosphorsauren vergart. KLUYVER nimmt an, 
da13 in der lebenden Zelle aktive Hexosemonophosphorsaure unter 
Bildung von Triosephosphorsaure und freier Triose zerfiillt und daB 
die letztere dann' liber Methylglyoxalhydrat der abschlie13enden 
Oxydoreduktion unterliegt. J edenfalls ist hier noch keine endgiiltige 
Entscheidung gefallen. - Nach Auffassung von WILLSTATTER und 
ROHDEWALD 3 geht der Phosphorylierung durch lebende Hefe eine 
Glykogensynthese voraus. - Vgl. ferner Nachtrag. 

Weiterhin mu13 auch noch die alkoholische Garung bei 
anderen Organismen beriicksichtigt werden. So konnten NORD 
und Mitarbeiter' zeigen, da13 Fusarium lini imstande ist, Hexosen 
wie Pentosen in einer mit der Hefegarung libereinstimmenden Weise 
abzubauen, ohne da13 dieser Vorgang durch eine Veresterung mit 
organischem Phosphat in der lebenden Zelle eingeleitet wird; doch 
kann derselbe spater von ihr begleitet sein, wobei aber den Phosphor
saureestern lediglich eine Funktion beim Zellneubau zugeschrieben 
wird. - Ahnliches diirfte wohl auch fiir den Stoffwechsel anderer 
Organismen gelten. 

3. Aktivatoren der Giirung der lebenden Zelle. Hierher gehoren 
vor aHem die Z-Faktoren v. EULERS, die Steigerung der Garungs
geschwindigkeit ohne Vermehrung der Zellenzahl bewirken 6. Ge
winnung derselben aus Brauereiunterhefe oder aus Weinhefe 6 • Sie 
kommen auch im Traubensaft sowie vielen tierischen Geweben vor. 
Dieselben sind durch Behandlung !nit Pb-Acetat in zwei thermo
stabile Faktoren zerlegbar (Zl und Z2) und weder !nit Bios noch 
!nit Vitamin B2 identisch 7• - Wuchsstoffe wie Biotin beeinflussen 
die Garung nicht. Hinsichtlich Beziehungen zwischen Z-Faktor und 

1 VgI. die Zusammenfassung von NILSSON: Arch. f. BioI. 8, 353 
(1937). 

2 KLUYVER: Erg. d. Enzymf. 4,230 (1935). 
3 WILLSTATTEB und ROHDEWALD: H. 2<17, 269 (1937). Vgl. auch 

GRUSS: Z. f. d. ges. Brauwesen 27, 686 u. a. (1904). 
4 Bioch. Z. 258, 241 (1936); 293, 231 (1937). - Das oben Gesagte 

gilt auch fiir Disaccharide: NORD und ENGEL: Bioch. Z. 296, 153(1938). 
5 H. V. EULER und SWARTZ: H. 140, 146 (1924); H. V. EULER und 

MYRBACK: H. 141, 297 (1924). 
6 BRISCOU und GENEVOIS: C. r. Soc. brol. 107, 865 (1931). 
7 PHILIPSON: H. 193, 15, 181 (1930). - H. V. EULER und 

PHILIPSON: H. 19;), 81 (1931); 198, 1 (1931). 
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Bios vgl. EULER und LARSSONl • Von Interesse ist ferner, daJ3 sich 
der Z·Faktor von den Wuchsstoffen in der Weise trennen laJ3t, daJ3 
Wiirze mit PreJ3hefe ausgeschiittelt wird. Dabei werden die Wuchs
stoffe vollig entfernt, der Z·Faktor nur zu 50%. Aminosiiuren, die 
das Wachstum beeinflussen, haben keine Z.Wirkung 2• Dagegen soIl 
die Wirkung von Z-faktor-freien Mehlextrakten auf Aminosauren 
und Polypeptide zuriickzufiihren sein 3. 

D. Acyloinsynthesen und Hydrierungen bei der Hefegarung. 

15. Ubung: 

Darstellung von Phenylacetylearbinol. 

a) Analytischer Versuch: Isolierung des Phenylacetylcarbinols 
mittels Derivaten. 10 g Rohrzucker und 10 g abgepre3te Hefe in 
200 ccm Wasser in iiblicher Weise angaren lassen, in einem mit 
doppelt durchbohrtem Gummist6psel versehenen Kolben; in der 
einen Bohrung Garaufsatz, in der anderen eine oben mit Hahn 
versehene Pipette; durch diese la3t man allmahlich 1 ccm frisch 
destillierten Benzaldehyd eintropfen. Der Ansatz bleibt bis zum 
Aufhoren der Garung bei Zimmertemperatur stehen. Probe auf 
Zucker: Weiterer Zusatz von 2 g Hefe und Feststellung, ob no~h 
Garung stattfindet4 • Aufarbeitung: Filtration des Giirgutes, Auf
fiillung auf 250 ccm. Probeentnahme fiir die Darstellung von 
Derivaten des Phenylacetylcarbinols. 

T.\iosemicarbazon (zur quarltitativen Bestimmung geeignet; 
C9H 100:N.NH.CS.NH2). 100 ccm Filtrat mit einer L6sung von 
0,25 g Thiosemicarbazid in 5 ccm Wasser versetzt und stehen ge
lassen. Krystalle abgesaugt, getrocknet, Menge ermittelt, Schmelz
punkt festgestellt. Aus absolutem Alkohol umkrystallisiert, 
Schmelzpunkt 204-2050 (bei schnellem Erhitzen) unter Zersetzung. 
Abscheidung in etwa 90%iger Ausbeute. 

Phenylhydrazon (C9HIOO:N.NH,C6Hs)' 50 ccm Filtrat mit 
einer L6sung von 0,5 ccm Phenylhydrazin (in 5 ccm etwa 50 proz. 
Essigsaure) versetzt: gelblicher Niederschlag, nach dem Trocknen 
aus Benzol-Petrolather wiederholt umkrystallisiert, Schmelzpunkt 
960 . [a]n = -164,20 in Benzol, bzw. +217,80 in Alkohol. 

1 H. v. EULER und LARSSON: H. 223, 189 (1934). 
2 HARTELIUS und NIELSSEN: Compt. rend. Lab. Carlsberg 22, 

281 (1938). 
3 GEOFFREY und LABOUR: Bl. Soc. Chim. BioI. 19, 922 (1937). 
4 Priifung mittels FEHLINGScher Losung nicht moglich, da Reak

tionsprodukt auch reduziert. 
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p-Nitrophenylosazon [C9HS(: N. NH. C6H4N02)2]' Ansatz wie 
zuvor. 2% Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt: dunkel
roter Niederschlag, abgesaugt, mit verdunnter Essigsaure, dann 
mit Alkohol und Ather gewaschen, aus Nitrobenzol + Eisessig 
umkrystallisiert, purpurrote Nadelchen vom Schmelzpunkt 
264 bis 2650 • 

b) Praparativer Versuch: Reindarstellung des Phenylacetyl
carbinols l . Apparatur (vgl. Abb. 9, S. 73): WOULFFsche Flasche von 
10 I Inhalt, versehen mit Ruhrwerk (RuhrverschluB mit Wasser 
gefUllt, wirkt als Garaufsatz), Burette, Tropftrichter und Hahn zur 
Probeentnahme. Raumtemperatur. Garansatz: 300g Rohrzucker 
und 300 g abgepreBte Hefe (Brennereihefe oder auch Bierhefe) 
in 61 Leitungswasser. Nach dem Angaren Zusatz von 30 g frisch 
destilliertem benzoesaurefreiem Benzaldehyd im Laufe von einigen 
Stunden aus der Burette. Nach etwa 2-3 Tagen (Aufhoren der 
CO2-Entwicklung) wird noch etwas frische Hefe zugesetzt und 
festgestellt, ob die Garung beendet ist. Falls wahrend des Prozesses 
Unterbrechung der Garung stattfindet, kann dieselbe durch Zusatz 
von frischer Hefe wieder in Gang gebracht werden. Man kann 
einige derartige Garansatze durchfUhren und die Reaktions
produkte vereinigen, oder man benutzt eine groBere Apparatur, 
und zwar einen etwa 30--60 1 fassenden Glasballon, mit dem in 
Abb. 10 wiedergegebenen Aufsatz (vgl. S. 73). 

Aufar beitung: Gargut zentrifugiert. Losung drei- bis viermal 
mit Ather ausgeschuttelt.; Auszuge vereinigt, etwa 2/3 des Athers 
abdestilliert, Rest rasch zweimal mit je etwa 30 cern gesattigter 
Soda16sung (fUr einen Ansatz mit 30 g Benzaldehyd) und sodann 
zweimal mit ebensoviel Wasser ausgeschuttelt. Vereinigte waBrige 
Anteile (Saurefraktion) nochmals ausgeathert. Atherauszug mit 
der Hauptmenge vereinigt. Die entsauerte atherische Losung 
fiinf- bis sechsmal je % Stunde mit je 60 cern einer etwa 25%igen 
Na-Bisulfit16sung ausgeschuttelt (fUr je 30 g angewendeten Benz
aldehyd); die vereinigten Bisulfit16sungen nochmals mit Ather 
ausgeschuttelt. Die vereinigten atherischen Extrakte von Ather 
befreit (Alkoholfraktion). Acyloinfraktion (Sulfit16sung): zunachst 
mit festem Natriumcarbonat, zum SchluB mit Natriumbicarbonat 
versetzt, solange noch CO2-Entwicklung erfolgt. Sodann funfmal 
mit Ather ausgeschuttelt, Extrakte vereinigt, uber gegluhtem 
Natriumsul£at getrocknet, Ather abdestilliert. Ruckstand im 
Vakuum fraktioniert destilliert. Aus 60 g Benzaldehyd erhiilt man 

1 Vgl. NEUBERG und HIRSCH: Biochem. Z. 115, 282 (1921). -
NEUBERG und OHLE: Biochem. Z. 128, 610 (1922). 

Bcrnhaucr, Garungschemisches Praktikum, 2. AUf!. 10 
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etwa 10-14 g I-Phenylacetylcarbinol vom Kp12 124-125°. 
Alkoholfraktion im Vakuum destilliert; man erhalt Benzylalkohol 
und eine kleine Menge Methylphenylglykol. 

Anhang: Theoretisehes. 

Acyloinkondensationen werden bewerkstelligt durch: Frische ober
und untergarige Hefen, sowie deren Trockenpraparate und Mace
rationssafte, ferner durch ein aus den Macerationssaften erhaltliches 
Trockenpraparat (dessen Wirksamkeit bei viermonatlicher Aufbewah
rung kaum geandert wird 1 ). 

AuBer Benzaldehyd erwiesen sich noch folgende aromatischen 
Aldehyde zur Acyloinbildung geeignet: o-Chlorbenzaldehyd und Anis
aldehyd 2, ferner 0- und p-Tolylaldehyd 3. 

Wahrend nach NEUBERG an der Acyloinkondensation ein eigenes 
Enzym (die Carboligase) beteiligt sein soll, wofiir besonders die 
Bildung optisch aktiver Reaktionsprodukte spricht4, nimmt DIRSCHERL 
an, daI3 die Reaktion lediglich unter dem EinfluI3 des bei der Garung 
entstehenden naszenten Acetaldehyds zustande kommt, vgl. S. 155. 

16. Ubung: 

Darstellung von Acetoin. 

a) Analytischer Versuch: Isolierung des Acetoins mittels 
Derivaten. 10 g Rohrzucker und 20 g abgepreBte Bierhefe in 
100 cern Leitungswasser bei Zimmertemperatur angaren lassen, 
innerhalb Y2 Stunde allmahlich 20 cern einer 10%igen Acet
aldehyd16sung (= 2 g) eintropfen gelassen (wie in -Cbung 15 a) 
6fters umgeschiittelt. Naeh Beendigung der Garung (5-7 Tage) 
iiberzeugt man sich dureh erneuten Zusatz von etwa 4 g abge
preBter Hefe, daB der Zucker verbraueht ist. Gargut filtriert und 
auf 200 cern aufgefiillt. 

Acetoin-p-Nitrophenylosazon [OHa. 0 ( : N . NH. 06H4N02) . 
o (:N .NH.06H4 ,N02) OHa]: 10 cern des Filtrates mit 0,7 g 
p-Nitrophenylhydrazin in 7 cern 50%iger Essigsaure versetzt, 
1-2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Das Osazon abgesaugt, 
getroeknet und gewogen (etwa 0,2---0,3 g vom Sehmelzpunkt 
308-3120 ), Umkrystallisieren aus Pyridin-Eisessig; leuehtend 
rote Nadeln vom Sehmelzpunkt 319°. 

1 Vgl. STEPANOW und KUSIN: B. 63, 1147 (1930). 
2 NEUBERG und LIEBERMANN: Biochem. Z. 121, 311 (1921). 
3 BEHRENS und IWANOFF: Biochem. Z. 169,478 (1926). 
4 Vgl. auch TOMlYASU: tBio. Z. 289, 97 (1936); 292, 234 (1937). 



16. Ubung: Darstellung von Acetoin. 147 

Quantitative Bestimm1tng des Acetoins durch Darstellung des 
Nickeldimethylglyoxims 1 : In einem 250 ccm fassenden, mit ein
geschliffenem Glasstopsel verschlieBbaren Destillierkolben 2 wird 
ein Gemisch von 25 ccm Probe, die nicht mehr als 50 mg Acetoin 
enthalten soll, nach Zusatz von 5 g krystallisiertem Ferrosulfat 
und 25 ccm 30%iger Ferrichlorid16sung mit kleiner Flamme er
warmt,so daB die Temperatur wahrend 15-20 Minuten langsam 
bis zum Siedepunkt ansteigt. Das Destillat wird in folgendem 
Reagens aufgefangen (in der Weise, daB das Kiihlrohr gerade 
unter die Oberflache reicht): 25 ccm Wasser, 3 ccm 1O%ige 
Nickelchloriirlosung, 2 cmm 20%ige Hydroxylaminchlorhydrat-
16sung, 5 ccm 20%ige NH4Cl.L6sung. Das Gauze befindet sich 
in einem eisgekiihlten 200 ccm ERLENMEYER-Kolben. 1m Laufe 
von etwa 30 Minuten werden 30 ccm abdestilliert, dann fiigt man 
tropfenweise unter Umschwenken 0,5 ccm 20%iges Ammoniak zu. 
Bei gr6Beren Mengen Acetoin tritt Gelbfarbung und bald Ab· 
scheidung des Niederschlages ein. Findet auch bei weiterem Zu
satz von 0,3 ccm 20%igen Ammoniaks keine Farbanderung statt, 
so verschlieBt man und laBt 12-24 Stunden stehen. - Sodann 
wird der durch einen Gummistopfen mit eingeklemmtem Filtrier
papierstreifen verschlossene Kolben in einem Wasserbad allmah· 
lich bis zum Sieden desselben erhitzt, 1 ~ Stunde auf 100° ge· 
halten, abgekiihlt und 1 Stunde in Eis stehen gelassen. Man fil· 
triert durch einen Tiegel mit Glassinterboden (SCHOTT 1 G 3), 
wascht mit 100 ccm eiskaltem Wasser nach, trocknet. ~ Stunde 
bei 110° und wagt nach· Y2stiindigem Erkalten im Exsiccator. 
1 g des Niederschlages entspricht 0,61 g Acetoin. 

b) Praparative Gewinnung von Acetoin 3• In einerWouLFFschen 
Flasche von 10 1 Inhalt, die mit einem Riihrwerk und einem 
Tropftrichter zum Zulaufen des Acetaldehyds versehen ist, werden 
bei Zimmertemperatur 41 einer 12-15%igen Zucker16sung im 
Laufe einer halben Stunde allmahlich mit 500 g abgepreBter und 

1 Nach der neuesten Methode von KNIPHORST und KRUISHEER: 
Z. Unto Leb. 73,1 (1937). - Vgl. auch die Methode von LANGLYKKE 
und PETERSON [Ind. Eng.Chem. 29, 163 (1937)], die auf derDestillation 
des Acetylmethylcarbinols und Titration desselben mittels der Jodo
formreaktion beruht. - Hinsichtlich der Acetoinbestimmung in 
Gegenwart groI3erer Acetaldehydmengen vgl. LANGENBECK, WREDE 
und SCHLOCKERMANN: H. 227, 263 (1934). 

2 Zur Verhinderung des Uberschaumens kann erforderlichenfalls 
in den Hals des Kolbens ein Ring mit Drahtgaze oder einem anderen 
dunnen Drahtgeflecht eingesetzt werden. 

3 Nach nicht verOffentlichten Versuchen mit R. HOFMANN: Diss., 
Prag 1937. 

10* 



148 Acyloinsynthesen lmd Hydriertmgen bei der Hefegarung. 

gewaschener Bierhefe (verriihrt mit insgesamt etwa 11 Wasser) 
versetzt. Dabei kommt eine lebhafte Garung in Gang. Nach einer 
weiteren % Stunde beginnt man mit dem Acetaldehydzusatz, und 
zwar liiBt man im Laufe von etwa 6-7 Stunden 1000 ccm einer 
10%igen Acetaldehydlosung zuflieBen; del' Zusatz wird so ge
regelt, daB die Garung nicht unterbrochen wird. Nach ungefahr 
24 Stunden laBt dieselbe nach und ist nach etwa 48 Stunden 
praktisch beendet. Durch neuerIichen Zusatz von beilaufig 100 g 
Hefe iiberzeugt man sich, ob nochGarung stattfindet und laBt dann 
vollkommen ausgaren. Wahrend des ganzen Prozessesbleibt das 
Riihrwerk in Gang. An einer filtrierten Probe ermittelt man die 
Menge an Acetoin (vgl. oben). Del' Rest wird nach dem Ab
zentrifugieren oder Absaugen del' Hefe im Vakuum destilliert und 
del' Acetoingehalt an einer Probe ermittelt. Das Destillat wird 
sodann mit Kochsalz oder Natriumsulfat gesattigt und mehrmals 
mit Chloroform extrahiertl. Del' Extrakt wird mit Calciumchlorid 
gut getrocknet, vom Losungsmittel befreit und del' Riickstand 
im Vakuum destilliert. Kp12089°, unter Atmospharendruck 144°. 
Beim Stehenlassen des reinen Produktes unter CO2 scheidet sich 
nach einigen Tagen das dimolekulare Produkt in krystallisierter 
Form abo Umkrystallisieren aus Aceton. Schmelzpunkt 95-96° 
(unter Umwandlung in die monomolekulare Form). Das Produkt 
zeigt I-Drehung. . 

17. Ubung. 

Hydrierung von Aldebyden. 

a) Reduktion des Valeraldebyds zu Amylalkobol 2• In einer mit 
Riihrwerk versehenen WOULFFschenFlasche von 101 Inhalt werden 
41 einer 10%igen Rohrzuckerlosung durch Zusatz von 400 g 
gewaschener und abgepreBter Bierhefe zur kraftigen Angarung 
gebracht und sodann 36 g Valeraldehyd innerhalb 4 Stunden 
unter kraftigem Riihren eintropfen gelassen; das Tempo des Ein
tropfens ist so zu regnlieren, daB die Garung nicht unterbrochen 
wird. Sodann wird unter weiterem Riihren bis zum Verschwinden 
des Zuckers (Probe mit FEHLINGscher Losung) bei Zimmer
temperatur stehen gelassen (etwa 5 Tage). 

Aufarbeitung: Durch Destillation etwa 2800 ccm iibergetrieben, 
diese nochmals destilliert (etwa 1500 ccm), zur Trennung del' 

1 Gema/3 den Angaben von TOMIYASU [BI. Agr. Chern. Soc. Japan 
13, Nr 11 (1937)] fUr die Isoliertmg von Acetoin aus einer durch 
B. lactis aerogenes (vgI. S. 185) vergorenen Losung. 

2 Vgl. NEUBERG und GORR, in OPPENHEIMER und PINCUSSEN, 
Methodik der Fermente, S. 1212. Leipzig: Thieme 1929. 
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Schichten Pottasche zugesetzt, die obere Schichte abgehoben, der 
waBrige Antell mit Ather ausgeschiittelt, Atherextrakt mit der 
oberen Schichte vereinigt, mit frisch gegliihtem Natriumsulfat 
getrocknet; Ather auf hoher Kolonne abdestilliert, dann geht 
Athanol und schlieBlich bei 125° Amylalkohol iiber. Rektifikation 
desselben, Kp. 127-132° (etwa 20-24 g, Ausbeute 60-66%). 

b) Reduktion von Valeraldehydammoniak 1, 2. Ansatz wie a). 
Man laBt 36 g Valeraldehyd, gelOst in 400 ccm n-Ammoniak, 
zutropfen. 1m iibrigen wie zuvor. Erstes waBriges Destillat 
mit Schwefelsaure angesauert und nochmals destilliert. Weitere 
Reinigung wie vorher. Ausbeute etwa 80-84% an Amylalkohol. 

c) Reduktion von Chloralbydrat zu Trichloriithanol3• Eine 
L6sung von 600 g Zucker und 120 g Dinatriumphosphat in 51 
Wasser mit 600 g abgepreBter Bierhefe zur Garung gebracht, 
sodann 40 g Chloralhydrat in 500 ccm Wasserwahrend 3h Stunden 
unter kraftigem Riihren eintropfen gelassen. Nach 4 Tagen bei 
Zimmertemperatur kommt die Garung zum Stillstand. Priifung 
aufChloralhydrat: 10 ccm Fliissigkeit +2 ccm verdiinnterNatron
lauge mit Wasserdampf destilliert; Destillat mit einigen Tropfen 
Resorcin16sung auf 50° erwarmt, mit 2 ccm Natronlauge ver
setzt: Rotfarbung (Probe von SCHWARZ). 

Aufarbeitung: Hefe abzentrifugiert (oder abgesaugt), Filtrat 
mit Kieselgur geklart, ausgesalzen, erschopfend ausgeathert, 
Atherextrakt getrocknet, .Ather entfernt. Riickstand im Vakuum 
destilliert. 

Charakterisierung des Trichloriithanols mittels des p-Nitro
benzoylesters: Die waBrige Ltisung des Trichlorathanols wird mit 
p-Nitrobenzoylchlorid versetzt und die Reaktion durch vor
sichtigen Zusatz von 10%iger Natronlauge alkalisch gehalten. 
Aufarbeitung in iiblicher Weise. Fp.71°. 

Anh ang: Th eoretis ches. 

Reduktion von Aldehydgruppen findet in allen bisher untersuchten 
Fallen statt, falls die betreffende Substanz nicht allzu giftig ist. Die 
Ausbeuten sind allerdings, je naeh del' Art des Aldehyds reeht ver
schieden (vgl. unten). Prinzipiell gleieh den Aldehyden verhalten sieh 

1 Vgl. NEUBERG und GORR, in OPPENHEIMER und PINCUS SEN, 
Methodik del' Fermente, S. 1212. Leipzig: Thieme, 1929. 

B Die Anwendung des Aldehydammoniaks ist nieht nur zur Er
hohung del' Ausbeute vorteilhaft, sondern aueh stets dallll zu emp
fehlen, wellll empfindliche, leieht verharzende Aldehyde del' Reduk
tion unterworfen werden; auf diese Weise war z. B. auch die Re
duktion des Phenylacetaldehyds zu Phenylathylalkohol moglich [vgl. 
NEUBERG und WELDE: Bioehem. Z. 62, 477 (1914)]. 

3 Nach WILLSTATTER und DUISBUBG: B. 56, 2283 (1923). 
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die a·Ketosauren, indem sie zunachst decarboxyliert werden. Hy
drierung wurde bisher bei folgenden Aldehyden beobachtet (Aus
beuten an Reduktionsprodukten in Klammer): 

Einfache aliphatische gesattigte Aldehyde: Formaldehyd (15 %), 
Isobutyraldehyd (25%), n-Valeraldehyd (70%), Isovaleraldehyd 
[auch durch B. coli und B. lactis aerogenes (73%)], MethylatJlylaeet
aldehyd (zu l-Amylalkohol, 16%), n-Hexylaldehyd, n-Heptylaldehyd 
(50%). 

Aliphatische ungesattigte Aldehyde: Crotonaldehyd (zu Butylalkohol 
neben etwas Crotylalkohol, 19 %), Sorbinaldehyd (Sorbinalkohol neben 
Hexenol, 44 %), Oetatrienal (Oetatrienol, daneben Oetadienol, 68 %), 
Citronellal (zu Citronellol, 50%), Citral (zu Ger:aniol, 30%). 

Aliphatische Oxyaldehyde: Glykolaldehyd (zuAthylenglykol, 30%), 
Aeetaldol (zu 1,3-Butylenglykol, 63%), d,l-Milehsaurealdehyd (zu 
d-Propylenglykol). 

Halogenierte aliphatische Aldehyde: Chloralhydrat (zu Triehlor
athylalkohol, 70 %), Tribromaeetaldehyd (Tribromathylalkohol, 
"Avertin", 30%, daneben aueh etwas Dibromathanol), 2,2,3-Tri
chlorbutyraldehyd (zu Triehlorbutanol). 

Thioaldehyde (Anwendung in Form des gesehwefelten Aldehyd
ammoniaks, des Thialdins): Umwandlung in Mereaptane. Auch die 
Hydrierung der Disulfi?"gruppe zur Mercaptogruppe hat sieh bewerk
stelligen lassen (beim Athyldisulfid). 

Heterocyclische Aldehyde: Furfurol (zu Furfuralkohol, 70%). 
Einfache aromatische Aldehyde: Benzaldehyd (zu Benzylalkohol, 

32 % in Gegenwart von CaCOs), Phenylacetaldehyd (zu Phenylathyl
alkohol, etwa 30%, in Gegenwart von Ammoniak). 

Ungesattigte aromatische Aldehyde: Zimtaldehyd (Zimtalkohol oder 
Hydrozimtalkohol17 %), Benzylidencrotonaldehyd (wird sehr schlecht 
vertragen). 

AromatiscM Oxyaldehyde: Salicylaldehyd (zu Saligenin, in Gegen
wart von CaCOa), Tetracetyl-gluco-coniferylaldehyd (zum zugehorigen 
Alkohol). , 

Aromatische Nitroaldehyde: o-Nitrobenzaldehyd (zu o-Nitrobenyl
alkohol, in geringer Menge). 

Aliphatische a-Ketosauren: Sorbinylidenbrenztraubensaure (bei 
kurzer Versuchsdauer zu Oetatrienol, 85 %, bei langerer Versuchs
dauer zu Octadienol, 60 %). 

18. tJbung: 

Hydrierung von Ketonen. 

a) Demonstrationsversuch: Hydrierung von I, 4, 9, IO-Anthra
dichinon 1• 50 g Rohrzucker in 300 cern Wasser, 25 g abgepreBte 
Oberhefe. Nach Eintritt lebhafter Garung erfolgt tropfenweiser 

1 VERCELLONE: Bioch. Z. 279, 137 (1935). - Einen einfachen 
Indikator fUr die reduzierenden Wirkungen der Hefe bildet auch das 
Oxyhamoglobin, das durch eine Hefesuspension rasch reduziert wird, 
wie spektroskopisch leicht nachweisbar ist. Vgl. NEUMANN: Bio. Z. 
281, 181 (1935). 
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Zusatz von 0,8 g Anthradichinon 1 in 8 ccm Dioxan; in .wenigen 
Augenblicken wird das farblose Gargut rot, Verstarkung der 
Farbung beim weiteren Zusatz. Unter haufig~m Umschiitteln 
2 Stunden bei Raumtemperatur garen lassen (Garaufsatz). 
Kontrollprobe: Gemisch wie oben, aber mit Invertzucker (oder 
auch Glucose) 10 Minuten auf 900 erwarmt (Hefe abgetotet) und 
dann wie oben weiter behandelt; es findet erst nach langerer 
Zeit Verfarbung statt2• 

Aufarbeitung: Zentrifugieren der Garansatze, Riiekstii,nde mit 
frisch gegliihtem Natriumsulfat verrieben, pulverige Masse im 
Soxhlet mit Aeeton extrahiert; Losung verdunstet, Riiekstand in 
kaltem Eisessig gelost, filtriert, im MeBkolben auf 100 cem auf
gefiillt. Bestimmung des Chinizarins: Eine Probe (5-10 cem) mit 
der dreifachen Menge Wasser versetzt; Niederschlag nach fiinf 
Minuten auf einer Sinterglasnutsche (G 4) abgesaugt; nach dem 
vollkommenen Auswaschen der Essigsaure wird bei 1000 getrocknet 
und gewogen (bei langerem Stehen der Eisessiglosung findet 
Selbstzersetzung und ErhOhung der Chinizarinmenge statt) .. 

b) Reduktion von Acetophenon zu Methylphenylearbino13• 

41 10%iger Rohrzuckerlosung werden mit 400 g abgepreBter Bi~r
hefe zur Garung gebraeht, 20 g Keton innerhalb 4 Stunden 
zutropfen gelassen. Krii,ftig riihren. Garung wahrend weiterer 
10 Tage unter tagliehem Zusatz von noch 400 g Zucker und 
400 g Hefe fortgefiihrt. 

Aufarbeitung. Wasserdampfdestillat einige Male mit Ather 
ausgesehiittelt; Ausziige vereinigt, mit Wasser gewasehen. 
Atherische Losung wiederholt mit konzentrierter Na-BisulfitlQsung 
auf der Maschine ausgeschiittelt, sodann mit 10%iger Soda16sung 
gewaschen, iiber frisch gegliihtem Natriumsulfat getroeknet, 
Hauptmenge des Athers abdestilliert. Riickstand zurEntfernung 
der letzten Reste des unveranderten Ketons mit Phenylhydrazin 
behandelt: Gemisch nach mehrstiindigem Stehen mit Wassj;lr
dampf destilliert;· Ubertreibung des Reduktionsproduktes (neben 
dem iibersehiissigen Phenylhydrazin und Resten des Athers). 
Destillat mit Sehwefelsaure versetzt (Bindung des Phenylhydra
zins) und ersehopfend ausgeathert. Extrakt vom Ather befreit ut;ld 
destilliert. Methylphenylcarbinol geht bei 202-2040 . iiber. 

1 Darstellung durch Oxydation von 1,4-Dioxyanthrachinon mit 
Bleitetracetat nach DIMROTH, FRIEDEMANN und KAMMEltER:. B. 53, 
484 (1920). 

2 Selbstzersetzung des Anthradichinons unter Bildung von Chini
zarin und Oxydation eines zweiten Anteils zu Phthalsaure. 

3 Vgl. NEUBERG und GORR,in OPl'ENHEIMER und PINCUSSEN: 
Methodik der Fermente, S. 1212, Leipzig: Thieme 1929. 
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c) Reduktion von Benzil zu Benzoin 1, ~I\.nsatz wie zuvor, aber in 
61; Zutropfen von 30 g Benzil in 550 ccm 75%igem Alkohol 
unter kraftigem.Riihren (bei 40°). Garung sodann bei Zimmer
temperatur unter Riihren weiterfiihren; nach etwa 4 Tagen 
noch die gleiche Menge Zucker und Hefe zufiigen und Garung 
bei 37° beenden lassen. An Stelle des tiefgelben Benzils erscheint 
in der Maische allmahIich ein nahezu farbloser Niederschlag_ 

Aufarbeitung: Gargut aufkochen (wobei sich die Substanz 
zurn gro.Bten Teil lost) und durch einen Hei.Bwassertrichter oder 
im Dampftopf filtrieren. Aus dem etwas eingeengten Filtrat 
scheiden sich feine Nadeln aus; absaugen, auf Ton trocknen, 
16 g. Fp. 134-135° nach wiederholtem UmkrystalIisieren aus 
verdiinntem Alkohol. Die Substanz reduziert FEaLINGsche Losung 
in der Kalte. Hauptmenge optisch inaktiv. Eine kleine Menge 
aus der Mutterlauge ist Iinksdrehend. Aubeute 53% d. Th. 

Anhang: Th eoretis ch es. 
Die Reduktion der einfachen Ketone zu sekundaren Alkoholen 

erfolgt nur sehr schwer, die Ausbeute iiberschreitet kawn 10%; 
neben den Reduktionsprodukten sind stets erhebIiche Mengen der 
unveranderten Ketone vorhanden. Bemerkenswert ist, daJ3 dabei 
optisc}J. aktive Alkohole entstehen (in der Regel die I-Formen); 
die Wasserstoffanlagerung erlolgt also assymmetrisch. 

Die Reduktion der Diketone geht wesentIich leichter vor sich, 
wobei entweder beide Ketogruppen redu~ert werden (z. B. Diacetyl 
--~ Butylenglykol) oder nur eine (Dibehzyl --~ Benzoin); sehr 
glatt und vollstandig lassen sich Chinone zu Hydrochinonen 
reduzieren (z. B. Xylochinon ~ Xylohydrochinon in 100%iger 
Ausbeute). Die Hydrierung wurde bisher bei folgenden Ketonen 
beobachtet: 

Einfache aliphatische Ketone: Methylathylketon (zu sekundarem 
Butylalkohol, etwa 10 %), Methyl-n-propylketon (zu Methyl-n-propyl
carbinol, etwa 10%), Methyl-n-hexylketon (zu Methyl-n-hexylcarbinol, 
etwa 10%), Methyl-n-nonylketon (zu Methyl-n-nonylcarbinol). 

Ungesiittigte aliphatische Ketone: Methylheptenon (zu Methylhep
tenol, etwa 10%). 

Oxyketone: Acetol (zu I-PropylenglykoJ), Dioxyaceton (zu Glycerin. 
19%) Acetoin (zu 1-2,a-Butylenglykol). 

Halogenierte Ketone: Methyl-a-Chlorathylketon (zu aktivem 
2-Chlor-a-Oxybutan), a, a-Dichloraceton (zu aktivem a, a-Dichlor-iso
propylalkohol). 

Einfache fett-aromatische Ketone: Acetophenon (zu I-Methylphenyl
carbinol). 

Ketonaldehyde: Methylglyoxal (zu I-Propylenglykol, 5%), Acet
essigaldehyd (zu 1,a-Butylenglykol). 

Diketone: Diacetyl (zu 1-2,3-Butylenglykol, 35%), Benzi! (zu 
Benzoin, 53 % ). 

1 V gl. NEUBERG und GORR, in OPPENHEIMER und PlNCUSSEN: 
Methodik der Fermente, S.1212, Leipzig: Thieme 1929. 
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Chinone: p.Xylochinon (zu p.Xylohydrochinon), durch garende 
Hefe (etwa 90%) sowie durchB. coli und Aerobacter aerogenes (100%). 

Von besonderem Interesse sind die biochemischen Reduktionen 
in der Gruppe der Sexualhormone 1 und Gallensauren 2• Damit wird 
die praparative Bedeutung der Hefehydrierungen emeut unter Be· 
weis gestellt. 

19. Ubung. 

Hydrierung von ungesiittigten Verbindungen und Nitrokorpern. 

a) Reduktion von ZimtaJdebyd zu HydrozimtaJkoboJ3. 51 
Zucker.Phosphatlosung (enthaltend 350 g Zucker ,und 250 g pri. 
mares Na.Phosphat) +2,5 I Hefebrei (pro Liter etwa 50 gTrocken. 
substanz, gew'aschen durch viermaliges Dekantieren und Ab
sitzenlassen). Eintropfen von 20 g frisch destilliertem Zimt
aldehyd (in 80 ccm 75%igem Alkohol) wahrend 2 Stunden. 
Spater noch 150 g Zucker und zweimal je 800 ccm Hefebrei 
zugesetzt. 

Aufarbeitung: Wasserdampfdestillat mitXther extrahiert, den. 
selben abdestilliert, Riickstand in wenig X ther wieder aufgenommen 
(zuriick bleibt eine farblose Gallerte) und Extrakt destilliert. 
Kp12 116-120°, 3,5 g (17%) Phenylpropylalkohol (der noch etwas 
Zimtalkohol enthalt). Identifizierung durch Oxydation mit Per· 
manganat zu Hydrozimtsaure. 

Die Hydrierung von Doppelbindungen durch garende Hefe 
findet nach F. G. FIscHER"nurdannstatt, wenndieDoppelbindung 
in a, p.Stellung zur funktionellen Gruppe steht; diese kann 
dabei eine Aldehydgruppe, Ketogruppe oder primare Carbinolgruppe 
sein5 • So bleibt z. B. Methylheptenol unverandert (Doppelbindung 
in p, y.Stellung). Bei mehrfach ungesattigten Verbindungen (z. B. 
Sorbinalkohol oder Sorbinaldehyd) wird gleichfalls nur die benach
barte Doppelbindung hydriert. Die Hydrierung von Doppelbindungen 
wurde bisher bei folgenden Korpern beobachtet: 

1 MAMOLI:B. 71,2278,2696,2701 (1938).-MAMOLlundG. SCHRAMM: 
B. 71,2698 (1938). - VERCEJ..LONE und MAMOLI: B. 70,470,2079 (1937). 
- MAMOLI: H. 248, 277 (1937). - MAMOLI und VERCELLONE: H.245, 
93 (1937). 

2 CH. H. KIM: Enzymologia 4, 119 (1937). 
3 F. G. FISCHER und WIEDEMANN: A. 513, 260 (1934); 020,52 

(1935); 522, 1 (1936). 
" F. G. FISCHER und WIEDEMANN: A. 513, 260 (1934); 520, 52 

(1935); 522, 1 (1936). Auch Enzympraparate erwiesen sich als wirksam. 
F. G. FISCHER und H. EYSENBACH: A. 529:, 87 (1937). 

5 Bei Carboxylverbirtdungen liegen besondere Verhaltnisse vor. 
Nach F. G. FISCHER [Ang. Ch. 49, 559 (1936)] werden a, p·ungesattigte 
Monocarbonsauren nicht hydriert. Hinsichtlich einer neuartigen 
enzymchemischen Rydrierung der Fumarsaure vgl. F. G. FISCHER 
und EYSENBACH: A. 530,99 (1937). 
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Ungesattigte Alkohole: Sorbinalkohol (zu Rexenol), Crotylalkohol 
(zu Butanol, 55%)1, Zimtalkohol (zu Rydrozimtalkohol, etwa 70%). 

U ngesattigte Aldehyde: Crotonaldehyd (Butylalkohol, 19 % unter 
gleichzeitiger Reduktion derAldehydgruppe), Sorbinaldehyd [Hexen( 4)-
01(1), daneben wenig Hexen(3)ol(1), samt Sorbinalkohol 44%], Octa
trienal (Octadienol). 

Ungesattigte a-Ketosauren: Sorbinylidenbrenztraubensaure (Octa
dienol, 60 %), Benzylidenbrenztraubensaure (Phenylpropanol, 75 %); 
Cinnamylidenbrenztraubensaure (wird kaum angegriffen, schadigt 
stark). 

UngesaUigte Ketone (die Rydrierung der Doppelbindung geht 
dabei vor der Reduktion des Carbonyls vor sich) : Crotonylidenaceton 
(gibt das zugehorige Heptenon, bei langeI' Gardauer auch ein ReptenoI), 
Cinnamalaceton (gibt das betreffende Phenylhexenon). 

b) Reduktion von Nitrobenzol zu Anilin. 500 g Zucker in 5 1 
Wasser mit 500 g Hefe zur lebhaften Garung gebracht, sodann 
10 ccm frisch destilliertes Nitrobenzol eintropfen gelassen, Riihr
werk. 3 Tage bei Zimmertemperatur, 2 Tage im Brutschrank. 

Aufarbeitung: Gargut mit Kalilauge alkalisch gemacht (Phenol
phthalein), Dampfdestillat (1,251) mit Schwefelsaure kongosauer 
,gemacht, unverandertes Nitrobenzol sowie Alkohol mit Wasser
dampf iibergetrieben (bis zum volligen Verschwinden des Nitro
benzolgeruches). Destillationsriickstand alkalisch gemacht und 
weiter mit Wasserdampf behandelt. Dieses Destillat nun mit 
Schwefelsaure angesauert und zur Entfernung von Verunreini
gungen mit Ather ausgeschiittelt, waBriger Anteil sodann wieder 
alkalisch gemacht und das Anilin erschopfend ausgeathert. Extrakt 
iiber Pottasche getrocknet, Ather abdestilliert, Riickstand frak
tioniert, destilliert. Kp. 181-184°, 3,8 g reines Anilin, Charakte
risierung in iiblicher Weise. Ausbeute 39% d. Th. 

Die Reduktion des NitrobenzoIs verlauft wohl iiber Nitrosobenzol 
und Phenylhydroxylamin, denn auch diese Korper lassen sich durch 
garende Refe zu Anilin reduzieren; Reaktionsverlauf daher: 

C6R 5 .N02 + H. ~ C6H 5 .NO + H, )0 C6R 5 .NHOH + H, )0. C6R s.NH2• 

Von Interesse ist ferner das Verhalten des m-Dinitrobenzols, da bei 
dessen Reduktion durch garende Refe au.l3er dem aIs Rauptprodukt 
auftretenden m~Nitranilin aIs Nebenprodukt das m-Dinitroazoxy
benzol gebildet wird, wohl aus dem betreffendenHydroxylaminkorper 
und Nitrosokorper durch Kondensation entstanden: 

N02 • C6R •. ~ + ON. C6RS. N02--~ N02 • CaHs. ~: N. C6R 5 , N02• 

OR 0 

1 Auch garende C<;>libakterien bewirken diese Reduktion. ,F.G. 
FISCHER und W. ROBERTSON: A.52D, 84 (1937). 
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Anhang: Zum Chemismus der Acyloinsynthesen und 
Hydrierungen bei derHefegarung. 

a) Die Acyloinsynthesen in garenden Zuckerlosungen bei Zusatz 
von Aldehyden fwen unter Beteiligung des aus der Vergarung des 
Zuckers stammenden naszenten Acetaldehyds zu gemischten Acy
loinen. Die Reaktion konnte vor allem in der aromatischen Reihe 
verwirklicht werden (vgl. oben), wahrend in der aliphatischen.Reihe 
bisher nur im FaIle des Acetaldehyds ein Acyloin erhalten ·wurde. 
Ferner entsteht Acetoin auch bei der Brenztraubensauregarung. bei 
Zusatz von Acetaldehyd. In ahnlicher Weise konnten vielleicht auch 
symmetrischeAcyloine aus ancieren a-Ketosauren und den zugehorigen 
Aldehyden gewonnen werden; es bleibt eine Aufgabe weiterer Unter
suchungen festzustellen, wieweit diese· Reaktion durch Anwendung 
auf andere derartige Systeme praparativ nutzbar gemacht werden 
.kann. 

Es ist demnach fiir den Eintritt der Acyloinkondensation 1 Mol. 
stabilisierter Aldehyd (Aldehydhydrat) und 1 Mol. naszenter Aldehyd 
(durch COa-Abspaltung entstehend) erf{)rderlich und weiterhin nach 
NEUBERG ein, Carboligase genanntes Enzym. Dagegen solI nach 
DIRSCHERLI dieAcyloinsynthesealleinmit der Car boxy lasewirkung 
zusammenhangen. Dagegen sprechen allerdings die Unterschiede im 
Verhalten des carboligatischen und carboxylatischen Wirkungsfaktors 
gegeniiber au.l3eren EinfliisseIi.; gegen die rein chemische Bildungs
weise der Acyloine unter Beteiligung des naszenten Acetaldehyds 
spricht auch die optische Aktivitat der erzeugten Acyloine (NEUBERG). 
Die spezifische Drehung des Acetoins ist bei den einzelnen Organismen 
verschieden a, und betragt bei Bierhefe oder Macerationssaft -40, 
bei Bac. lactis aerogenes -66, bei Bac. mesentericus fuscus -78, 
Bac. nasso - 98. - Die Frage nach der Bildungsweise der Acyloine 
erscheint jedenfalls noch nicht endgiiltig entschiedens. Die Fahigkeit 
zur Bildung von Acetoin (bzw. 2, 3-Butylenglycol) kommt jedenfalls 
sehrvielen Organismenwie auch der hoheren pflanzlichen und tierischen 
Zelle zu'. 

Verlau/ der Acyloinsynthese in garender ZuckerlOsung: Der Um
satz erfolgt in analoger Weise wie bei der zweiten, dritten und vierten 
Vergarungsform,·indem der bei der Zuckerspaltungentstehende Acet
aldehyd durch die Acyloinbildung gewissermaJ3en abgefangen, und 
so der weiteren Umsetzung entzogen wird; als Reduktionsaquivalent 
tritt daher auch hier Glycerin auf 5: 

C6R 120 6 + R . CRO = CRaOR .CROR . CHaOR + 
CRs . ~O. CROR . R + CO2• 

In Gegenwart von Brenztraubensaure ist der Reaktionsverlauf: 
CRs . CO. CO OR +R. CRO =CRa . CO. CROR. R + CO2• 

1 DIRSCHERL: R. 188, 225 (1930). 
2 TOMIYASU: Bio. Z. 292, 234 (1934). 
a Vgl. dazu auch TOMIYASU: Bio. Z. 289, 97 (1936) sowie DIRSCHERL 

und SCHOLLIG R. 262, 70 (1938). 
4 Literatur vgL bei TOMIYASU: Enzymologica 3, 263 (1937). 
5 ELION: Biochem. Z. 169, 471 (1926). 
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b) Die Hydrierungen in garenden Zuckerli:isungen erstrecken sich 
vor aHem auf die Aldehyd- und Ketogruppe, auf Doppelbin
dungen und Nitrogruppen. Bei der Hydrierung von Aldehyden 
und Ketonen tritt als Nebenprodukt stets Acetaldehyd auf, der dem 
Zucker entstammt. Dies deutet darauf hin, daLl der sonst fUr die 
Hydrierung des Acetaldehyds verwendete Wasserstoff zur phyto
chemischen Reduktion der Aldehyd- bzw. Ketogruppe der zugesetzten 
Substanz verwendet wird. Bei diesen Hydrierungen diirfte daher 
folgende Oxydoreduktionsreaktion stattfinden: 

CH20H. CO. CH20. POaH2 +R. CHO +H20= 
CHa . CO . COOH + R . CH20H + HaPO 4' 

Es wird daller del' gemaLl der rein,formeHen Gleichung 
C6H 120 6 = 2 CHa . CHO + 2 CO2 + 2 H2 

entstehende "Garungswasserstoff" auf die zugesetzten Wasserstoff
acceptoren iibertragen, wobei sich demnach als Aquivalent Acet
aldehyd anhaufen muLl. Dagegen scheinen bei der Hydrierung 
von Doppelbindungen besondere Verhaltnisse vorzuwalten, 
denn dabei konnte kein Acetaldehyd aufgefunden werden. (F. G. 
FISCHER.) Sehr bemerkelu,wert ist, daLl sich Hydrierungen von Doppel
bindungen auch mit Fermentli:isungen aus Hefe durchfUhren lassen, 
doch ist dazu die Anwesenheit von "gelbem Ferment" (WARBURG) 
t;!"forderlich; die hydrierte Stufe desselben wirkt dabei als H 2-

Ubertrager. Das Flavinenzym wird durch Bestandteile des iibrigen 
Dehydrasensystems hydriert. Carbonylgruppen werden unter diesen 
Bedingungen nicht reduziertl. 

Die priiparative Bedeutung der biochemischen H ydrierungen be
steht VOl' aHem darin, daLl auf diesem Wege gewisse leicht zersetzliche 
oder veranderliche Substanzen reduziert werden ki:innen (z. B. 
Tetracetylgluco-coniferylaldehyd zum betreffendenAlkohol, oder halo
genierte Aldehyde und Ketone zu den zugehi:irigen Alkoholen 
ohne Eliminierung des Halogens, also im Gegensatz zu den rein 
chemischen Verfahren). Weiterhin verlauft die biochemische Hydrie
rung assymmetrisch, also unter Bildung optisch aktiver Produkte 
(z. B. sekundarer Alkohole aus Ketonen usw.). Schlie13lich ermi:iglicht 
dieselbe auch eine stufenweise Reaktion, indem vielfach nur bestimmte 
qruppen sofort angegriffen werden und andere erst spater (z. B. 
UberfUhrung von Benzil in Benzoin, Reduktion von Sorbinyliden
brenztraubensaure zunachst zu Octatrienol bei kurzer Versuchsdauer 
und zu Octadienol bei langer Versuchsdauer usw.). 

1 F. G. FISCHER: Ang. Ch. 49, 559 (1936). 
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II. Anoxydative Bakteriengarungen. 
A. Die Milchsaure- und Propionsauregarung. 

20. Ubung: 

Isolierung, Ziichtung und Untersuchung der Bakterien. 

a) Isolierung von Lactobac. Delbriickii aus Getreidemaische 
und Reinziichtung desselben. Je 5 g Getreideschrot (Weizen, Gerste) 
oder Griinmalz verschiedener Rerkunft werden in Kolben mit je 
100 ccm Wasser oder steriler Wiirze iibergossen und 24 Stunden 
bei 48-50° stehen gelassen. Eine Triibung der Fliissigkeit und die 
Sauerung derselben (Titrationsprobe an je 10 ccm mittels n/10 
Lauge) deutet auf die Anwesenheit von Lactobac. Delbriickii hin. 
(Wenn sich an der Oberflache eine weiBgraue trockene Raut ge
biIdet hat, so ist der Heubacillus vorhanden und die betreffenden 
Proben sind zu verwerfen.) Nach weiteren 24 Stunden wird wieder 
titriert und dann von der Probe mit dem hochsten Saurewert 
in einige Ansatze mit steriler Maische oder Wiirze eingeimpft. 
Die Saurebildung wird durch Titration kontrolliert und diese 
Ubertragung des 6fteren wiederholt, urn die Kultur von allen
falls vorhandenen Reubacillen zu befreien (diese verm6gen zwar 
in gesauerten Fliissigkeiten nicht zu wachsen, doch bleiben deren 
Sporen erhalten). 

Die Reinziichtung wird in PETRI-Schalenkulturen in Getreide
maische-agar oder Wiirzeagar vorgenommen. J3ildung von Kolonien 
bei 40-45° nach 24 Stunden; dieselben sind %-1 mm groB, 
rundlich, flach, wasserhell oder weiBlich und glanzend. Mikro
skopische Untersuchung. Priifung des Wachstums in Tropfchen
kulturen (Wiirze oder Maische) Fortziichtung in Maische, un
gehopfter Wiirze, Malzkeimabkochung oder Hefewasser mit 
Zucker, gegebenenfalls unter Zusatz von Oalciumcarbonat. 

Wenn das Bacterium durch Hitze, Saure oder Alter gelitten 
hat, so wachst es auf Agar nicht an. Es ist dann eine tJbertragung 
einer kleinen Menge der betreffenden sauren Maische in sterile siiBe 
Maische oder Wiirze erforderIich (eventuell mit Oa003 )_ Nach 
24 Stunden bei 40-45° findet hierauf in der Regel wieder Wachs
tum statt. 

b) Gewinnung von Milchsaurebakterien und anderen Orga
nismen aus Milch. a) Je 50 ccm frische Milch werden in kleinen 
ERLENMEYER-K6Ibchen (mit Watte verschlossen) bei 50, 40 und 
30° 24 Stunden lang stehen gelassen. Die Milch ist dann iiberall 
geronnen und wird mikroskopisch untersucht: 
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Bei 50° entwickelt sich Lactobac. lactis: lange, unbewegliche 
Zellen. 

Bei 40°: Lactobac. lactis, ferner Streptokokken (in Ketten 
angeordnete kugelige Zellen) und Bact. lactis acidi (kleine, meist 
zu zwei oder vier zusammenhangende, kurz-eiformige Zellen. 

Bei 30°: Fast nur Bact. lactis acidi (das bei dieser Temperatur 
die iibrigen Organism en unterdriickt). 

fJ) 50 ccm frische Milch werden in einem Kolbchen mit Watte
verschluB 10 Minuten lang in einem siedenden Wasserbad er
hitzt. 24 Stunden bei 40° aufbewahrt. Die Probe ist nun griinlich 
gefarbt, nicht geronnen (das EiweiB ist peptonisiert), die mikro
skopische Untersuchung ergibt Heubacillenarten (stark beweg
liche, lange Zellen). Die nicht sporenbildenden Milchsiiurebakterien 
werden durch das Erhitzen abgetotet. 

y) Eine Flasche von 50 cern Inhalt wird mit frischer Milch mog
liehst voll gefUllt, 10 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, noch 
heiB mit einem Kork fest verschlossen und bei 40° stehen gelassen. 
Nach 24 Stunden ist starker Buttersiiuregeruch wahrnehmbar, 
die mikroskopische Untersuchung ergibt unbewegliche Butter
siiurebakterien, die unter den anaeroben Bedingungen zur Ent
wieklung gelangen. 

c) Untersuchung von Joghurtpraparaten. Die Praparate werden 
zunachst der "Joghurtbereitungsprobe" unterworfen: Einbringen 
einer Probe in abgekochte Milch bei 40-{54° und Stehenlassen 
bei iiber 40°1. Naeh einigen Stunden kann die bakteriologische 
Untersuchung vorgenommen werden. Man findet meist kornchen
freie (stark sauernde) und kornchenhalt.ige (schwacher siiuernde) 
Langsta.bchen (Lactobac. bulgaricus), ferner Streptococcus thermo
philus (meist lange, vier bis zehngliedrige Ketten) und hiiufig 
das Bact. lactis acidi. Die Trennung der Bakterien gelingt besonders 
durch Ziichtungen bei verschiedenen Temperaturen 2. 

21. Ubung. 

Herstellung von Impfkulturen und Bakterienpraparaten. 

a) Herstellung von Impfkulturen fUr die Durchfiihrung prii
parativer Giirversuche. Z. B. Lactobac. Delbriickii, in drei Stufen, 

1 Bei der Herstellung von Joghurt im Haushalt geht man so vor, 
daJ3 die auf 2/3 eingekochte Milch bei 450 mit einer Reinkultur oder 
mit etwas fertigem Joghurt versetzt wird. Nach sorgfiiltigem Um
schiitteln wird das GefiiJ3 mit Tiichern gut umgeben, damit es sich 
moglichst langsam abklihlt; nach 3 - 4 Stunden ist der J oghurt fertig 
(einedicke, schwach saure, aromatisch schmeckende Milch, die allerlei 
Darmstorungen zu beheben vermag). 

2 Vgl. HENNEBERG, Hdb. d. Garungsbakteriologie Bd. 2, S.142. 
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und zwar: 1. Eine Reinkultur des Lactobac. Delbriickii wird in 
10ccm steriler Malzwiirze (ungehopfte Bierwiirze) von 8-10° BUg. 
eingeimpft, nach 24 Stunden bei 42-45° Triibung der Fliissigkeit, 
mikroskopische Priifung der Reinheit der Kultur. 2. Zusatz der 
ganzen Kultur zu 100 ccm steriler Malzwiirze (wie zuvor), die noch 
10 g Rohrzucker. oder Glucose und 15 g CaCOs (Schlammkreide) 
enthalt (Kolben mit Garaufsatz), 3-4 Tage bei 48-49°. 3. Die 
garende Maische von 2. wird in zwei Kolben mit je 500 ccm steriler 
Wiirze-Rohrzuckerlosung (Zusammensetzung wie zuvor) mit CaCOs 
eingeimpft. Nach 3-4 Tagen Verwendung dieser Kulturen fur 
die Impfung praparativer Garversuche (vgl. Ubung 22b und c). 

b) Herstellung von Massenkulturen der Bakterien 1. Z. B. 
Propionsaurebakterien. Ziichhung in einer klaren Losung, ent
haltend 20 g Pepton, 10 g Na-Iactat und 1,5 g KH2PO", in 1000 ccm 
Leitungswasser (PH 6,8).4 Tage bei 35°. Zentrifugieren, Bakterien
masse in Wasser suspendieren und wieder zentrifugieren, auf 
porosen Tontellem in sehr diinner Schicht trocknen. Ausbeute 
an Trockenpraparat etwa 30 g pro 100 I Nahrlosung. Bakterien
zahlung in der feuchten Bakterienmasse. 

c) Herstellung von Alkohol-Ather-Trockenpriiparaten der 
Bakterien. Frisch abgeschleuderte Bakterienmasse in Portionen 
von etwa 50 g in ein Gemenge von 600 ccm absolutem Alkohol 
und 200 ccm absolutem Ather eingetragen, 8 Minuten gut ver
riihrt, abgesaugt, mehrmals mit trockenem Ather nachgewaschen, 
in einem Porzellanmorser verrieben, im Vakuumexsiccator iiber 
Phosphorpentoxyd nebst Paraffin getrocknet. In einer Glas
stopselflasche aufbewahrt; viele Enzyme bleiben in den Pra
paraten monatelang haltbar. 

22. Ubung. 

Die Milchsiiuregiirung. 

a) Analytischer Giirversuch unter quantitativer Verfolgung des 
Giirverlaufes. In einem 300 ccm-Kolben 200 ccm Losung, ent
haltend 5% Glucose, 0,5% Pepton, 0,2% KH2PO"" 0,05%MgSO"" 
0,01 % NaCI; nach dem Sterilisieren mit 20 cem einer Wiirzekultur 
des Lactobac. Delbriickii (vgl. Ubung 21a, zweite. Stufe) geimpft. 
Garverschlu13 aufgesetzt (mit Hg gefiillt,. umVerdunstung ein
zuschranken). Nach 24 Stunden 3 g CaCOs .zugesetzt, 6-8.Tage bei 

1 VmTANEN: Soc. Scient. Fenn. 2, 20(1925): - Vgl. ferner: 
NEUBERG und SCHEUER: M.53/54, 1031 (1929) - Bact .. Zahlung in 
der Bakterienmasse vgl. VmTANEN: H. 184, 300 (1924}; 188, 136 
(1924); 143, 71 (1925). 
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43-450 • Entnahme von je 15 ccm Probe nach etwa 6-8 Stunden 
(Garungsbeginn) und sodann noch etwa sechs· bis achtmal in 
Intervallen von je 24 Stunden, bis zum Aufhoren der Garung. 
Die jeweils entnommene Probe wird sofort in ein trockenes 
Kolbchen filtriert. Analytische Bestimmungen im Filtrat: 

Glucosegehalt. Feststellung der Glucose·Abnahme yom Beginn 
der Garung bis zum Aufhoren derselben; zunachst an 1 ccm Probe 
und dann ansteigend bis 5 ccm. Nach der Zuckerbestimmungs. 
methode von BERTRAND: Erforderliche Losungen: I. 40 g krystalli. 
siertes Kupfersulfat in 1 1 Wasser gelOst. II. 200 g Seignettesalz 
und 150 g Atznatron in Wasser gelost, auf 11 aufgefiillt. III. 50 g 
Ferrisulfat in 200 ccm reiner konzentrierter Schwefelsaure gelost, 
auf 11 verdiinnt (Losung muB frei von reduzierenden Stoffen 
sein, Priifung mit KaliumpermanganatlOsung). IV. n/l0.Kalium. 
permanganatlOsung. Probe mit 20 ccm Losung I und II versetzt, 
genau 3 Minuten im gelinden Sieden erhalten (Sanduhr). Cu20 
absitzen lassen (Schragstellen des ERLENMEYER.Kolbens). Uber
stehende Fliissigkeit (noch blau gefarbt) moglichst vorsichtig abo 
dekantiert (unter Benutzung eines Asbestfilterrohrchens, in das 
aber nach Moglichkeit kein Niederschlag gelangen soIl), mit 
heiBem Wasser durch vorsichtiges Dekantieren zwei· bis dreimal 
ausgewaschen. Niederschlag (samt eventuell im Asbestfilter· 
rohrchen befindlichen Anteilen) in einer ausreichenden Menge 
der Losung III (15-25 ccm) gelost und mit Losung IV titriert. 
Farbumschlag sehr deutlich. 1 ccm n/1O.KMnO, = 6,36 mg Cu. 
Ermittlung der aquivalenten Glucosemenge mit Hilfe einer 
empirischen Tabelle oder Kurvenabbildung (vgl. Anhang II, la). 

Calciumgehalt. Zunachst an etwa 10 ccm, spii.ter an 5 ccm, 
in iiblicher Weise: Fallung der siedenden Losung mit heiBer 
Ammonoxalatlosung, Filtrieren nach dem Absitzen, Auswachen, 
Losen in etwa 20%iger Schwefelsaure und Titrieren mit n/l0-
KMnO,-Losung. 1 ccm = 2,004 mg Ca = 9,005 mg MHchsaure. 
Wiedergabe der gefundenen Glucose- und Milchsaurewerte in 
Form von Kurven. 

Qualitativer Nachweis der Milchsiiure. 1 ccm der vergorenen, 
filtrierten Maische mit etwas verdiinnter PermanganatlOsung ver
setzt und aus einem kleinen Kolbchen destilliert. Destillat auf 
Acetaldehyd gepriift (nach RIMINI, vgl. S. 118). 

Quantitative Bestimmung d.er Milchsiiure durch Uberfiihrung 
derselben in Acetaldehyd durch Oxydation mit KMnO,. Aus
gegorene Maische filtriert und auf ein bestimmtes Volumen auf-
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gefiillt. 20 ccm Probe werden entnommen, enteiweiBt und ent
zuckert und sodann die Milchsaurebestimmung durchgefiihrt 1. 

b) Praparativer Versuch I: Milchsauregewinnung aus Starke. 
Herstellung der Maische durch Verzuckerung von Kartoffelstarke 
mittels Malz: In einen emaillierten Blechtopf von 10 I Inhalt wird 
1 kg Kartoffelmehl (mit etwa 75% Starkegehalt) in ungefahr 51 
Wasser unter gutem Riihren eingetragen, innerhalb %-1 Stunde 
auf 70-75° zwecks Verfliissigung des Starkekleisters' erwarmt, 
auf 56° abgekiihlt und 60 g Malzschrot II eingetragen, 4-5 Stunden 
erwarmt (allmahlich bis 60°), Proben zur Feststellung der Ver
zuckerung entnommen (Prufung auf Starke und Dextrine mit 
Jodlosung), schlieBlich Temperatur auf 80° gesteigert, sodann das 
ganze auf ein Volumen von etwa 71 gebracht, auf 50° abgekiihlt, 
in das GargefiiB eingefullt (unten tubulierte, mit Ablaufhahn und 
Riihrwerk versehene 10 I-Flasche, vgl. Abb. 9, S. 73), 400 g sterile 
Kreide und 500 ccm einer Bierwiirzekultur des Lactobac. Del
briickii (vgl. trbung 21 a, 3. Stufe) zugesetzt. Etwa 12 Tage bei 
45--46°, unter zeitweisem Aufriihren des CaCOs. Probeentnahme 
und Priifung mit FEHLINGScher LOsung. 

Gewinnuny des Ca-Lactate8: Vergorene Maische nach Zusatz 
von etwas Kalkmilch bis zur schwach alkalischen Reaktion in 
einem Topf aufgekoc'ht und filtriert, ausgewaschen, im Vakuum 
auf etwa l/S verdampft. Krystallisation von Ca-Lactat beim Er
kalten (eventuell Animpfen), nach 1-2 Tagen im Eisschrank ab
gesaugt, abgepreBt, mit wenig Eiswasser angeteigt und nochmals 
abgepreBt. Man erhalt Ca-Lactat mit drei Mol Krystallwasser. Aus 
der Mutterlauge in analoger Weise eine weitere Menge gewinnbar. 

c) Praparativer Garversuch II: Milchsiiuregewinnung aus Rohr
zucker nach dem Zulaufverfahren. Apparatur wie bei b), aber 
mit Tropftrichter versehen. Maische: 11 Bierwiirze, 4 I 10%ige 
Rohrzuckerlosung und etwa 50 g Malzschrot (oder Kleie usw. als 
Tragermaterial fiir die Ansiedlung der Bakterien 3, nach dem 
Sterilisieren eingefullt, mit 750 g Schlammkreide und 500 ccm 
einer Bierwiirzekultur des Lactobac. Delbriickii (vgl. tJbung 21a) 

1 Hinsichtlich aller Einzelheiten der Methodik sei auf BERTHO
GRASSMANN: Biochemisches Praktikum. Berlin: Walter de Gruyter 
1936, S. 246 ff. verwiesen. Ein neuer Apparat zur Milchsaurebestim
mung wurde von FUCHS [H. 221, 271 (1933)] beschrieben. 

2 Dieses enthalt auch die fiir Milchsaurebakterien besonders wich
tigen loslichen Eiwei13stoffe und Phosphate. Eventuell wird noch 
Superphosphat und Ammonsulfat zugesetzt . 

. 8 Blanke Garmaischen sind zu vermeiden, da sich die Bakterien 
absetzen und Wachstum und Saurebildung schwacher sind. 

Bernhauer, GltruIlj!'schemisches Praktikum, 2. Aufl. 11 
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versetzt, bei 45° vergaren lassen, etwa aHe 4-5 Stunden einige 
Minuten gut durchriihren. Yom 5.-15. Tag an taglich 200 ccm einer 
50%igen Rohrzuckerlosung zusetzen (insgesamt noch etwa 1 kg 
Rohrzucker); sodann Garung ohne weiteren Zusatz beenden lassen 
(insgesamt etwa 20 Tage). Probe auf Zucker. 

Aufarbeitung: Vergorene Maische wie in b) weiter behandelt. 
Krystallisation des Ca-Lactates ohne Verdampfung. 

Darstellung der jreien Milchsiiure. Ca-Lactat unter Zusatz von 
Tierkohle aus moglichst wenig heiBem Wasser umkrystallisiert; 
das aus dem Filtrat wie oben gewonnene Produkt nach dem Ab
pressen mit der aquivalenten Menge 50%iger Schwefelsaure um
gesetzt. Gips abgesaugt; ausgewaschen, Filtrat im Vakuum so weit 
eingedampft, daB eine etwa 70%ige "technisch reine" Milchsaure 
entsteht. Reinigung derselben: Extraktion der 70%igen Milch
saure in einem kontinuierlichen Apparat mit .Ather, atherische 
Losung mittels Tierkohle vollig entfarbt . .Ather abdestilliert. Man 
erhalt eine etwa 90%ige, reine Milchsaure. 

Anhang I: Technologie der Milchsauregarung. 

Ausgangsmaterialien: In Deutschland gewohnlich Kartoffelstarke, 
seltener Mais- oder Reisstarke und Rohrzucker; in Italien: Molken, 
Zuckerriibensaft, Melasse; in USA. Zuckerrohrmelasse, Reisstarke, 
Glucose. 

Technische Bakterien: Ganz iiberwiegend Lactobac. Delbriickii, 
manchmal auch Bact. lactis acidi Leichmann (vergart auch Milch
zucker). Infektionsgefahr durch gieichfalls warmestabile Bakterien, 
besonders Essigsaure- und Buttersaurebildner (dabei kommt es zu
niichst zu tragen, dann sehr stiirmischen Garungen). Herstellung der 
Bakterienkulturen in groBen Reinzuchtapparaten. 

Herstellung der Maische: Verzuckerung der Starke mittels Malz, 
direkt in den Garbottichen in iiblicher Weise (fUr 1333 kg Kartoffel
mehl mit 75 % Starkegehalt 80 kg Griinmalz oder Malzschrot). Zusatz 
von Schlammkreide (50% der Starke). Die Maische enthalt 10-11 % 
Maltose (oder Glucose). 

Garverlauj: Zusatz der Impfmaische aus dem Reinzuchtapparat. 
N ach 6 - 8 Stunden Eintritt der Garung; aIle 2 Stunden wird die 
Kreide aufgeriihrt. Nach 8-10 Tagen bei 49° ist die Garung beendet. 

Gewinnung der technischen Milchsaure: Zusatz von Kalkmilch, 
Aufkochen, Absitzen lassen, Abziehen der klaren Losung, Abpressen 
in Filterpressen. 1m Vakuum auf 28-300 Be verdampfen, dann mit 
einem Gemisch von 50 %iger Milchsaure und Schwefelsaure versetzt, 
Gipsbrei abfiltriert, Losung ergibt die 50 %ige technische Milchsaure 
des Handels. 

Gewinnung von Genu./3milchsaure (chemisch-reine Milchsaure) aIlS 
dem gereinigt!ln Ca-Salz nach dem Umsetzen desselben mit Schwefel
saure durch Atherextraktion. 



22. Ubung: Die Milchsauregarung. 163 

Optische Aktivitat der Milchsaure. Die technisch verwendeten 
Organismen erzeugen in der Regel inaktive Milchsaure 1, manchmal 
zeigt dieselbe aber auch schwacheDrehung. Es wurden aber auchMilch
saurebakterien in Reinkultur gewonnen, die entweder nur die 1- oder 
die d-Form, oder inaktive Saure produzieren 2 • - Die technische Er
zeugung der d-Saure, die aus ernahrungsphysiologischen Griinden 
wichtiger ist 3" la13t sich unter Verwendung geeigneter Organisrnen 
ohne Schwierigkeiten bewerkstelligen 4 • Hinsichtlich der Erzeugung 
von d-Milchsaure durch Pilze vgI. Nachtrag. Von Interesse ist ferner die 
Racemisierung von d- oder I-Milchsaure durch ein in Butylblj.kterien 
vorkommendes Fermentsystem 6 • - Siehe auch Nachtrag. ' 

Hinsichtlich verschiedener Faktoren der Milchsauregarung 6, der 
Aktivitat der Organismen 7, der Vergarung hochkonzentrierter Zucker
losungen 8 vgI. die Originalliteratur. 

Schlie13lich sei auch noch darauf hingewiesen, da13 nach SOHRADER 9 

durch den technischen Maischebacillus (Lactobac. Delbriickii) stets auch 
wechselnde Mengen von Essigsaure und Ameisensaure gebildet werden. 
Diese Frage bedarf aber wohl noch einer eingehenderen Prufung. 

Anhang II: Griinfu ttersilierung. 

Bei allen biologischen Verfahren zur Griinfuttereinsauerung wird 
eine moglichst reine Milchsauregarung angestrebt. Die dabei auf
tretende freie Milchsaure (bis etwa 2%) wi~kt konservierend (besonders 
fiir das pflanzliche Eiwei13). Urn ein tTberwiegen der Milchsaure
bakterien zu erreichen, rniissen bestimmte Bedingungen genau ein
gehalten werden.Von Bedeutung wurde vor aHem das Kaltgarverfahren: 

Ausgangsmaterialien: Klee, Bohnen, Riibenblatter, Lucerne, 
Futterruben, Kartoffeln usw. 

Organismen: Bei niederen Ternperaturen (8- 20°) Bact. lactis acidi, 
bei mittleren Ternperaturen (20-35°) Lactobac. cucumeris, bei 
hoheren Ternperaturen (35-55°) Lactobac. Delbriickii. - Die anderen 
Organismen (heterofermentative, Milchsaurebakterien, butylogene 
Bakterien u. v. a.) sind unerwiinscht, aber nicht vaHig ausschaltbar. 

Durchfuhrung des Prozesses: Das maglichst saubere Material wird 
gehackselt (da rascher Saftaustritt erforderlich ist), in die wasser-

1 PEDERSON, PETERSONundFRED: J. bioI. Chern. 68, 160 (1926). -
SOHRADER: C. Bact. II, 84,1 (1931). 

2 TATUM, PETERSON und FRED~ Bioch. J. 26, 846 (1932). 
3 Im tierischen Karper kann nur diese verwertet werden. 
4 TATUM und PETERSON: Ind. Eng. Chern. 27, 1493 (1935). 
6 TATUM, PETERSON und FRED: Bioch. J. 30, 1892 (1936). 
6 RAHN, HEGARTY u. DENEL: J. Bact. 30, 547 (193g). - RAHN 

u. HEGARTY: Proc. Soc. expo BioI. Med. 38, 218 (1938). - H. G. WOOD, 
A. A. ANDERSON U. C. H. WERKMAN: ebenda 36, 217 (1937). tTber 
den Einflu13 von Pantothensaure und Nikotinsaure auf Milchsaure
bakterien vgI. SNELL, STRONG U. PETERSON: Bioch. J. 31, 1789 (1937); 
Am. Soc. 60, 2825 (1938). Hinsichtlich der wachstumsfOrdernden 
Wirkung von Flavinen vgI. SNELL und STRONG: J. bioI. Chern. 123, 
Sc. Proc. 112 (1938). ' 

7 K. J. RUDAKOW: BI. USSR. Inst. agr. Mikrobiol. 8,123 (1936). 
8 WURSTER: Molkereiztg. 1937, 2190. 
9 SOHRADER: C. Bact. II 84, 1 (1931). 

11* 
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dichten Silobehalter eingefiillt, und zwecks Verdrangung der Luft 
moglichst fest gelagert (mit Hilfe von Trettieren). Eventueller Zusatz 
von Viehsalz (bis 0,2%, zwecks Beschleunigung des Saftaustrittes) 
sowie von Zucker (besonders bei eiwei13reichen Pflanzen; bis 0,5% 
in Form von Melasse, Rohzucker oder Holzzucker) und eventuell 
von Mineralsauren, urn einen geeigneten PH-Wert einzustellen. Luft
dichter Abschlul3 des Silos durch einen schweren Deckel oder eine 
Lehmschicht. - Entscheidend fiir das Gelingen ist eine sofort ein
setzende kriiftige Milchsauregarung. 

Beurteilung des Silo/utters auf Grund des Verhaltnisses von Milch
saure zu Essigsaure zu Buttersaure; und zwar bei Klasse I etwa 
2/3:1/3:0 oder 3/,:1/,:0, Klasse II etwa 1:1 :0, Klasse III: etwas 
Buttersaure vorhanden, Klasse IV: viel bis iiberwiegend Buttersiiure, 
Klasse V: ungeeignet (jauchig). 

23. "Obung. 

Die heterofermentative Milchsauregarung. 

a) Die Vergarung von Glucosel (Essigsaure-Glycerin-Garung 
neben Milchsaure-Xthanol-(j;arung). Nahrltisung: 20 g Glucose 
geltist in 100 ccm Wasser, 6 g K 2HP04 und 6 g KH2P04 geltist 
in 400 ccm Wasser sowie 500 ccm Hefewasser 2 (1: 10; vgl. 
S. 34), in dem noch 10 g Pepton gelost sind, werden getrennt 
sterilisiert (20 Minuten im Autoklav), dann vereinigt (PH 6,2) 
und mit 25 ccm einer 3 Tage alten Kultur von Lactobacillus 
lycopersici oder Lactobacillus mannitopoeus u. a. im gleichen 
Medium geimpft. Die Garung wird unter dauerndem Durch
leiten eines sauerstoffreien Stickstoffstromes etwa 3 Wochen bei 
30° durchgefiihrt. In Intervallen von einigen Tagen werden 
2--5 ccm Probe zur Bestimmung des Zuckergehaltes entnommEm. 

Bestimmung des Zuckergehaltes nach LEHMANN - MAQUENNE
SCHOORL (?hne EnteiweiBung) 3: Das CUO wird in der gleichen 
Weise wie bei der BERTRANDschen Methode abgeschieden (vgl. 
S. 160), nur muB die Kupfersulfatltisung genau einpipettiert 
werden. Nach dem Erkalten setzt man, ohne zu filtrieren, 10 ccm 
einer 30%igen Kaliumjodidlosung und 10 ccm 25%ige Schwefel
saure zu. Das durch das iiberschiissige Kupfersulfat ausgeschiedene 
Jod wird sofort in iiblicher Weise mit nj10-Thiosulfatltisung 

1 Vgl. NELSON und WERKMAN: J. Bactel'. 30, 547 (1935). 
2 Oder 3g Hefeextl'akt (Difco) in 500ccm Wasser. 
3 Da in Gegenwart von EiweiI3 das CuO zum 'Teil in Losung ge

halten wird, miiLlte bei allen Methoden, bei denen die Zuckermenge 
durch direkte Bestimmung des CUO ermittelt wird, das Eiwei13 
zunachst entfernt werden. Dagegen ist die obige Methode auch zur 
Zuckerbestimmung in eiweiI3haltigen Lasungen geeignet, da sie vom 
abgeschiedenen CuO unabhangig ist und das in Lasung befindliche 
Cull bestimmt. 
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titriert. Unter gleichen Bedingungen fiihrt man einen Leerversuch 
(ohne Zucker) durch. Aus der Differenz beider Titrationen be
rechnet man den Zuckergehalt in genau gleicher Weise wie bei 
der BERTRANDschen Methode. 1 cern n/10 Na2S20a = 6,36mg Cu. 

Bestimmung des CO2 : Erfolgt in einem an das Ableitungsrohr 
des Kolbens angeschlossenen Kaliapparat (gravimetrisch); zur 
Bestimmung des noch in Losung befindlichen CO2 wird ein aliquoter 
Teil des Mediums angesauert und unter Riickflu13kiihlung erhitzt; 
durch einen die Fliissigkeit durchstreichenden Strom von CO2-

freier Luft wird die Kohlensaure ausgetrieben und in einen Kali
apparat zwecks gravimetrischer Bestimmung iibergefiihrt. 

Bestimmung der /lUGhtigen Siiuren (Essigsiiure). 100 cern des 
Mediums. werden mit Wasserdampf destilliert und das Wasser
dampfdestillat (etwa 500 cern) titriert. 

Bestimmung der Milchsiiure: Extraktion von 100 cern der 
NahrlOsung mit Ather; weitere Bestimmung in einem aliquoten 
Teil des Extraktes wie oben. Auch die Bestimmung des Athanols 
erfolgt in der gleichen Weise wie friiher angegeben (vgl. S.112). 

Bestimmung des Glycerins: 200 cern des Mediums werden 
mit NaOH alkalisch gemacht und auf 10--15 cern verdampft; 
der Riickstand mit frisch gegliihtem Natriumsulfat behandelt 
und das so erhaltene trockene Pulver mit Ather erschopfend 
extrahiert (etwa 3 Tage). Nach dem Entfernen des Athers wird 
an aliquoten Teilen das Glycerin nach W AGENAARS Methode 1 

oder nach ZEISEL-FANTO-STRITAR (vgl. S. 120) bestimmt. 
b) Die Vergal1lng der Fructose (Essigsaure-Mannit-Garung 

neben Milchsaure-Athanol-Garung)2. 500 cern einer 6%igen 
FructoselOsung und 500 cern einer NahrlOsung, bestehend aus 
Hefeautolysat 1:5 (oder 1,2% Difco), 0,1% NaH2PO, und 0,3% 
Na2HPO, werden getrennt sterilisiert (wie unter a), dann ver
einigt und wie oben geimpft. Nach dem Verschlie13en mit einem 
Garaufsatz la13t man bei etwa 340 ausgaren (10-14 Tage). Eine 
raschere Vergarung wird durch Anwendung von Bakterienmassen 
erreicht 3. - Die Bestimmung der Essigsaure, Milchsaure und 
Fructose erfolgt in gleicher Weise wie bei Versuch a). 

Bestimmung des Mannits 4 : 100 cern der vergorenen Losung, 
die keine Fructose mehr enthalten solI 5, werden enteiweil3t (durch 

1 WAGENAAR: Pharm. WeekbJad 48, 497 (1911). 
2 Nach Versuchen von J. JAKOWATZ: Diss., Prag 1938. 
3 BOLCATO: Ann. Chim. App!. 28, 405 (1933). 
4 Nach SMIT: Z. anal. Chern. 58, 473 (1914). 
5.Falls noch Fructose vorhanden ist, wird dieselbe mittels Hefe 

vergoren. 
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Zusatz von 5 ccm Eisessig und 25 ccm einer 0,5 molaren Blei
acetatlosung, filtrieren tiber Kieselgur, Entfernen des Bleies mittels 
H 2S und nochmalige Filtration), die Milchsaure wird durch 
Extraktion mit Ather entfernt (der Atherextrakt kann zur Be
stimmung der Milchsaure verwendet werden), dann wird die 
Losung auf ein bestimmtes Volumen gebracht und 50 ccm in 
einen 100 ccm-MaBzylinder mit eingeschliffenem Stopsel einge
flillt. 25ccm 4n-NaOH und 25ccm Kupfersulfat (125g 
CuS04 • 5 H 20 im Liter) zugesetzt .. Nach kraftigem Umschiitteln 
laBt man 12 Stunden· bei Zimmertemperatur stehen. Von der 
tiberstehenden klaren Fliissigkeit werden 25 ccm herauspipettiert 
und 10 ccm 30%ige KJ-Losung sowie 10 ccm 25%ige H 2S04 
zugesetzt. Das frei gesetzte Jod wird mittels n/10 Na-Thiosulfat 
titriert 1. Die Mannitmenge ergibt sich auf Grund einerempirischen 
Tabelle (XVI). 

Tabelle XVI. 

a 

I 
0,25 - 4 142,8 11 378,1 18 596,9 
0,5 8,3 5 176,7 12 410,8 19 628,1 
1,0 27,4 6 210,0 13 441,6 20 659,7 
1,5 47,8 7 243,3 14 472,4 21 691,9 
2,0 68,0 8 277,0 15 503,1 22 724,1 
2,5 88,0 9 310,7 16 534,4 23 756,6 
3,0 107,1 10 344,4 17 565,6 24 789,6 

a = ccm nj10 Thiosulfat pro 25 ccm Mischllllg. 
b = mg Mannit in 100 ccm Mischung. 

a b 

25 822,6 
26 855,6 
27 888,6 
28 930,9 
29 992,4 
29,1 , 1000,0 

I 

Isolierung des Mannits 2. 500 ccm der vergorenen Losung 
im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt; die Masse zur Ent
fernung organischer Sauren usw. wiederholt mit Ather extra
hiert. Der zurtickbleibende Sirup mit der gleichen Menge Alkohol 
versetzt, wobei sich aus dem Hefewasser stammende Verun
reinigungen ausscheiden. Filtrat mit der 2-3fachen Menge 

1 Die Bestimmllllg des Mannits erfolgt grundsatzlich in derselben 
Weise wie die Glycerinbestimmung nach WAGENAAR. Prinzip: Mehr
wertige Alkohole hemmen die Fallung des Kupferhydroxyds in 
alkalischer LOSllllg. Es bleibt also eine dem vorhandenen Mannit 
entsprechende Menge Kupferhydroxyd in LtiSllllg, durch die dann 
eine aquivalente Menge J od frei gesetzt wird. 

2 Vgl. BOLCATO: Ann. Chim. Appl. 23, 405 (1933). - Vgl. ferner 
YAMASAKI lllld SIMOMURA: Bio. Z. 291, 340 (1937); Bildung von 
Mannit aus Glycerin durch Schimmelpilze. 
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Alkohol versetzt, beginnt rasch zu krystallisieren. Nach dem 
Stehen im Eiskasten abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewasehen 
und getrocknet. - Aus dem Filtrat kann man nach nochmaligem 
Abdampfen bis zur Sirupkonsistenz und Zusatz del' 3--4fachen 
Menge Alkohol noch einen Anteil erhalten. Gesamtabscheidung 
fast quantitativ. Aus wenig Wasser umkrystallisiert (dicke 
rhombische Prismen) odeI' aus Alkohol (seidenglanzende Nadeln); 
Schmelzpunkt 166°. 

ldentifizierung des Mannits: Darstellung del' Tribenzalver
bindung 1. Schmelzpunkt 213-217°. 

24. Ubung: 

Gewinnung und Umwandlung von Zwischenprodukten del' Milch
sauregarung. 

a) Bildung von Methylglyoxa}2. 1000 eem 4%iger Mg-Hexose
diphosphatlOsung (wie in Ubung 12a,S.134), 10gTrockenbakterien 
(Herstellung vgl. Ubung 21 c, S. 159) (z. B. Aerobacter aerogenes) 
und 10 ccm Toluol, ebenso Vergleichsversuch (100 ccm des gleichen 
Ansatzes abel' ohne Bakterien), in einer verschlossenen Flasehe 
(odeI' Kolben) 48 Stunden bei 37° belassen. Sodann Zusatz von 
etwa 2-3 g Fullererde, zentrifugieren, eventuell noch fiItrieren. 
Klares Filtrat auf 1000 ccm auffiiIlen und zur Priifung auf Methyl
glyoxal verwenden. 

Methylglyoxal-bis-2,4-dinitrophenylhydrazon. Gewinnung aus 
20-50 ccm (als Vorprobe) wie in Ubung 9a. 

Methylglyoxim (Methylglyoxaldioxim) und dessen Nickelsalz 3 • 

400 cern des Filtrates, ohne EnteiweiBung mit 5 g festem neutralem 
Hydroxylaminsulfat versetzt und 1 Tag im Thermostaten stehen 
gelassen, dann mit Natriumsulfat gesattigt und ersehopfend mit 
Ather extrahiert (eventuell unter Zusatz von etwas Alkohol zur 
Beseitigung von Emulsionen). Atherausziige vereinigt, mit frisch 
'gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, unter gleichzeitiger Zugabe 
von Calciumearbonat (zur Entsauerung); filtriert, Losungsmittel 
entfernt, Riickstand im Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd 
belassen, wobei Krystallisation stattfindet. Aus moglichst wenig 

1 FISCHER und FAY: B. 28, 1979 (1895). - PETTE: B. 64, 1567 
(1931). 

2 Vgl. NEUBERG und KOBEL: Bioeh. Z. 207, 232 (1929). -
FROMAGEOT: Bioch. Z. 216, 467 (1929). - NEUBERG U. SCHEUER: 
M. 53/54, 1031 (1929); B. 63, 3068 (1930). 

3 Vgl. NEUBERG und SCHEUER: M. 53/54, 1031 (1929); weitere 
Mogliehkeit zur Isolierung des Methylglyoxals als 3-Methyl-Naphtho
pyrazin vgl. NEUBERG und SCHEUER: B. 63, 3068 (1930). 
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heiBem Wasser (unter' Zusatz von Tierkohle) umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt 157°. Aus der nach dem Umkrystallisieren ver
bleibenden Mutterlauge kann noch das Nickelsalz gewonnen 
werden [Ni(CaH50 2N2)2]: Zusatz von Nickelacetat (m-Nickelsalz
losung + 3 m-Natriumacetat). Bildung eines rotvioletten Nieder
'schlages, der beim Erwarmen auf dem Wasserbad gelbrot wird, 
infolge des Uberganges der Substanz in eine stabilere isomere 
Modifikation. 

b) Dismutation des Methylglyoxals. 100 ccm Bakteriensus
pension (Lactobac. Delbriickii, mit etwa 2,5 g Trockensubstanz, 
vgl. Ubung 21b, S. 159), 10 ccm molare Methylglyoxallosung 
(0,72 g) und 890 ccm Wasser, nach Zusatz von 5 g CaCOa in einer 
verschlossenen Flasche bei 37° stehen gelassen (Kontrollversuch 
analog, aber ohne Methylglyoxal). Probeentnahme nach der 
4. Stunde: je 10 ccm filtriert, mit Trichloressigsaure enteiweiBt 
und mit 2,4-Dinitrophenylbydrazin gepriift (wie in Ubung 9a). 
Aufarbeitung, sobald keine Fallung mehr eintritt (nach etwa 
5-10 Stunden). Flussigkeit aufgekocht und nach Zusatz von 
etwas Fullererde filtriert oder zentrifugiert. Bestimmung des 
Ca-Gehaltes in 50 ccm Probe in iiblicher Weise und des Milch
sauregehaltes in 20 ccm Probe gemaB Ubung 22 a. 

Isolierung von Zinklactat 1• 800 ccm Filtrat im Verdunstungs
kasten oder im Vakuum zur Trockne verdampft. Ruckstand in 
wenig Wasser aufgenommen, mit Phosphorsaure gegen Kongo 
schwach angesauert, auf dem Wasserbad zum Sirup eingeengt, 
mit frisch gegliihtem Natriumsulfat in einer Reibschale zu einem 
feinen mehlartigen Pulver verrieben. Gemisch sofort (da hygro
skopisoh) in die Papierhiilse eines SoxHLET-Apparates eingefiilIt 
(mit einem passenden Filter bedeckt und oberer Rand der Hulse 
umgeschlagen) und erschOpfend mit Ather extrahiert (etwa 
10 Stunden). Ather abdestilliert, Ruckstand in Wasser aufgenom
men, mit einem UberschuB von wasserfreiem Bleicarbonat mehrere 
Stllnden am Wasserbad erhitzt, dann mit Eis gekuhlt, filtriert, 
miteiskaltem Wasser nachgewaschen, LOsung mit Schwefelwasser
stoff behandelt, filtriert, Luftstrom durchgeleitet, Fliissigkeit mit 
alkalifreiem Zinkoxyd bis zur neutralen Reaktion am siedenden 
Wasserbad erhitzt, filtriert, mit heiBem Wasser nachgewaschen, 
Filtrat am Wasserbad eingeengt; meist findet schon in der Warme 
Krystallisation statt (inaktives Zinklactat)2. Beim Erkalten 

1 NEUBERG lmd KOBEL: Biochem. Z. 182, 470 (1927). 
2 Beim aktiven Salz ist Einengen bis zum diinnen Sirup erforder

lioh, der erst beimAbkiihlen und Reiben mit einem Glasstab zu 
einem dioken Krystallbrei erstarrt. 
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Krystallbrei; abgesaugt, mit einigen Tropfen Eiswasser nach
gewaschen, auf Ton getrocknet, einmal aus wenig Wasser 
umkrystallisiert. 

c) Umwandlung von Phosphoglycerinsaure in Brenztrauben
saure l • 26 g glycerinmonophosphorsaures Barium (vgl. tJbung 14, 
S. 138) werden unter Zugabe von 60 ccm 50%iger Essigsaure 
mit Wasser auf ein Volumen von 360 ccm gebracht und bis zur 
Losung geschiittelt; eine geringe Triibung beseitigt man durch 
Zentrifugieren. 345 ccm des Zentrifugates mit 141 ccm 10%iger 
Natriumsulfat16sung, 36,4 ccm 33%iger Natronlauge und 52,6 ccm 
Wasser versetzt (Gesamtvolumen 575 ccm), kritftig umgeschiittelt 
und zentrifugiert. Die so erhaltene NatriumsalzlOsung hat 
den PH -Wert 6,6 (Gehalt an phosphoglycerinsaurem Natrium 
CSHS0 7PNa2 = 2,72%). 

230 ccm dieser wsung werden mit 23 g der frisch geziichteten, 
abzentrifugierten, noch feuchten Bakterienma.sse (Lactobac. Del
briickii, vgl. S.159) nnd 10ccm Toluol versetzt. (Vergleichsversuch: 
50 ccm Wasser,' 5 g Bakterienmasse, 2 ccm Toluol.) Entnahme 
von Proben zu Beginn, nach 2, 3 und 4 Tagen bei etwa 
370. Bestimmung des Gehaltes an anorganischem Phosphat 
(kolorimetrisch) und an Brenztraubensaure (durch Fallung mit 
2,4-Dinitrophenylhydrazin, vgl. S. 136), nach dem EnteiweiBen mit 
Trichloressigsaure (vgl. S. 130). Identifizierung der Brenztrauben
saure durch Fallung eines aliquoten groBeren Teiles beirn Ver
suchsabbruch mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Reinigung des 
Hydrazons durch Abtrennen eines sodaunloslichen Anteils (Acet
aldehyd-2,4-Dinitrophenylhydrazon yom Schmelzpunkt 1650 nach 
dem Umkrystallisieren) und Umfallen (vgl. S. 136), schlieBlich aus 
Essigester umkrystallisieren. Schmelzpunkt 220-2220. 

Anhang I: Typen der Milchsauregarung. 
Unterscheidung von zwei Typen», je nachdem ob nur Milch· 

saure oder auch andere Garprodukte entstehen: Homofermentative 
und heterofermentative Milchsauregarung 3• 

a) Homofermentative Milchsiiuregiirung. Erreger: z. B. Lactobac. 
Delbriickii, Lactobac. bulgaricus, Streptococcus lactis 4 • Zerlegung 
des Zuckers zu 95 % und dariiber gemaJ3 der Garungsgleichung: 
______ C6H120 6 = 2 CH3 . CHOH . COOH. 

1 Vgl. NEUBERG und KOBEL: Biochem. Z. 260, 241 (1933). 
2 S. ORLA-JENSEN, The Lactic acid Bacteria, K. Danske Videnskab. 

Selskab. Skrifter,Naturvidenskab. Math.A'fde. Series 8, 6, 81,Kopen
hagen 1919. 

3 KLUYVER und DONKER: Proc. Akad. v. Wetensch. Amsterdam 
28, 297 (1924). 

4 Von Interesse ist ferner, daJ3 auch Organismen, die normaler
weise keine Milchsauregarung verursachen, unter besonderen Be-
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Pentosenvergarung durch homofermentative Milchsaurebakterien 
z. B. Xylose durch Lactobacillus pentosus: Bildung aquimolekularer 
Mengen Milchsaure und Essigsaure 1, wohl iiber Glycerinaldehyd und 
Glykolaldehyd. 

C5H 100 5 = CHa . CHOH . COOH + CHa . COOH. 
b) Heterofermentative Milchsauregarung. Erreger: Lactobacillus 

fermentatus, Lactobacillus pentoaceticus, Lactobacillus lycopersici, 
Lactobacillus mannitopeus, Lactobacillus acidophil-aerogenes, Lacto
bacillus gracilis, Lactobacillus fructivorans u. a. Grundsatzlich ver
schiedener Garverlauf, je nachdem, ob Glucose oder Fructose ver-
goren wird. .. 

a) Vergiirung von Glucose: Gemischte Milchsaure-Athanol-Garung 
neben der charakteristischen Essigsaure-Glycerin-Garung. Es 
finden also dabei zugleich grundsatzlich drei Garungsvorgange statt, 
und zwar: 

1. Normale Milchsauregarung, 
2. Athanolgarung, 
3. Essigsaure-Glycerin-Garung 2, gemaLl der Garungsgleichung: 

3 C6H 120 S + 2 H 20 --~ 2 CHs . COOH + 2 CO2 + 
4 CH20H . CHOH . CH20H. 

Diese Gleichung ist wohl folgendermaLlen aufzu16sen: 
I CsH 120s -~ 2 CH20H . CHOH. CHO (-+ CHa. CHOH. COOH) 

II CHa . CHOH . COOH --~ CHa . CO . COOH + 2 H 
III CHa . CO . COOH + H 20 --~ CHa . COOH + CO2 + 2 H 
IV CH20H. CHOH . CHO + 2 H --~ CH,OH . CHOH _ CH20H. 

Falls das Reduktionsprodukt Glycerin nicht in einer der Garungs
gleichung aquivalenten Menge auftrit.t, wird es zur Entwicklung von 

dingungendazu veranlaLltwerden konnen; U mschal tungen anderer 
Garungen in Milchsauregarung: 

a) Umschaltung der alkoholischen Hefegarung in Milchsaure
ganmg (E. AUHAGEN und NEUBERG: Biochem. Z. 264, 452, 1933; 
E. und T. AUHAGEN: Biochem. Z. 268, 247, 1934), indem durch 
bestimmte MaLlnahmen die Glykolase weniger als die anderen Enzyme 
gehemmt wird: es bildet sich also zunachst Methylglyoxal und aus 
diesem die Milchsaure unter der Einwirkung der durch Glutathion 
aktivierten Ketonaldehyd-Mutase. Dies bildet zugleich eine Stiitze 
fiir die Anschauung, daLl Methylglyoxal auch bei der Hefegarung 
entstehen muLl (vgl. S. 16 und 135). 

b) Umschaltung der Coligarung in reine Milchsauregarung 
(CATTANEO und NEUBERG: Biochem. Z. 272,441,1934) durch Einwir
kung von Massenkulturen (insbesondere von Trockenpraparaten) auf 
Hexosediphosphat in Gegenwart von Toluol und Glutathion. Dabei 
wurde fast 100%ige Bildung von Milchsaure beobachtet. 

c) Umschaltung der Buttersauregarung in Milchsauregarung 
(KUBOWITZ: Biochem. Z. 264, 285, 1935). In Gegenwartvon CO werden 
die zur Buttersaure fiihrenden sowie die sonstigen Vorgange geheIIDnt, 
und es kommt nur zur Bildung von Milchsaure, wohl aus dem primar 
entstehenden Methylglyoxal. 

1 FRED,PETERSON und Mitarbeiter: J. of bioI. Chern. 39, 347 (1919); 
1)3, 111 (1922). . 

2 NELSON und WERKMAN: J. Bacter. 30, 547 (1935). - Vgl. 
dazu auch KLUYVER: J. Soc. Chern. Ind. 1)2, 373 (1933) und Erg. 
d. Enzymforsch. 4, 246 (1935). 



24. Ubung: Zwisehenprodukte der Milehsauregarung. 171 

H2 kommen. Die Vergarung von Brenztraubensaure aHein fiihrt zur 
Bildung von Milchsaure als Reduktionsprodukt neben Essigsaure und 
C02 1: 

2 CRa . CO . COOH + H 20 -~~ CHs . CHOH . COOH + 
CHa . COOH + CO2, 

Das Mengenverhaltnis der Garprodukte ist bei dieser Garungs
form sehr schwankend und von den aul3eren Bedingungen sowie der 
Art der Garungserreger in hohem MaLle abhangig; zumeist iiberwiegt 
dabei die Milchsaure-Athanol-Garung (z. B. bei Lactobacillus fer
mentatus 2), vielfach geht aber auch die Essigsaure-Glycerin-Garung 
in recht erhebliehem AusmaLle vor sich s. 

fJ) Vergarung von Fructose. Milchsaure-Athanolgarung neben der 
eharakteristischen Essigsaure - M annitgarung. Der typische 
ProzeLl ist die Reduktion der Fructose durch den bei der Essigsaure
bildung auftretenden naszenten Wasserstoff. Theoretisch miiLlten 
folgende Garungsgleichungen erfiillt sein: 

CHao CHOH. COOH + H 20 --~ CHao COOH + CO2 + 2 H2 und 
2 CSH120S + 2 H2 --~ 2 CSH 140 6• 

In Wirklichkeit wurden jedoeh auf 3 Mol. vergorener Fructose. 
2 Mol. Mannit, 2 Mol. Essigsaure und 2 Mol. CO2 beobachtet 4 • Nebenbei 
entsteht auch etwas Alkohol und Milchsaure. Das Mengenverhaltnis 
der Garprodukte hangt stark von der Art der Garungserreger ab 5. 

In einem Fall wurden bis gegen 60 % der Fructose zu Mannit reduziert, 
unter Bildung der entsprechenden Menge Essigsaure und CO2, neben 
wenig Milchsaure und sehr wenig Athanol s. Das Fermentsystem der 
Essigsaure-Mannitgarung ist von dem der Milchsauregarung v6llig 
unabhangig 7• Diese Garung wird auch zur technischen Gewinnung 
von Mannit verwendet (z. B. in Italien) 8. 

Anhang II: Chemismus der rein en Milchsauregarung. 

a) Milchsiiurebildung liber Methylglyoxal als Zwischenprodnkt. 
Umwandlung von Methylglyoxal in Milehsaure unter der Einwirkung 
der Ketonaldehydmutase (NEUBERG, DAKIN), die nicht nur in Mileh
saurebakterien vorkommt, sondern in fast allen Zellen und Geweben. 

1 NELSON und WERKMAN: Jowa State ColI. Journ. of Se. 10, Nr 2, 
141 (1936). 

2 SMIT: Diss. Amsterdam 1913. 
a NELSON und WERKMAN: J. Bacter. 30, 547 (1935). - FRED, 

PETERSON und Mitarbeiter: J. of bioI. Chern. 41,431 (1920); 42,175, 
273 (1920); 4S, 385 (1921); 64, 643 (1925). 

4 BOLCATO: Ann. di Chim. appl. 23, 405 (1933). 
5 Vgl. aueh CHARLET ON, NELSON und WERKMAN: Jowa State 

ColI. Journ. Sci. 9, 1 (1934). 
S PEDERSON: Bull. ,New York State agr. Exp. Stat., Techn. Bull. 

151 (1929). 
7 BOLOATO: Enzymologia 5,52 (1938). 
8 Aueh die eingemieteten Riiben unterliegen nach VONDRAK 

(C. 1933, II 630, 3210) einer Mannitgarung, wobei dann das Futter 
iiber 5% Mannit (bezogen auf Troekensubstanz) enthielt. - Beim 
Liegen von Topinamburknollen unter Wasser setzt spontane Mannit
garung ein (SCHLUBACH und KNOOP: A. 497, 208, 1932). 
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Bildung von Methylglyoxal aus Hexosediphosphorsaure (nicht nur 
durch Milchsaurebakterien wie Lactobac. Delbriickii 1. sondern auch 
durch zahlreiche andere Organismen, sowie Zell- und Gewebe
extrakte). Einleitende Reaktion: Phosphorylierung, z. B. bei Lacto
bac. helveticum (= Bact. casei 8)2; Bildung von ROBISON-Estp,r 3. 
Enzymatische Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsaure mittels 
der Ketonaldehydmutase nur in Gegenwart eines Co-Fermentes 
(Glutathion)4. 

b) Milchsiiurebildung fiber Brenztraubensiiure als Zwischenprodukt, 
nach folgendem Schema (EMBDEN-MEYERHOF): 

A. Hexosedisphosphorsaure ~ ~ 2 Triose-phosphorsaure. 
B. 2 Triosephosphorsaure --~ 1 a-Glycerinphosphorsaure + 

1 Phosphoglycerinsaure. 
C. 1 Phosphoglycerinsaure ~ 1 Brenztraubensaure + 

Phosphorsaure. 
D. 1 Brenztraubensaure + --~ 1 Milchsaure + 1 Triosephos-

1 a-Glycerinphosphorsaure phorsaure (ad B) 

Reaktionen A, B und C wie bei der alkoholischen Garung (vgl. S.142). 
Charakteristisch fUr die Milchsaurebildung ist Reaktion D, also die 
Oxydoreduktion zwischen Brenztraubensaure und Glycerinphosphor
saure, wogegen bei der alkoholischen Garung die Glycerinphosphorsaure 
nicht weiter in Reaktion treten kann. 

Abfangung von Brenztraubensaure bei der anaeroben Milchsaure
bildung des Muskels besonders in Gegenwart von Sulfit 5, als Reduk
tionsprodukt findet sich die aquivalente Menge a-Glycerinphosphor
saure 6 • Abfangung von Brenztraubensaure bei der durch Lactobac. 
caucasicus bewirkten Milchsauregarung mittels Semikarbazid7 ; wurde 
allerdings bestritten 8 bzw. auf eine Dehydrierung von primar ent
standener Milchsaure zurUckgefiihrt 9. Ferner erscheint von Wichtig
keit, daJ3 in Gegenwart von Sulfit die Milchsauregarung v6llig normal 
verlauft, und weder Brenztraubensaure noch eine andere Carbonyl
verbindung abfangbar ist 10. Anderseits geht aber die Milchsaure
bildung auch in Abwesenheit des Co-Fermentes der Ketonaldehyd
mutase VOl' sich, kann also dann nicht iiber Methylglyoxal verlaufen. 

Die Frage, ob also die Milchsaurebildung iiber Methyl
glyoxal oder iiber Brenztraubensaure verlauft, laJ3t sich vor
laufig noch nicht mit Sicherheit entscheiden, vielleicht gehen auch 
beide Reaktionen nebeneinander vor sich, ohne daJ3 sich bisher sagen 

1 NEUBERG und KOBEL: Biochem. Z. 207, 232 (1929). 
2 VIRTANEN: H. 138, 136 (1924); 143, 71 (1925). 
3 VIRTANEN und TIKKA: Biochem. Z. 228, 417 (1930). 
4 LOHMANN: Biochem. Z. 2M, 332 (1932). 
5 CASE: Biochemic. J. 26, 753, 759 (1932). 
6 MEYERHOF und KIESSLING: Biochem.Z. 264, 40 (1933). 
7 KOSTYTSCHEW und Mitarbeiter: H. 168, 124 (1927); 188, 

127 (1930). 
8 NEUBERG und KOBEL: Biochem. Z. 191, 472 (1927); 199, 230 

(1928). 
9 Vgl. SIMON: Biochem. Z. 245, 388 (1932). 

10 VIRTANEN, KARSTROM und BACK: H. 101. 232 (1926). 
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laSt, unter welchen Bedingungen die eine und unter welchen die andere 
iiberwiegt. Jedenfalls verfiigen sowohl Milchsii.urebakterien wie der 
Muskel iiber die Enzymapparate zur Durchfiihrung beider 
Reaktionsfolgen. 

25. Ubung: 

Die Propionsiinregiirung. 

a) Auswahl geeigneter Bakterien. Eine groBere Anzahl von 
ERLENMEYER-Kolben wird mit je 200 ccm folgenden Mediums 
beschickt: 3% Glucose, 0,2% K 2HPO" 0,5% NaCI in Hefewasser 
(1 : 10)1. N ach dem SterilisierenZusatz von 2 % trocken sterilisiertem 
CaC03. Mit verschiedenen Bakterienkulturen geimpft,Luft aus 
den Kolben mit CO2 verdrangt, GarverschluB aufgesetzt. Etwa 
yom 4. Tag an (und sodann aIle 4 Tage) je 10 ccm Probe 
entnommen zur Bestimmung des Ca-Gehaltes der Losung (nach 
vollstandigem Abneutralisieren) 2 und 2 ccm zur Zuckerbestimmung 
nach LEHMANN-MAQUENNE-SCHOORL (vgl. S. 164). - Sobald 
man so die grundsatzliche Auswahl der geeignetsten Kulturen 
getroffen hat, setzt man nochmals mit diesen Kulturen eine ana
loge Versuchsreihe an und priift nun die entnommenen Proben 
auf ihren Gehalt an fliichtigen Sauren durch Destillation mit 
Wasserdampf und Titration der Destillate. 

Bakterienkulturen, die langere Zeit in festen NahrbOden (Agar
Stichkulturen) geziichtet wurden, miissen des Ofteren in ein fliissiges 
Medium (etwa wie oben) iiberimpft werden, und erlangen so ihre 
Garkraft zuriick. Kulturen mit geschwachtem Garvermogen bilden 
vielfach nur Milchsaure. 

b) Analytischer. Giirversuch unter quantitativer Verfolgung des 
Giirverlaufes. Nahrlosung: 60 g Glucose, 4 g K 2HPO, und 10 g 
Kochsalz in 1900 ccm Hefeextrakt (1: 10)1. Nach dem Sterilisieren 
40 g steriles Oa003 zugesetzt und mit 100 ccm einer 24 Stunden 
alten garkriiftigen Bakterienkultur (in der gleichen NahrlOsung) 
geimpft. 14-20 Tage bei 37°. Vom 10. Tag an in Intervallen von 
je 2 Tagen Entnahme von Proben, und zwar: 200 ccm nach Zusatz 
von etwas FulIererde oder Bolus alba filtriert, 20 ccm des Filtrates 
znr Bestimmung des Ca-Gehaltes (vgl. oben), 10-20 ccm fiir die 
Milchsaurebestimmung, 50 ccm fiir die Ermittlung der fliichtigen 
Sauren und 2-5 ccm fiir die Glucosebestimmung (vgl. oben). 

Bestimmung von Propionsaure und Essiflsaure. 50 ccm Filtrat 
{entsprechend etwa 1,5 g Glucose) mit Schwefelsaure angesauert, 

1 Empfohlen von WILSON, FRED und ,PETERSON: Biochem. Z. 
229, 271 (1930), Herstellung vgl. 8.134 .. ' ;-

2 Dies ist unbedingt erforderlich, da die .Losung stets noch sauer 
ist. Man erhitzt zunachst mit etwas CaCOs und versetzt dann vor· 
sichtig nach Hinzufiigen von Phenolphthalein mit Kalkwasser. 
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etwa 10 Minuten unter RiickfluBkiihlung gekocht (Vertreibung 
des CO2 ) und dann mit Wasserdampf destilliert. 400 ccm Destillat 
aufgefangen (enthalt stets praktisch alle fliichtigen Sauren). 
Feststelltii::tg des Gesamtsauregehaltes durch Titration einer Probe 
(10-20 ccm). Ferner 200 ccm der Halbdestillation unterworfen 
(Apparatur vgl. in Abb.28)1, 100 ccm Destillat mit n/10-Lauge 
titriert. Berechnung der Menge an Propion- und Essigsaure auf 
Grund der folgenden Gleichungen: 
E + P = Gesamtaciditat in 200 eem (= a). 
0,366 E + 0,585 P = Aciditat in 100 ccrn Destillat ( = b) 2 daraus 
ergibt sich: b - 0 366 a 

P = ' und E = a - P 
0,219 

P und E in ccrn Lauge ausgedriickt. 1 ccrn n/10 Lauge = 7,4 mg 
Propionsaure, bzw. 6 rng Essigsaure. 

Isolierung und ldentifizierung der Propion- und Essigsiiure. 
Restliche Garmaische bei Versuchsabbruch nach Entnahme einer 

. Probe fUr die Analysen (wie zu-
vor beschrieben) mit Schwefel
saure angesauert, zunachst etwa 
1000 ccm abdestilliert, sodann 
mittels Wasserdamp'f noch etwa 
2-3 I Destillate vereinigt, mit 
Bariumhydroxyd neutralisiert, 
auf ein kleines Volumen ver
dampft, mit Schwefelsaure ange
sauert, filtriert, mit Natriumsul

Abb.28. Apparatur zur Halbdestillation. fat gesattigt, mit Ather im Ex-
traktionsapparat 2 Tage extra

hiert. Ather abdestilliert, Riickstand iiber eine kleine WIDMER

Kolonne fraktioniert destilliert. 5~ Fraktionen im Intervall von 
100 bis etwa 145° aufgefangen (Kp. der Essigsaure 118°, der Propion
saure 141°. DarsteUung der Bromphenacylester der Essig
saure und Propionsaurefraktion: etwa 0,2 ccm der betreffenden 
Fraktion mit der berechneten Menge konzentrierter Lauge neutra
lisiert, mit 0,5 g p-Bromphenacylbromid versetzt und mit 10 ccm 
95%igem Alkohol 1 Stunde auf dem Wasserbad erwarmt. Beim 
ErkaIten (eventuell bei 00) Abscheidung der p-Bromphenacyl
ester, aus 95%igem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt des 
Essigsaure-p-Bromphenacylesters 860, des Propionsauresters 63,4°. 

1 Gerna13 VmTANEN ~d PULKI: Amer. Soc. 1)0, 3138 (1928). 
2 0,366 ist ein Faktor, der der Fliichtigkeit der Essigsaure bei 

der Halbdestillation entspricht (36,6%), ebenso bei Propionsiiure. 
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I solierung und I dentifizierung der M ilchsiiure und Bernstein
siiure. Destillationsriickstand (nach Entfernung der fliichtigen 
Sauren) im Vakuum auf etwa 50 ccm eingeengt, mit Natrium
oder Ammonsulfat gesattigt und im Fliissigkeitsextraktor mit 
Ather erschopfend extrahiert. Ather abdestilliert und Riickstand 
identifiziert. 

c) Praparativer Garversuch1• Man sterilisiert in einem 151-
Kolben 2, fraktioniert 51 Hefeautolysat (1: 5, also aus 1 kg PreB
hefe hergestellt), das 0,4% KH2PO" und 1% NaCI enthalt und 
setzt dann 51 einer sterilen 10%igen RohrzuckerlOsung sowie 
100 g durch 2stiindiges Erhitzen auf 1200 sterilisiertes CaCOs zu. 
Dann impft man mit 500 ccm einer in kraftiger Garung befind
lichen Kultur eines Propionsaurebakteriums (im gleichen Medium). 
AuBerdem fiigt man noch 20 cern (0,2% des Ansatzes) einer 
24stiindigen Kultur des Lactobacillus casei (im gleichen Nahr
medium oder in Molke usw.) hinzu s. - Nach dem Verschlie13en 
mit einem Garaufsatz la13t man bei 370 garen und setzt etwa am 
6. und 9. Tag noch je 100 g steriles CaCOs hinzu und schiittelt 
(oder riihrt) taglich des ofteren gut urn. Yom 8. Tag an werden 
Proben entnommen und auf das Reduktionsvermogen gepriift 
(vgl. a). 

Aufarbeitung (sobald das Reduktionsvermogen nur noch 
schwach ist): Vergorene Maische abgefiillt, aufgekocht, mit 
gelOschtem Kalk vollig abneutralisiert und filtriert. In einem 
aliquoten Teil (100 cern) werden die analytischen Bestimmungen 
(wie unter b) vorgenommen. Der Rest wird auf dem Wasserbad 
auf etwa 11 eingedampft, mit konzentrierter Phosphorsaure 
angesauert (Kongorot) und der Wasserdampfdestillation unter
worfen (Endpunkt durch Titration von Proben ermittelt). Destillat 
(etwa 151) in einer groBen Flasche aufgefangen, 50 cern entnommen 
und titriert, die berechnete Menge starker Natronlauge" zur 
Hauptmenge zugesetzt (Phenolphthalein) und auf dem Wasserbad 
zur Trockne verdampft. Riickstand pulverisiert, bei 1200 vollig 
getrocknet und aus einem Destillierkolben nach vorsichtigem 

1 Nach Versuchen von J. JAKOWATZ: Diss., Prag 1938. 
2 Man kann auch in einer vorher sterilisierten W OULFFschen 

Flasche arbeiten wie in Ubung 22b. 
3 Dadurch kann die Ausbeute wesentlich gesteigert bzw. die 

Garung sehr beschleunigt werden; auJ3erdem wird das Verhaltnis 
Propionsaure zu Essigsaure noch weiter zugunsten der ersteren 
verschoben (vgl. SHERMAN und Mitarbeiter: Ind. Chern. Hi, 729; 
16, 122 (1924); J. Dairy Sci. 6, 303 (1923). - WILSON, FRED und 
PETERSON: Biochem. Z. 229, 271 (1930). 

4 Nicht Kalilauge, da die K-Salze hygroskopisch sind. 
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Zusatz der erforderlichen Menge konzentrierter Schwefelsaure 
unter Benutzung eines Olbades destilliert. Trennung der Essig
saure und Propionsaure .durch wiederholte Rektifizierung mit 
Hilfe einer WIDMER-Kolonne. Essigsaure Kp. 118°, Propion
saure Kp. 141°. 

d) Bemsteinsaurebildung dureh Bakterien-Troekenpraparate 1. 

40 ccm 0,54 n-Phosphatlosung yom PH 6,2 mit 1,4 g Glucose, 4,5 g 
Bakterientrockenpraparat (Herstellung vgl. Ubung 21 b) und 1 ccm 
Toluol versetzt, bei 37° in einem mit GarverschluB versehenen 
Kolbchen unter ofterem Schiitteln etwa 90 Stunden stehen gelassen. 
Feststellung des Veresterungsgrades durch Bestimmung des freien 
Phosphates (an 2-4 ccm; Methode vgl. Nachtrag), Bestimmung 
des Glucosegehaltes (an 1-2 ccm). Der Rest der Losung wird 
mit Schwefelsaure angesauert und mit Wasserdampf destilliert. 
Destillat titriert (ergibt nur Essigsaure), Destillationsriickstand 
auf ein kleines Volumen verdampft, mit Natriumsulfat gesattigt 
und mit Ather im Extraktionsapparat 2 Tage extrahiert. Der 
nach dem Entfernen des Athers verbleibende krystallinische 
Riickstand wird in Wasser aufgenommen und titriert. Nach dem 
Ansauern isoliert man die Bernsteinsaure und identifiziert sie 
durch den Schmelzpunkt (183()). 

26. Ubung: 
Umwandlung von Milehsaure und Brenztraubensaure in Propion

saure und Essigsaure. 
a) Vergarung von Ca-Laetat unter anaeroben Bedingungen. 

In einem Kolben 200 ccm Losung, enthaltend 5 g Milchsaure, 
4 g Pepton, 0,4 g K 2HPO, und 1 g NaCI (ge16st in Leitungswasser); 
4 g CaC03 zugesetzt, sterilisiert, Fliissigkeit mit CO2 gesattigt, 
Luft oberhalb der Fliissigkeit durch CO2 verdrangt, GarverschluB 
mit Hg gefUllt. Geimpft mit 10 cern einer Lactatbouillonkultur 
eines garkriiftigen Propionsaurebacteriums. Nach 12-14 Tagen 
bei 37° ist die Garung in der Regel beendet. Filtriert, ausgewaschen, 
auf 250 ccm aufgefUllt. 50 ccm Losung (entsprechend urspriinglich 
1 g Milchsaure) fUr die Bestimmung von Propionsaure und Essig
saure gemaB Ubung 25b 2. 

Identifizierung der Propionsaure und Essigsaure: 50 ccm Filtrat 
mit Schwefelsaure angesauert, mit Wasserdampf 100 ccm ab
destilliert, diese mit NaOH genau neutralisiert, auf etwa 25 cern 

1 Vgl. VIRTANEN: Soo. Sci. Fenn 2, 20 (1925). 
2 Naoh VIRTANEN (Soc. Sci. Fenn. 1, 36, 1923) ist das Ver

haltnis PropionsaUI'e:Essigsaure unter diesen Bedingungen etwa 3:1, 
unter ae~oben Bedingungen etwa 2: 1. 
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verdampft und mit je 4 ccm 10%iger Silbernitratlosung frak
tioniert gefallt. Erste und letzte Fraktion analysiert (Ag-Be
stimmung). Ag-Propionat enthalt 59,67%, Ag-Acetat 64,67% Ag. 

b) Verglirung von Ca-Lactat uuter Messung des entwickelten Gases. 
Genau analog dem vorangehenden Versuch, aber nur 50 ccm Nahr
losung. Versuchsanordnung analog wie in Ubung 4 c. Feststellung der 
Zusammensetzung des Gases. 

c) Vergarung von brenztraubensaurem Calcium: Grundnahr
losung wie bei a. Zusatz von 1,5 g frisch destillierter Brenztrauben
saure l und 2 g CaC03 , sodann sterilisiert und wie oben geimpft. 
Nach 8-10 Tagen (sobald die Reaktion auf Brenztraubensaure mit 
Nitroprussidnatrium und Piperidin negativ ist) Aufarbeitung in 
iiblicher Weise, Bestimmung von Propion- und Essigsaure wie 
oben 2• 

Anhang: Chemismus der Propionsauregarung. 

Glucosegarung: Einleitende Phasen wahrscheinlich analog denen 
der alkoholischen Garung unter Phosphorylierung a. Bildung von 
Phosphoglycerinsaure durch die Bakterien in Gegenwart von Toluol 
und Fluorid aus Glucose und Phosphat, insbesondere mit Acet
aldehyd oder Brenztraubensaure als H 2-Acceptoren 4. Theoretische 
Garungsgleichung: 

3 C6H 120 6 = 4 CHa . CH2 . COOH + 2 CHa . COOH + 2 CO2 + 2 H 20 
Verhaltnis Propionsaure: Essigsaure daher theoretisch 2: 1 (wie bei 
der, Lactatvergarung, vgl. unten), beobachtetes Verhaltnis bis zu 
4,2: 1. Hypothetische Erklarung desselben: Hydrierung leicht reduzier
barer Zwischenprodukte der Glucosespaltung (wie Glycerinaldehyd, 
Methylglyoxal) unter Mitwirkung von Wasserstoffdonatoren des 
Substrates (Hefeextrakt usw.)". Garungsschema: 

A. C6H1206~2CHa.CO.CH(OH}2~2CHs.CHOH.COOH. 
B. CHa.CHOH.COOH ~ CRs.CO.OOOH + 2 H 

+i H 20 
y 

CHa.C(OH}2' COOH-~ 
CHs.COOH + CO2 + 2 H. 

C. OHs.CHOH.OOOH + 2 H ~ CHa.OH2 .COOH + H 20. 

1 Da Brenztraubensaure beirn Sterilisieren in der Ritze zum Teil 
verandert wird, ist es zweckmal3ig bei genauen Versuchen (Bilanz
versuchen) die Losung derselben durch Filtration keimfrei zu machen 
(vgl. S. 42). 

2 Unter aeroben Bedingungen ist das Verhaltnis Propionsaure: 
Essigsaure etwa 1: 1,8, unter anaeroben Bedingungen etwa 1: 1,4. 

3 VIRTANEN: Soc. Sci. Fenn. 2, 28 (1925). - VIRTANEN und 
KARSTROM: Acta chem. Fenn. B 7, 17 (1931). 

4 WOOD, STONE und WERKMAN: Bioch. J. 31, 349 (1937); WERK
MAN, STONE und WOOD: Enzymologia 4, 24 (1937). 

5 VAN NIEL: Die Propionsaurebakterien, Haarlem 1928. - Vgl. 
auch WOOD und WERKMAN: J. of bioI. Chem. 106, 63 (1934). 

Bernhauer, G!trungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 12 



178 Die Milchsaure- und Propionsauregarung. 

Es wurde sodann noch eine zweite Moglichkeit ffu:- den Ablauf 
der Propionsauregarung aufgezeigtl, und zwar: 

CHs.CO.CH(OH)2 + HaO-+CHa.COOH + CO2 + 2H2 und 
CHs.CO.CHO + H2-~CHs·CHOH.CHO+H2-+CHs·CH~.CHO 

+ H 20 1-H2 + H 20 1-H2 
Y Y 

CHs·CHOH.COOH CHs·CH2·COOH 
Eine dritte Moglichkeit ergibt sich schlieJ3lich auch noch aus der 

Beobachtung tiber die Decarboxylierung der Bernsteinsaure unter 
Bildung von Propionsaure und C022: 

COOH . CH2 . CH2 . COOH --~ CO2 + CHa . CH2 . COOH. 

Tabelle XVII. 

Z . h d kt I Bildung, Abfangung, 
WISC enpro u e Anhaufung derselben 

Methylglyoxal aus Hexose-diphosphor-

Milchsaure 

Brenztraubensaure I 

Glycerin I 

Propionaldehyd I 

saure durch Bakterien
praparate S 

Nachweis merklicher 
Mengen wahrend der 

Garung 5 

bei der Sulfitgarung der I 
Glucose 7 

bei der Sulfitgarung des I 
Glycerins 10 

Umwandlung 
derselben 

in Milchsaure durch 
Trockenpraparate 4 

Propionsaure und 
Essigsaure 6 

Propionsaure und 
Essigsaure 8 

Propionsaure 9 vgJ. 
unten 

1 WOOD und WERKMAN: Proc. Soc. exper BioI. a. Med. 31, 
938 (1934). 

2 WOOD, STONE und WERKMAN: J. Bacter. 29,84 (1935). - STONE, 
ERB und WERKMAN: Proc. Soc. exper BioI. a. Med. 33, 483 (1936). -
VgI. auch HITCHNER: J. Bacter 28, 473 (1934); C. 1935, I, 2833. 

s PETT und WYNNE: Trans. roy. Soc. Canada 27, 119 (1933). 
4 NEUBERG und GORR: Biochem. Z. 165, 482 (1925). 
Ii FOOTE, FRED und PETERSON: C. Baeter. II 82, 372 (1930). 
6 Zahlreiche Angaben. 
7 WOOD und WERKMAN: J. of bIOI. Chem. 105, 63 (1934); - Bio

chemic. J. 28, 745 (1934); Proc. Soc. exper. BioI. a. Med. 31,938 (1934). 
8 VIRTANEN: Soc. Sci. Fenn. 1, 36 (1923); - VAN NIEL: The 

propionic acid bacteria, Monographie, Haarlem, 1928. - WOOD und 
WERKMAN: Biochemic. J. 28, 745 (1934). 

9 VAN NIEL: Die Propionsii.urebakt.erien, Haarlem, 1928. - WOOD 
und WERKMAN: Biochemic . • T. 30, 48 (1936). 

10 WOOD und WERKMAN: Proc. Soc. expel' BioI. a. Med. 31, 
-938 (1934). 
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Die Propionsaure scheint daher auf mehr als einem Weg gebildet 
zu werden, ohne daB sich bisher entscheiden laBt, unter welchen Be
dingungen del' eine und unter welchen del' andere beschritten wird. 

Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten vgl. Tab. XVII, 
S. 178. 

Lactatvergarung, gemaB der Gleichung: 
3 CH3 • CHOH. COOH = 2 CH3 • CH2 • COOH + CH3 • COOH + CO2+ H 20. 

Theoretisches Verhiiltnis Propionsaure: Essigsaure daher = 2: 1, 
beobachtetes Verhaltnis 1,8:1, Erklarung dieses Unterschiedes durch 
v AN NIELI : Die Bildung von Bernsteinsaure durch Hydrierung von 
Asparaginsaure (aus EiweiBstoffen des Substrates) ergibt das fehlende 
Aquivalent; besonderer Zusatz von Asparagin driickt das Verhaltnis 
Propionsaure: Essigsaure bis auf 1,6: 1 herab, unter Bildung del' ent
sprechenden Menge Bernsteinsaure. 

Pyruvinatgarung, gemaB del' Gleichung: 
:3 CH3 .CO.COOH+H20=CH3 .CH2 .COOH + 2CH3 .COOH +2 CO2, 

Theoretisches Verhaltnis Propionsaure: Essigsaure ist daher 1: 2 
(= 0,5) beobachtetes Verhaltnis etwa 0,55-0,7. 

Glycerinvergarung. Unter anaeroben Bedingungen wurde zunachst 
eine ohne Gasbildung verlaufende, praktisch quantitative Umwand
hmg in Propionsaure beobachtetl gemaB der Gleichung: 

CH20H.CHOH.CH20H --~ CH3 .CH •. COOH + H 20. 
Sodann konnte jedoch gezeigt werden, daB del' Garverlauf viel kom
plizierter ist, und daB neben Propionsaure auch Essigsaure und recht 
erhebliche Mengen Bernsteinsaure gebildet werden, wobei be
merkenswerterweise auch eine Verwertung des in Form von CaC03 

hinzugefiigten CO2 stattfindet 2. 

Die Bern8tein8(i~trebildung bei der Propion8(iureg(irung. Dieser 
ProzeB findet auch normalerweise in groBerem oder kleinerem Um
fang stets statt. Bei del' Verwendung von Bakterienpraparaten in 
Gegenwart von Toluol bIeibt die eigentliche Propionsauregarung auf 
del' Phosphorylierungsstufe stehen und es wird ohne Gasbildung nur 
Bernsteinsaure und Essigsaure gebildet 3 • Dies wurde durch den 
Zerfall des Hexosemolekiils in C4 - und C2-Ketten erklart (vgl. auch S. 17). 

Sodann wurde aber die sehr wichtige Beobachtung gemacht, daB 
auch aus Glycerin neben Propionsaure Essigsaure und Bernstein
saure gebildet werden, wobei zugleich eine Verwertung von CO2 

aus dem zugesetzten CaC03 stattfindet; das CO2 scheint dabei als 
H2-Acceptor zu wirken 2. In diesem Fall besteht daher die Mog
Iichkeit, daB die Bernsteinsaure doch auf synthetischem Weg aus 
einer C2-Komponente (Essigsaure) entstehen konnte, in ahnlicher 
Weise wie bei Pilzgarungen (vgl. S.260). Die Frage betreffend eine 
C4 - und C2-Spaltung des Hexosemolekiils bleibt vorlaufig noch offen 
und die Bildung von Bernsteinsaure konnte auf mehr als einem 
Weg erfolgen 2 •. Es wurde auch angenommen, daB Bernsteinsaure aus 
einer C3-Verbindung und CO 2 entstehen konnte 4 • 

1 VAN NIEL: Die l'ropionsaurebakterien, Haarlem, 1928. - Vgl. 
auch REDTENBACHER: A. 57, 174 (1846). 

2 WOOD und WERKMAN: Biochemic. J. 30, 48 (1936). 
3 VIRTANEN und KARSTROM: Acta Chem. Fennica, B. 7, 17 (1931). 
4 H.G.WoODundC.H.WERKMANN: Biochemic . • T. 32, 1262 (1938). 

12* 
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27. Ubung: 
Die Coli- und Aerogenesgarung. 

a) Herstellung von Massenkulturen 1. Grundsatzlich in gleicher 
Weise wie in Ubung 21 b. Nahrlosung: 50 g Rohrzucker, 30 g 
K 2HPO" 7,5 g (NH')2S0" 5 g NaOl, 0,2 g MgSO, .7 H20 in 5 1 
Leitungswasser. Zusatz von 2 n Natronlauge wahrend des Wachs
turns zur Konstanthaltung des PH-Optimums 7. Nach etwa 24 bis 
48 Stunden (bei langerer Versuchdauer sind die Bakterien weniger 
wirksam), bei 37° wird die Bakterienmasse gewonnen (vgl. 
Ubung 21 b). Man erhalt etwa 10-15 g feuchte Bakterien. 

b) Feststellung des Garverlaufes bei verschiedenem PH 1. Be
nutzung der gleichen Apparatur wie in Ubung 29 a. Ansatz a: 
2 g Glucose, 3 g Oa003 , 1-2 g Bakterienmasse, auf 150 ccm auf
gefiiUt. Luft durch 002 verdrangt. Gardauer etwa 16 Stunden. 
Anfangs-PH etwa 6,2, End-PH etwa 6,4. Ansatz b: 2 g Glucose, 
150 ccm mj4 Phosphatpuffer (pH7), 1-2 g Bakterienmasse. 

Aufarbeitung: Quantitative Bestimmung von Alkohol und 
Milchsaure in iiblicher Weise (vgl. S. 112 und 160); Bestimmung 
von Essigsaure und Ameisensaure durch Wasserdampfdestillation 
eines aliquoten Teiles und Titration; Ermittlung des Ameisen
sauregehaltes im Destillat (vgl. unten); aus der Differenz gegen
iiber der Gesamtaciditat ergibt sich die Menge an Essigsaure. 
Messung der Gase und Bestimmung der Zusammensetzung der
selben (002 und H 2; vgl. S. 188). 

Bei saurer Reaktion entsteht vor aHem Alkohol und CO2 sowie 
Milchsaure, bei alkalischer Alkohol und CO 2, ferner Essigsaure, 
Ameisensaure und Wasserstoff. 

Bestimmung der Ameisensiiure nach der Kalomelmethode.- Ein 
aliquoter Teil der Probe (etwa 20-50 ccm) wird mit Lauge 
genau neutralisiert, dann ein zehnfacher UberschuB 6%iger 
Sublimatlosung zugefiigt, 1 Stunde auf dem siedenden Wasser
bad erhitzt und etwas konz. HOlzugesetzt (fiir 100 ccm 2 ccmHOl). 
Filtriert, mit heiBem Wasser gut ausgewaschen. Filter samt 
Niederschlag in einem Kolben mit eingeschliffenem Stopsel mit 
einer genau abgemessenen Menge nj10-Jodlosung und 10 ccm 
10%iger Jodkalilosung iibergossen, gut geschiittelt, dann in 
iiblicher Weise mit njl0-Thiosulfatlosung zuriicktitriert. Die 
Differenz ergibt die verbrauchte Menge nj10-JodlOsung; 1 ccm 
davon entspricht 2,3 mg Ameisensaure 2. Andererseits entspricht 
1 ccm nj10-Lauge 4,6 mg Ameisensaure. 

1 Vgl. TIKKA: Biochem. Z. 279, 264 (1935). 
2 Auf Grund der Reaktionsgleichungen: 

H . COOH + 2 HgCla = Hg2Cla + CO2 + 2 HCI 
Hg2Cla + J 2 = HgC12 + HgJ 2 
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c) Xthanol-Butylenglykol-Giirung. Als Garungsorganismen ver· 
wendet man entweder solche der Aerogenesgruppe 1 oder solche 
der Aerobacillusgruppe 2• 200 ccm folgender Nahrlosung pro Kol. 
ben 2 : 8% Rohrzucker, 0,25% NH4CI, 0,15% K 2HP04, 0,15% 
CaCI2, 0,2% MgS04 ; durch Zusatz von m-SodalOsung auf PH 6 
gebracht. Impfung mit 2 ccm einer 2 Tage alten Kultur von 
Aerobacter pectinovorum 3 (im gleichen Medium zur Entwick· 
lung gebracht). Der PH"Wert wird durch taglichen Zusatzvon 
m-Sodalosung konstant gehalten. Nach 15-18 Tagen bei 37-380 

ist die Garung beendet. Bestimmung von Alkohol, Milchsaure, 
2,3-Butylenglykol (eventuell CO2 und H 2). 

Bestimmung des 2,3-Butylenglykols4 . 25 ccm Probe (mit einem 
Maximalgehalt von 50 mg Butylenglykol) werden zwecks Ent
fernung des Alkohols (der die Bestimmung stOrt) aus einem 
100 ccm-Kolbchen, das mit einem etwa 20 em langen Vigreur
aufsatz versehen ist, destilliert, bis 17-18 ccm ubergegangen sind 
(diese konnen zur Alkoholbestimmung verwendet werden 5). Es 
bleibt auch ein kleiner, in diesem Fall aber zu vernachlassigender 
Teil des Methylacetylcarbinols zuruck. Man leitet dann zum Aus
spiilen von oben kurze Zeit Wasserdampf durch den Aufsatz und 
spult den gesamten Ruckstand in ein 100 ccm-KOlbchen; das 
Volumen soIl nun etwa 20 ccm betragen und die Losung gegenuber 
Methylorange neutral sein. Man setzt 0,25 ccmBrom zu und schuttelt 
etwa Y2 Minute unter Schutz vor Sonnenlicht, bis das Brom fast 
ganz gelOst ist. Sodann verbindet man mit einem RuckfluBkuhler 
(mittels Schliff), taucht in ein auf 70-80° erhitztes Wasserbad 
und erwarmt weiter genau 20 Minuten lang auf diese Temperatur. 
Dann taucht man in kaltes Wasser, spult den Kuhler aus und 
setzt zur Bindung des Bromuberschusses pulverisiertes Ferro
sulfat zu (etwa 2,5 g) bis zum Verschwinden von Farbe und 

1 Vgl. SCHAFFER: Diss. Delft 1928. 
2 FULMER, CHRISTENSEN und KENDALL: Ind. Chem. 25, 798 

(1933); C. 1933, II, 3632. 
3 Das Bakterium gehort zwar del' Aerobacillusgruppe an (vgl. S.185), 

doch verlauft die Garung analog wie mit Vertretern derAerogenesgruppe. 
4 Nach KNIPHORST und KRUISHER: Z. Unto Lebensm. 73,1 (1937). 

- Hini?!chtlich eines Verfahrens zur Bestimmung von Butylenglykol 
durch Uberfuhrung desselben in Acetaldehyd vgl. 1. Auflage dieses 
Buches S.146. BROCKMANN u. WERKMAN: Ind. Eng. Chem. 25, 206 
(1933). - HAMMER, STAHLY, WERKMAN u. MICHAELIAN: Jowa Agr. 
Exp. Stat. Res. Bul. 191 (1935). 

5 Falls besonders bei den spateren Destillationen zu starkes 
Schaumen eintritt, so wird die Probe nach dem N eutralisieren mit 
Natronlauge mit Gips angeriihrt und 48 Stunden mit Ather extra
hiert, del' Ather abdestilliert, del' Ruckstand in Wasser aufgenommen 
und ebenso wie oben weiter behandelt. 
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Gerueh des Broms. Dann fiigt man noch 5 g Ferrosulfat und 
20 cern 30%ige Ferrichlorid16sung zu und verfiihrt in derselben 
Weise wie bei del' Bestimmung des Acetoins (vgL 8.147). 1 g Nickel. 
dimethylglyoxim = 0,624 g ButylenglykoL Die Maximalausbeute 
betragt bei diesem Verfahl'en 93%. 

Anhang: Chemismus del' Coligal'ungen. 

Unterscheidung von drei Garungstypen (nach KLUYVERl), lmd 
zwar gemaI3 den wichtigsten diesbezuglichen Garungserregern: die 
von Bact. coli (in engerem Sinne), dievon Bact. typhosum und die von 
Aerobact. aerogenes hervorgerufene Garungsform. -

a) Die Coligiirung in engerem Sinne. Garungserreger: Bact. coli, 
Bact. paratyphosum, Bact. Freundii und andere Arten der Gattungen 
Escherichia, Salmonella und Citrobacter del' amerikanischen Syste. 
matik. Das Mengenverhaltnis der verschiedenen Garprodukte ist 
sehr stark abhangig von dem jeweils verwendeten Bakterienstamm, 
wie auch von den Versuchsbedingungen2, und zwar bleibt dieAlkohol· 
menge in der Regel konstant, Milchsaure wird vornehmlich bei saurer 
Reaktion gebildet (pH etwa 6,2- 6,4), Essigsaure und Ameisensaure 
insbesondere bei alkalischer Reaktion; die Ameisensaure zerfallt 
weiter in CO2 und H 2 • 

Garungssehema (nach TIKKA2): 
Glucose -~ Hexosediphosphorsaure 

t 
2 Triosephosphorsaure 

a.Glycerinphosphorsaure -oE----'-1 --~ Phosphoglycerinsaure 

t t 
Alkohol + Ameisensaure Brenztraubensanre 

I + t 
'---------~ CO2 + H2 Essigsaure 

t + 
Milchsaure Ameisensaure 

t 
CO2 + H2 

Dieses Schema hat nach ENDO 3 eine recht weitgehende Bestatigung 
erfahren. Es wurde nachgewiesen, daI3 bei del' Zuekervergarung dureh 
Acetontrockenpulver der Colibakterien ahnliche Reaktionskoppe. 
lungen vorliegen wie im Hefemacerationssaft. 

Die bei del' Coligarung zugleich auftretende Bernsteinsiiure (oft 
bis tiber 20% des vergorenen Zuckers) soIl nach KLUYVER auf folgen. 
dem Wege entstehen: 

1 KI.UYVER: Erg. Enzymforsch. 4, 230 (1935). 
2 TIKKA: Biochem. Z. 279, 264 (1935). - Bei del' Vergarung von 

Pentosen muJ3 wohl ein. anderer Reaktionsmeehanismus angenommen 
werden. V gl. dazu A. J. VIRTANEN und T. KIRKKOMAKI: C 1936 II, 
2394. 

3 ENDO: Bio. Z. 296, .,)6 (1938). 
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Glucose -~ CHO . CHOH. CHOH. CHO + CH20H. CH20H---+ I CHa· CHO -~ Essigsaure + Alkohol 
~ + 2 H 20 ---+ Hydrat---+ 

Bernsteinsaure + 2 H 20 
Demgegeniiber sei auch auf die Vorstellungen iiber die Bernstein

saurebildung bei der Propionsauregarung verwiesen (vgl. S. 179 und 
Nachtrag). Ferner soIl auch die Bernsteinsaurebildung iiber a-Keto
glutarsaure in Frage kommen, da bei der bakteriellen Vergarung yon 
Brenztraubensaure Bernsteinsaure entsteht 1 : 

CHa·CO.COOH + CHa·COOH + 02~ COOH.CO.CH2·CH2 • 

. COOH (+ H 20) ~ COOH. CH2. CH2. COOH + CO2, 

Die Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten bei der 
Coligarung ist in Tab. XVIII wiedergegeben. 

Zwischenprodukte I 
Methylglyoxal I 

Glycerinsaure I 

Phosphoglycerin- I 
saure 

a-Glycerinphos- I 
phorsaure 

Brenztraubensaure 

Glyccrin 

Tabelle XVIII. 

Abfangung bzw. 
Anhaufung 

bei zellfreier Garung 
aus Hexosediphos

phorsaure 2 

mittels 
Acetonpraparaten 5 

aus Glucose 8 

als Stoffwechsel
produkt9 
mittels 

Acetonpraparaten 5 

1 ENDO: Bio. Z. 296, 56 (1938). 

Umwandlung 

Dismutation zu 
Milchsaure a 

Essigsaure + Ameisen
saure (= CO2 + H 2) 4 

Brenztraubensaure 6 

Essigsaure + CO2 + H27 

Alkohol + Ameisen
saure 7 

Essigsaure + Ameisen
saure neben Milchsaure 7 

Acetaldehyd + CO2 10 

Alkohol + Ameisen
saure 11 

2 FROMAGEOT: Biochem. Z. 216, 467 (1929). - TIKKA: Biochem. Z. 
279, 264 (1935). 

3 NEUBERG und WINDISCH: Biochem. Z. 166, 474 (1925). 
4 VIRTANEN und PELTOLA: H. 187, 45 (1930). 
5 Aus Hexosediphosphat wie aus Glucose, ygl. E~DO, 1. c. 
6 ANTONIANI: Biochem. Z. 267, 376 (1933). 
7 TIKKA: Biochem. Z. 279, 264 (1935). 
8 Nicht aus Hexosediphosphat; mittels Acetontrockenpraparat. 

ENDO, 1. c. 
9 QUASTEL:Biochemic. J.19, 304 (1925).-AuBEL undSALABARTAN: 

C. r. 180, 1183, 1784 (1925). 
10 WAGNER: C. Bacter. 1, 719 (1913). - NEUBERG und GORR: 

Biochem. Z. 162, 490 (1925). - Vgl. auch SCHEFFER: Diss. Delft (1928), 
sowie GRAAFF und LE FEVRE: Biochem. Z. 155, 313 (1925). - Die 
Brenztraubensaure scheint demnach von Bact. coli nicht nur hydro
klastisch (also unter Bildung von Essigsaure und Ameisensaure) 
80ndern auch carboxylatisch gespalten zu werden. 

11 HARDEN: Proc. chem. Soc. 17, 57 (1901). 
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Tabelle XVIII (Fortsetzung). 

Zwischenprodukte I Abfangung bzw. 
Anhaufung Umwandlung 

Acetaldehyd I bei der Sulfitgarung 1 Dismutation zu Essig
saure und Alkohol 2 

Athylenglycol I Acetaldehyd und Dis
mutation desselben a 

b) Die yom Bact. typhosum hervorgerufene Garung. Garungserreger: 
au13er Bact. typhosum auch Bact. dysenteritis lllld gaslose Varianten 
des Bact. paratyphosum. Chemismus im wesentlichen analog wie 
zuvor 4, nur da13 es nicht zur Spaltung der Ameisensaure und daher 
zu keiner Gasentwicklung kommt. 

c) Die Athanol-Butylenglykol-Garung. Die Erreger geh6ren haupt
sachlich dem Aerogenes-Typ an; ferner wird diese Garung verursacht 
durch Aerobacter cloacae, Bac. asiaticus mobile 5 u. a. - Garungs
endprodukte: Milchsaure, Athanol, 2,3-Butylenglykol (oft liber 30 % 
des vergorenen Zuckers), CO2 und H 2. Garungsschema (aus Bilanz
versuchen abgeleitet) 6: 

C6H 120 6 ---.!~ 2 CH3 • CO. CH(OHk.-!~ CH3 • CHOH. COOH 

I 

/ze~ 
III / - ---.- ~ IV 

nach dem 
Ameisen

saureschema 

nach dem 
Brenztrauben
saureschema 

Y' 
H.COOH 

1 
CH3 • CO. COOH 

__ V 1_ VII 
Y' -} -} 

CHa• CHI OH)2 CH3 • CHO CO2 
'----,,---' 

VII//_/// +JH. 
/ CH3 ·CH20H 

+ H, 
CH3 • CO . CHOH. CH3 ----'-=~> CRa• CROH • CROH • ORa 

Acetylmethylcarbinol 2,3 Butylenglykol 

1 NEUBERG und NORD: Biochem. Z. 96, 133 (1919). - Vgl. auch 
PETBRSON und FRED: J. of bioI. Chern. 44, 29 (1920). 

2 NEUBBRG und WINDISCH: Biochem. Z. 166, 474 (1925). 
3 LE FEVRE: Diss. Utrecht 1924. - DAMPIER und WHETHAM: 

Austral. J. exper. BioI. a. Med. 4, 35 (1927). 
4 HARDEN: Soc. 79, 610 (1901). - SCHEFFER: Diss. Delft (1928); 

TASMAN und POT: Biochem. Z. 270, 349 (1934). 
5 Vgl. BIRKINSHAW, CHARLESundCLUTTERBUCK: Biochemic. J.25, 

1522 (1931); C. 1932, I, 2340. - Der Bacillus bildet aus Glucose gegen 
30 % Butylenglykol neben Milchsaure, Alkohol und fliichtigen Sauren. 

6 SCHEFFER, Diss. Delft 1928. 
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Reaktion VII solI nach KLUYVER 1 dadurch zustandekommen, 
daB Acetaldehydhydrat aIs Abfangmittel fUr den aus Brenztrauben
saure gebildeten Acetaldehyd fungiert (vgl. Acyloinsynthese, S. 155). 

Anhaufung und Umwandlung von Zwischenprodukten: Ab
fangung von Acetaldehyd bei der Sulfitgarung 2 ; Acetylmethylcar
binol ist stets vorhanden3 • Vgl. dazu auch Nachtrag. 

Eine grundsatzlich analoge Garungsform wird auch vqn einer 
anderen Bakteriengruppe verursacht, namlich den Aerobacillen 
(vgl. S.181). 

B. Butyl- und Aceton-Garungen. 

28. "Obung: 

Ziichtung und Untersuchung butylogener und verwandter 
Bakterien. 

a) Anreicherung von butylogenen Bakterien 4 (Gewimmng 
natiirlicher Reinzuchten). Die hier zur Verfiigung stehenden 
Methoden beruhen darauf, daB die butylogenen Bakterien infolge 
ihrer Sporenbildung gegen hOhere Temperatur widerstandsfahig 
sind (ein etwa 2 Minuten langes Aufkochen schadigt in der Regel 
nicht) , wogegen Begleitbakterien, die keine Sporen bilden (ins
besondere Milchsaurebakterien) abgetotet werden; ferner vermogen 
die butylogenen Bakterien Starke direkt zu spalten und zu vergaren, 
was bei Milchsaurebakterien in der Regel nicht der Fall ist 5. 

Weiterhin konnen die Butylbakterien auch bei volligem Sauer
stoffabschluB gedeihen. Zur Gewinnung butylogener Bakterien 
kann man im allgemeinen folgendermaBen vorgehen: 

a) Anreicherung in rohen Kartoffeln: Aus ungewaschenen (mit 
Erde verunreinigten) Kartoffeln sticht man mittels eines Kork
bohrers passende Stiicke aus und laBt dieselben unter Wasser 
bei 35-370 in einem verkorkten weiten Reagensrohr stehen. 
Es setzt bald Garung ein und nach einigen Tagen sind die Kartoffel
stiicke ganzlich zerfallen. Zwecks Reinziichtung wird weiter ab
geimpft (vgl. unten). 

f3) Anreicherung aus Getreideschrot: In einem Kolben werden 
25 g fein gemahlenes Roggenschrot mit 500 ccm Leitungswasser 
iibergossen, gut umgeschwenkt, das GefaB 10 Minuten lang im 
siedenden Wasserbad erhitzt und bei 30-350 aufbewahrt (statt 

1 KLUYVER: Erg. Enzymforsch. 4, 256 (1935). 
2 NEUBERG und NORD: Biochem. Z. 00, 133 (1919). - NEUBERG, 

NORD und WOLFF: Biochem. Z.1l2, 144 (1920). - Isolierung von Acetoin 
vgl. TOMIYASU: Bl. Agr. chem. Soc. Japan 13, Nr. 11 (1937). 

3 HARDEN: Proc. roy. Soc. Lond. (B) 77, 422 (1936). 
4 Vgl. HENNEBERG: Hdb. d. Garungsbakteriologie Bd. 1, S. 107. 
6 Hinsichtlich Diastase bildender Milchsaurebakterien vgl. DULL, 

Dissertation, Kiel, 1933. 
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des Leitungswassers kann auch folgende Nahr16sung angewendet 
werden: 1-5% Glucose, 0,5% Pepton, 0,5% LIE BIGS Fleisch
extrakt und 0,5% Kreide). Die Artder so erhaltlichen Bakterien 
ist vielfach von der Getreideart abhangig; so erhalt man bei Vcr
wendung von Maisschrot haufig zur Butylalkoholerzeugung 
geeignete Bakterien. 

y) Anreicherung aus Erde: Dunne Kleisterlosung oder eine 
etwa 2%ige Getreideschrotaufschwemmung wird eine Zeitlang 
aufgekocht und dann mit etwas Erde versetzt. Sofort nach dem 
Zusatz korkt. man die KulturgefaBe (Reagensrohrchen) gut zu 
und laBt bei 30-35° stehen. 

In den durch Aufkochen bewerkstelligten Anreicherungen 
finden sich neben den butylogenen Bakterien. fast regelmaBig 
Heubacillen und Bac. megatherioides, die noch widerstands
fa.higere Sporen bilden 1. Diese Formen sind durch die Haut
bildung charakterisiert, ihre Zellen farben sich mit Jod niemals 
blau, wahrend sich die Zellen butylogener Bakterien zumeist 
blau farben. Die genannten Begleitorganismen werden von den 
Butylbakterien insbesondere durch die Saurebildung sowie durch 
Anwendung anaeroberBedingungen unterdriickt. 

b) Herstellung absoluter Reinzucht~n von Butylbakterien. 
Fur die eigentlichen Butylbakterien benutzt man die Anaeroben
kultur. Eine Schwierigkeit der Reinzuchtung besteht darin, daB 
die Butylbakterien bei Benutzung fester Nahrboden (Agar, 
Gelatine) vielfach nicht gut zur Entwicklung gelangen (ins
besondere das Auskeimen der Sporen ist meist erschwert oder 
verzogert, manchmal vollig gehemmt). Man stellt nach der 
Verdunnungsmethode in physiologischer Kochsalzlosung oder 
unter Benutzung dUnner Getreidemaische (vgl. S. 34) den ge
wiinschten Verdunnungsgrad her (etwa 1:1000 usw. vgl. S. 46 
und 89) und impft nun in flussigen Agar (z. B. Getreidemaische
agar usw.) ein, verteilt das Impfmaterial in demselben und gieBt 
auf Platten. Die PETRI-Schalen mit den geimpften Agarplatten 
werden dann in einem Apparat fUr Anaerobenzuchtung (vgl. 
S. 49) bei 35-37° belassen. Nachdem sich Bakterienkolonien 
gebildet haben, werden diese mikroskopisch untersucht und dann 

1 Hinsichtlich der Hitzeresistenz mancher Bakterien sei noch auf 
folgendes hingewiesen: Das Acetonbacterium (Bac. macerans), das 
wegen seiner Saureempfindlichkeit von den Butylbakterien stets 
verdrangt wird, vermag in Sporenform 1000 langer aIs 2 Stunden 
auszuhalten (sogar 1150 wahrend 15 Minuten); dasselbe ist ferner 
aerob, so daB es mit Hille dieser Eigenschaften von den Butyl
bakterieil getrennt werden kann (z. B. auf von Luft umgebenen, 
aseptisch gewonnenen Kartoffelkeilen) .. 
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weiter iiberimpft; der ProzeB wird gegebenenfalls noch des ofteren 
wiederholt. 

Sodann stellt man das Garvermogen der so gewonnenen 
Kulturen fest (Beobachtung des Eintritts und der Intensitat der 
Garung; vgl. unten). Insbesondere bei Buttersaurebakterien wurde 
festgestellt, daB absolute Reinkulturen zu langsam und unvoll
standig die Starke bzw. den Zucker vergaren und manchmltl 
friihzeitig absterben. Dagegen arbeiten Bakteriengemische (natiir
liche Reinzuchten) meist giinstiger. So laBt sich auch bei Ver
wendung von Reinkulturmischungen von Butylbakterien· mit 
Heubacillen vielfach eine Anregung der Garung feststellen. 

c) Fortziichtung der butylogenen Bakterien. Empfehlenswerter 
als die Fortziichtung auf AgarbOden (z. B. Stichkultur in 
Maischeagar) ist die Weiterziichtung der butylogenen Bakterien 
in Getreidemaische oder in einer 5-6%igen Aufschwemmung 
von Getreideschrot (Korn, Mais usw.); auf gute Sterilisation der 
Nahrboden (fraktioniert im Autoklaven) ist dabei zu achten. 

Zur Konstanthaltung des Garvermogens (bzw. zur jedesmaligen 
Aktivierung) der Kulturen der Butylalkohol-Acetonbakterien ist 
eine Pasteurisierung von Wichtigkeit l (bei der die vegetativen bzw. 
weniger aktive Zellen abgetotet werden): 10 ccm einer 6%igen 
Kornschrotaufschwemmung (vgl. S, 34, Nr. 9) in einem Reagens
rohr werden mit, der Kultur geimpft, 1 Minute in siedendes 
Wasser eingetaucht, gekiihlt und bei 37° aufbewahrt. Eine aktive 
Kultur solI nach 20-24 Stunden kraftige Garung zeigen. Mit 
Hilfe dieser Methode gelingt auch die Auswahl der aktivsten 
Kulturen (vgl. oben), was besondeI's in diesem Fall fiir die Kon
stanterhaltung des Garvermogens sehr wichtig ist. Art der Durch
fiihrung vgl. S.52. 

Auffrischung des Garvermogens degenerierter Kul
turen. Falls Kulturen langere Zeit nicht iiberimpft wurden und 
sie in ihrem Gii.rvermogen geschwacht sind, konnen sie manchmal 
schon durch 6ftere Uberimpfung unterPasteurisierung (wie zuvor 
beschrieben) aufgefrischt werden; falls dies nicht zum Ziel fiihrt, 
so impft man die Kultur in eine sterile Aufschwemmung von 
Gartenerde ein und fiihrt eine Wechseliiberimpfung auf Garten
erde und Kornschrotaufschwemmung durch. Die Versuche zur 
Wiederaktivierung degenerierter Kulturen werden zweckmii.Big 
unter streng· anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Auch diese 
Methode versagt mallchmal. 

1 Vgl. REYNOLDS, COlLE und WERKMAN: Jowa St. ColI. J. of So. 
8, 415 (1934). - LANGLYKKE, PETERSON und Me COY: J. Baoter. 
29, 333 (1935). 
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29. Ubung: 

Die Butanol-Aceton-Giirung. 

a.) Kleinversuch mit Auffangung und analytischer Bestimmung 
der Gase. Apparatur in Abb. 29 wiedergegeben. 1m Garkolben A 
50 ccm 6%iger Kornschrotmaische (im Autoklav sterilisiert), mit 
1 ccm einer garkraftigen Kultur (Clostr. acetobutylicum, Clostr. 
butylicum oder anderen) geimpft, mit CO2 gesiittigt (durch sterile 
Watte filtriert), Volumen iiber der Fliissigkeit mit CO2 gefiillt, 
zunachst gut verschlossen. Vorbereitung der Apparatur: Hahn b 

d 

8 -

geschlossen, Capillarhahn c ge-
6ffnet, Eudiometerrohr B (etwa 
11 Inhalt) durch Hochheben von 
C vollstandig mit Wasser gefiillt 
und auf gleiches Niveau ge
bracht. Bei a eine CO2-Bombe 
angeschlossen und CO2 nach vor
sichtigem ()ffnen von b einge-
leitet. Wasser mit CO2 gesattigt 
(etwa 10 Minuten durchleiten); 
b geschlossen, CO2-Bombe abge-

r:~_-~=== stellt, c geschlossen, C in Ruhe

Abb. 29. Gargerat. 

stellung gebracht (wieinAbb.29) 
Garkolben bei a (Gummist6psel) 
rasch angeschlossen. N ach 
2 Stunden bei 37° durch kurzes 
()ffnen von c, nach Hochheben 
von C eventuell angesammeltes 
Gas abgelassen~, C wieder in 

Ruhelage gebracht; Vorgang nach weiteren 2 Stunden event-uell 
nochmals wiederholt. Sodann C tief gestellt und b vorsichtig 
ge6ffnet. Nach 8-10 Stunden ist die Garung in Gang; Gas
entwicklung beginnt. Volumen etwa alle 6-8 Stunden abge
lesen, nach SchlieBen von b und Heben von C auf das gleiche 
Fliissigkeitsniveau wie in B. Nach Beendigung der Garung 
(Gasvolumen in B konstant' geworden) wird das Gasvolumen 
abgelesen (gibt die Gesamtmenge von CO2 und H2 bei 37°, 
Atmospharendruck ablesen). Feststellung der Zusammensetzung 
des Gases: bei d wird eine Gaspipette angeschlossen, Gasprobe 
entnommen, gemessen und in iiblicher Weise iiber Kalilauge von 
CO2 befreit; Restgas = H2, Differenz = CO2 , 

b) Giirversuch mit analytischer Bestimmung aller Giirprodukte 
und unter Kontrolle der Gasbildung. 100 ccm Maische, Zusammen-
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setzung wie oben, Durchfiihrung der Garung und Handhabung des 
Apparates wie unter a). Entnahme des Gases von der 24. Stunde 
der Garung an etwa aIle 8 Stunden, Uberfiihrung in die Gaspipette 
und Analyse wie bei a. (Wiedergabe der in bestimmten Zeiten ent
wickelten Gesamtmengen der beiden Gase in Form von Kurven.) 
Bestimmung der sonstigen Garprodukte nach Beendigung der 
Garung gema13 folgendem Analysengang 1 : 

Allgemeine Trennung der Garprodukte: Vergorene Maische 
unter Nachwaschen mit 20 cern Wasser in das Destilliergefa13 
eingefiiIlt (Apparatur vgl. Abb. 30), durch Zusatz von 20 cern 
n-Lauge alkalisch gemacht und nach Zusatz von Siedesteinchen 
genau 100 cern abdestilliert 
(Ansatzrohr durch einen 
Schliffstopsel verschlossen). 
1m Destillat (A) befindet 
sich nun Aceton, Butanol, 
Athanol und Acyloin. Kol
benriickstand mit einem 
geringen Uberschu13 2 n
Schwefelsaure versetzt und 
mit W asserdam pf destilliert Abb.30. Destillierapparat fiir analytische Zwecke. 
(EinfUhrungsrohr fUr den 
Wasserdampf eingesetzt); genau 220 ccm Destillat (B) in einem 
Ma13kolben aufgefangen; dieses Destillat enthiilt Essig - und 
Buttersaure (eventueIl Ameisensaure). 

Bestimmung von Athanol und Butanol 2• 5-8 ccm yom DestillatA 
(maximal 15 mg Gesamtalkohole enthaltend) in eine Probe
rohre (aus Jenaer Glas oder Pyrex-Glas, Dimensionen 20 X 200 mm) 
gebracht, 10 cern Oxydationslosung (bestehend aus gleichen Teilen 
einer genau 3 n-Kaliumbichromatlosung und einer genau 10 n
SchwefelsaurelOsung, unter Anwendung von CO2-freiem Wasser 
hergesteIlt) zugesetzt; Volumen mit CO2-freiem Wasser auf 25 ccm 
gebracht, mit einem festsitzenden Gummistopsel verschlossen. 
5 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, dann unter der Wasser
leitung abgekiihlt, Siedesteinchen zugesetzt und mit dem Kiihlrohr 
(Durchmesser 8 mm) der Mikrodestillationsapparatur (vgl. Abb. 31) 
verbunden. Destillation unter voIlig konstanten Bedingungen durch
fiihren (Manometer mit Druckregler): Zweimal je 10 ccm Destillat 
in je 6-7 Minuten auffangen. Jede Fraktion sodann mit 

1 1m Prinzip gemaJ3 den Angaben von JOHNSON, PETERSON und 
FRED: J. of bioI. Chern. 101, 145 (1933). 

2 Nach der Mikromethode von JOHNSON: Ind. Chern., Anal. Ed. 4, 
20 (1932). 
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CO2-freiem Wasser in einen 50 ccm-ERLENMEYER-Kolben spiilen 
und mit 0,02 n-Barytlauge aus einer Mikrobiirette titrieren; als 
Indikator Phenolrot (0,1 g in 2,85 ccm nj10-Natronlauge gelOst, 
auf 500 ccm aufgefUllt). Endpunkt: dauernde Rosafiirbung. 

Berechnung del' Werte fUr Butanol (B) und Athanol (E) in mg: 
B _1,334 a-b E _ a-0,098 B 

- 0,0975' - 0,07.58 ' 
a = ccm n/10-Barytlauge (Faktor del' 0,02 n-Barytlauge beriick
sichtigen) del' ersten Fraktion, b del' zweiten Fraktion. Von a und b 
~st noch del' Wert del' Blindtitration abzuziehen (etwa je 0,01 ccm), 
ferner von a fUr je 5 mg Aceton in del' Probe del' Wert 0,011 abzu
ziehen und von b del' \Vert 0,013. Nach Berechnung del' mg-Mengen 

Abb. ~1. Mikrodestillationsapparatur. 

B und E ist von Enoch del' dem Acetylmethylcarbinol entsprechende 
Wert abzu,,:~ehen (88 mg Acetylmethylcarbinol = 120 mg Essigsaure 
;;= 92 mg Athanol, daher 1 mg Acetylmethylcarbinol = 1,045 mg 
Athanol). 

Acetonbestimmung 1 : 10-15 ccm Destillat A (etwa 10-20 mg 
Aceton enthaltend), 50 ccm n-NaOH in einer GlasstOpselflasche 
gemischt, nach 5 Minuten Stehen 25 ccm nj10-JodlOsung unter 
dauerndem Umschiitteln in kleinen Portionen zuflieBen gelassen. 
Flasche verschlossen, 3 Minuten kriiftig geschiittelt, 20 Minuten 
stehen gelassen, 25,5 ccm 2 n-H2S04 zugefiigt (lackmussauer) 
und mittels 0,05 n-ThiosulfatlOsung (Faktor auf nj10-Losung be
rechnet) in iiblicher Weise titriert. Differenz ergibt den Jod
verbrauch. 1 ccm nj10-JodlOsung = 0,967 mg Aceton 2• Der Wert 
fUr Acetylmethylcarbinol ist zuvor abzuziehen, und zwar 1 mg 
Acetylmethylcarbinol = 0,909 ccm nj10-Jodlosung 3 • 

1 Nach del' MESSINGER-Methode, verbessert von GOODWIN: 
ArneI'. Soc. 42, 39 (1920). 

2 Gema13 del' Reaktionsgleichung: 
CHao CO. CHa + 6J2 + H 20 =2CHJa + CO2 + 6HJ. 

a Auf Grund del' Reaktionsgleichung: 
CHa .CO .CHOH .CHa + 8 J 2 + 2 H 20 = 2CHJa + 2 CO2 + 10HJ ent
spricht 1 ccm n/10-Jodlosung 1,1 mg Acetoin (8,8/8). 
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BestimmunU von Acetylmethylcarbinol: 10-20 cern des 
Destillates A wie in Ubung 16a behandeln(vgl. S. 147). 

- Bestimmung des 2,3-Butylenglykols: Ein aliquoter Teil der 
ursprunglichen Probe wird wie in -Cbung 27 c weiter behandelt 
(vgl. S. 181). 

Bestimmung von Buttersaure und Essigsaure 1: 20ccm yom 
Destillat B zur Bestimmung der Gesamtaciditat (Titration mit 
n/l0-LlOtuge gegenPhenolphthalein, Wert a); 200 cern plus 10 cern 
Waschwasser werden der Halbdestillation unterworfen (vgl. S. 173 
und 174) und genau 105 cern in 65Minuten abdestilliert und wie 
oben titriert (Wert b). 

Berechnung der 'Verte fiir Buttersaure (= B) und Essigsaure 
( = E) in cern nj20-Lauge auf Grund der Gleichungen 2: 

E + B = a und 0,366 E + 0,74 B = b, darans ergibt sich 
B = b - 0,366 a d E = -B 

0,374 un a. 
Zu den erhaltenen Werten wird noch 10% dazugerechnet, urn die in 
der Gesamtmenge vorhandenen Werte zu erhalten. 1 ccm nj20-Lauge 
= 4,4 mg Buttersaure bzw. 3 mg Essigsaure. 

Umrechnung der Analysenwerte in Glucoseaquivalente. Auf Grund 
der Garungsgleichungen entspricht 180 mg Glucose = 58 mg Aceton, 
88 mg Buttersiiure, 76 mg Butanol, 120 mg Essigsaure, 92 mg Athanol, 
88 mg Methylacetylcarbinol. Der jeweils gefundene Wert in mg ist 
«;laher mit dem betreffenden Faktor zu multiplizieren, um die mg
Aquivalente Glucose zu erhalten (so ergibt sich z. B. fUr Aceton 
der Umrechnungsfaktor 180:58 = 3,1). 

c) Vergiirung Ullter gleichzeitiger Bildung von Isopropyl. 
alkohol. Durchfuhrung eben so wie -Cbung 29 b. Impfung mit 
einer garkraftigen Kultur eines geeigneten Bakteriums 3, z. B. 
Clostridium butyricum. Bestimmung der Garprodukte nach Be
endigung der Garung, und zwar nach dem gleichen Analysen
gang wie zuvor. Ferner bestimmt man Isopropylalkohol im 
DestillatA infolgender Weise: 10--15 cern des Destillates werden 
ebenso wie bei der Butanol- und Athanolbestimmung. oxydiert 
(3 Minuten). Aus der Oxydationsmischung wird dann etwa die 
Halfte des Volumens abdestilliert und die Acetonbestimmung 
wie zuvor vorgenommen. Der fur das praformierte Aceton er-

1 1m Prinzip gemaJ3 der Halbdestillationsmethode von VmTANEN 
und PULKI: Amer. Soc. 50, 3138 (1928). 

2 Die Faktoren 0,366 und 0,74 ergeben sich auf Grund der em
pirischen Feststellung, daJ3 innerhalb gewisser Konzentrationsgrenzen 
bei der Halbdestillation 36,6% Essigsaure und 74% Buttersiiure 
iibergehen. 

3 Vgl. LANGLYKKE, PETERSON und Me COY. J. Bacter. 29, 333 (1935). 
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haltene Wert ist VOn dem gesamten Aeeton-Wert abzuziehen. 
Die Differenz entsprieht dem aus dem Isopropylalkohol er
haltenen Aeeton. (Von dem urspriinglich vorhandenen Iso
propylalkohol erfaBt man dabei nur etwa 85%' so daB noch 
mit einem Korrektionsfaktor zu multiplizieren ist). 

d) Priiparativer Giirversuch (unter analytiseher Kontroile des 
Garverlaufes). Vorbereitung derlmpfkultur: 20 ccm einer 6%igen 
Kornmaischekultur des Bakteriums (wie bei b) in 200 cem der 
gleichen Maische eingeimpft; nachdem Garung eingesetzt hat 
(etwa 24 Stunden) wird diese Probe in 21 der gleichen Maische 
iibertragen und nach weiteren 24 Stunden diese Impfkultur zu 
der fUr die Garung bestimmten 6-8%igen Kornmaische (251) 
zugesetztl. Aile Maischen gut sterilisiert (Autoklav), Mikro
skopische Kontroile aller Impfkulturen. Garapparatur vgl. Abb. 8, 
S, 73 (Beniitzung einer Waschflasche mit Sinterglaseinsatz auBer
halb des Garraumes). Glasballon sowie Kiihler vor dem EinfiilIen 
der Maische desinfiziert (mit einer etwa 0,1 %igen Sublimat
Wsung gut ausgespiilt und mit sterilem Wasser griindlich nach
gewaschen). Etwa % Stunde nach dem Impfen setzt Garung 
ein, nach einigen Stunden ist dieselbe kraftig in Gang. 2-3mal 
taglich wird durch kriLftiges Umschwenken durchgemischt. Nach 
3 (eventuell 4) Tagen ist die Garung in der Regel beendet. 

Analytiscke Kontrolle des Giirverlaufes. Je 100 ccm des Gar
gutes werden nach 24 Stunden (nach kriiftigem Umschiitteln) 
und sodann in Intervailen VOn je 8 Stunden mittels einer langen 
Pipette entnommen. Noch zweckmaBiger ist es, wenn gleich ein 
oben rechtwinkelig abgebogenes Rohr, das unten bis in die Fliissig
keit reicht, einsetzt; an das obere Ende schlieBt man zwecks 
Probeentnahme eine Saugeprouvette an. - Die Proben werden 
wie in Beispiel b analysiert. Ergebnisse in Form von Kurven 
wiedergegeben2 (vgl. Abb. 32, die den VerIauf einer normalen 
Butanol-Acetongarung zeigt 3). 

1 Mit gleichem Erfolg kann auch Kartoffelmaische vergoren werden, 
die etwa 6-8%ig an Trockensubstanz ist (360-500 g Kartoffeln zur 
Herstellung von 1 1 Maische). Ebenso eignet sich Weizen- oder 
Maisschrot. 

2 Beirn Sinken der Aciditat wird zunachst fast aussehliel3lich 
Aeeton gebildet, erst spater aueh Butanol, dessen Bildung jedoch 
weiter geht, wahrend die Acetonbildung schliel3lieh aufhort. Dies ist 
auch yom PH -Wert abhangig; Aceton entsteht besonders beim PH < 4,5, 
Butanol um PH 5 herum; grol3ere .Anderungen im PH im einen oder 
anderen Sinn fiipren zu anormaler Garung. Entstehung von Neben
produkteIi (wie Athanol) anscheinend gegen Ende der Garung. 

3 W. H. PETERSON und E. B. FRED: Ind. Eng. Chem. 24, 237 (1932). 
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Technische Kontrolle des Giirverlaufes: Probenentnahmen in 
den gleiehen Zeitintervallen wie zuvor. 10 cern direkt mit nJ20-
Lauge titriert, 40 eem filtriert und spezifisehes Gewieht festgestellt 
(bei 6%iger Maisehe anfangs etwa 50 BUg., am Ende der Garung 
etwa 0,50) 1. 

Priiparative Aufarbeitung: 2 Gargut in Portionen von 6-71 
aus einem 10 1 fassenden Rundkolben unter Benutzung einer 
WIDMER-Kolonne destilliert (vgl. Ubung 7 e, S. 112). Destillat 
in zwei Fraktionen zu etwa je 2-2,5 1 aufgefangen. Butanol-
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Abb. 32. Verlauf der Butanol-Acetongarung. 

sehiehte von der ersten Fraktion abgehoben und waBrigen Anteil 
mit der zweiten Fraktion vereinigt. Naeh dem Neutralisieren 
mit Soda destilliert man fiber eine WIDMER-Kolonne, fangt wieder 

1 Das Schwinden der Aciditat ist unerlaJ3liche Bedingung einer 
guten Vergarung. Bleibt die Aeiditat erhalten, infolge Anwesenheit 
fremder Bakterien oder aus irgend einem anderen Grund, so findet 
keine oder nur geringfUgige Bildung von Butanol und Aceton statt. 
Die Aciditat steigt auf etwa 9 ccm n/20-Lauge fiir 10 ccm Probe, 
sinkt dann rasch auf etwa 4 ccm und steigt spater wieder an [vgl. 
z. B. PETERSON und FRED: Ind. Chern. 24, 237 (1932)]. Bei der 
Vergarung von Kartoffehnaische liegen die Werte in der Regel 
wesentlich hoher (Absinken bis auf etwa 10 cern n/10-Lauge fUr 
10 cern Probe). 

2 Nach Versuchen von J. JAKOWATZ: Diss., Prag 1938. 
Bernhauer, Glirungschemisches Praktikum, 2. Auf!. 13 
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zwei Anteile auf und hebt die Butanolschicht abo Die beiden 
Fraktionen werden dann getrennt weiter destilliert und die 
zueinander gehorigen Anteile jeweils vereinigt. Durch Aussalzen 
mit Pottasche scheidet man weitere Mengen Butanol abo SchlieB
lich erhalt man folgende Fraktionen: reines Aceton (Kp 56°, 
d = 0,792), Zwischenlauf (enthaltend Aceton, Athanol, Butanol 
und Wasser) und reines Butanol (Kp 117°, d = 0,804). AuBer 
dem Siedepunkt bietet auch die Bestimmung des spezifischen 
Gewichtes ein Kriterium fUr die Reinheit der Fraktionen. 

Identifizierung des Acetons als p-Nitrophenylhydrazon 1 oder 
als Dibenzalaceton 2 • 

Identifizierung des Butanols als 3,5-Dinitrohenzoylester 3. 

Zur Gewinnung der Siiuren kann der oben erhaltene alkalische 
Anteil und der urspriingliche Destillationsriickstand dienen. N ach 
dem Ansauern mit Phosphorsaure 4 wird destiIIiert und etwa 
8-10 I DestiIIat aufgefangen. Dieses wird mit CaCOa und Kalk
milch neutralisiert (PH 7,3), das Filtrat am Wasserbad zur Trockne 
verdampft, der Riickstand gut pulverisiert und bei 120° getrocknet. 
In einem Destillierkolben versetzt man denselben schlieBIich mit 
der berechneten Menge konzentrierter Schwefelsaure und destilliert 
nach gutem Verriihren aus einem Olbad. Das Destillat wird dann 
noch fraktioniert destilliert (vorwiegend, manchmal ausschIieBIich 
Essigsaure, eventuell etwa Buttersaure). 

Anhang I: Theoretisches. 

Fur die Butanol-Aceton-Garung ist charakteristisch, daD sie nur 
bei Anwendung naturlicher Substrate erfolgreich durchgefiihrt werden 
kann. Aber auch da sind nicht aIle Substrate geeignet. So werden 
Hafer- und Gerstenmaischen nicht oder nur sehr schwach vergoren. 
Dies hangt mit dem Fehlen eines Aktivators zusammen, der sich als 
l-Asparagin erwies· und durch den der Starkeabbau sehr erleichtert 
werden solI. Fiir die Durchfiihrung der Garung mittels CI. acetobutyli
cum in synthetischem Medium ist neben Asparagin noch der Zusatz 
eines thermostabilen, aus Mais und besonders aus Hefeautolysat 
erhaltlichen Aktivators erforderlich. Derselbe kommt jedoch nur in 
Gegenwart von Asparagin voll zur Wirkung 6• Vielleicht handelt 
es sich dabei aber nicht urn einen Garungsaktivator, sondern urn 
einen Wuchsstoff. 

1 B. 26, 1306 (1893); J. bioI. Chern. 4, 235 (1908). 
2 CONRAD und DOLLIVER: Org. Synth. 12, 22 (1932). 
3 Helv. 9, 799 (1926); Am. Soc. 1)1, 3426 (1929); 04,3762 (1932). 
4 Schwefelsaure ist bei langerer Dampfdestillation etwas fliichtig. 
5 TATUM, PETERSON und FRED: J. BioI. Chern. 27, 2 (1933); 29, 6 

(1935). 
6 WEIZMANN und ROSENFELD: Bioch. J. 31, 619 (1937). 
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Bedingungen der Butanol-Aceton-Garung: Von wesentlichem Ein
HuLl auf die Zusammensetzung del' entstehenden Garprodukte ist 
auLler del' Art derverwendeten Organismen besonders die Temperatur. 
Bei Erhohung derselben bis 40 ° sinkt die Ausbeute an Losungsmitteln 
betrachtlich (VOl' aHem die an Butanol). Bei tieferer Temperatur 
(etwa 30°) wird die Ausbeute erhoht, die Gardauer aberverlangertl. 

Anhang II: Technologie der Butanol-Aceton- Garung. 

AU8gangsmaterial: Am bestenReis (da bakteriologischam reinsten), 
sodann Mais, Getreidearten, Kartoffeln, Melasse u. a. zucker- odeI' 
stiirkehaltige Rohstoffe, insbesondere minderwertige, zur Verfiitterung 
nicht geeignete Materialien. Auch Sulfitablauge aus Buchenholz 2 so
wie Molke 3 erwiesen sich als geeignet. 

Garung8erreger. Besonders Chlostridium aceto - butylicum (in 
franzosischen und U.S.A.-Fabriken). Ob die vielen anderen butylo
genen Bakterien (die abel' meist nul' relativ geringe Butanolausbeuten 
liefem) von den industrieH verwendeten Bakterien wesensverschieden, 
odeI' ob die letztgenannten nur an den Niihrboden angepaLlt bzw. 
aufgeziichtet sind, ist schwer zu entscheiden. Von groLler Wichtigkeit 
ist die bakteriologische Reinhaltung del' Apparate im Betrieb, da 
die normale Giirung durch fremde Organismen unterdriickt werden 
kann. Diese Aufgabe ist oft sehr schwierig, da die zur Verwendlmg 
kommenden Materialien zumeist stark infiziert sind, und zwar oft 
mit Bakterien, die gleichfalls sehr widerstandsfiihige Sporen besitzen. 
Kulturen und Maischen sind tiiglich auf bakteriologische Reinheit lmd 
Giirvermogen zu priifen. 

Fabrik8betrieb. Mais fein gemahlen, mit Wasser angeriihrt, durch 
Erhitzen unter Druck sterilisiert (1 Y2-2 Y2 Atm., 45-90 Minuten) 
und Stiirke verkleistert. StiirkelOsung 6-8%ig. Maische bei 37° 
mit Giirfliissigkeit aus einer vorangehenden Charge geimpft (die Impf
kulturen sollen in voller Giirung sein, abel' noch keine groLleren 
Mengen Aceton und Butanol bilden); in groLlen, geschlossenen Giir
bottichen (mit je etwa 500 hI Maische (odeI' auch mehr). Giirungs
eintritt innerhalb 2-3 Stunden. Gasentwicklung durch Gasziihler 
kontrolliert (Kriterium fiir den Giirverlauf). Weitere Kontr.9He des 
Giirverlaufes: Aciditiit und spezifisches Gewicht (vgl. Ubungs
beispiel d). Eine 6%ige StiirkelOsung ist nach etwa 40 Stunden 
vergoren. Butanol-Aceton-Gehalt 2-2 Y2 %. Destillation del' Maische 
in den iiblichen Kolonnenapparaten; erstes Destillat etwa 50%ig an 
Giirprodukten. Trennung durch drei weitere Destillationen (vgl. oben). 
Gewinnung del' durch das Gas mitgerissenen Anteile (10 g pro 1 cbm 
Gas) : Adsorption an aktivierter Holzkohle und Freilegung durch 
Dampf. Ausbeuten: aus 100kg Stiirke etwa: 22,5kg Butanol, 
11 kg Aceton, 2,7 kg Nebenprodukte (insbesondere Athanol, abel' 
auch Isopropylalkohol und Methyl-Athyl-Keton); 100 Teile des End
produktes bestehen aus 62% Butanol, 30,5% Aceton, 7,5% Neben
produkten; gleichzeitig entwickeln sich 36 cbm CO2 und 24 cbm H2 
(gemessen bei Giirtemperatur). 

1 A. J. MANTEUFEL und W. J. ANTYSCHEWA: Mikrobiologija 6, 
903 (1937). 

2 DRP. 659389 (1938). - C. 1938, II, 2198. 
3 Norw. P. 59613 (1938). - C. 1938, II, 2857. 

13* 
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30. Ubung: 

Die Buttersauregarung. 

a) Analytischer Garversuch. 100 cern 10%ige sterile Korn
schrotmaisehe naeh Zusatz von 5 g CaC03 mit 10 cern einer 
garkraftigen Maisehekultur des Bae. butylieus, geimpft, nach dem 
Sattigen mit CO2 mit einem Hg-Garaufsatz verschlossen; bis zum 
Aufhoren der Gasentwicklung bei 400 garen gelassen. Bestimmung 
der Garprodukte wie in Ubung 29b; und zwar yom Destillat A 
(100 cem) 20 cem fUr die Butanol-Athanolbestimmung (mit nur 
5 cern OxydationslOsung), sonstige Bestimmungen eventuell naeh 
qualitativen Priifungen vernachlassigen. Vom Destillat B (dureh 
erschopfende Destillation erhalten, etwa 250 cem) wird eine 
Probe titriert (ergibt Gesamtsaure). 

Identifizierung der Siiuren. Destillat B wird genau mit Natron
lauge neutralisiert, auf etwa 30 cern eingedampft und mit je 10 cern 
einel' 10%igen SilbernitratlOsung fraktioniert gefallt (etwa fiinf 
Fraktionen, jeweils abgesaugt, Filtrat weiter gefi:illt); zuerst fallt 
buttersaures Silber, zum Sehlu13 essigsaures Silber. Infolge An
wesenheit von Ameisensaure tritt schlieBlich meist Schwarzung der 
Ag-Niedersehlage ein. Reinigung der Fraktionen: In etwas Wasser 
IOsen, 1-2 Stunden unter Riickflu13 koehen, filtrieren, Filtrat 
eventuell einengen; Krystallisation der reinen Salze. Schlie13lieh 
werden die Anteile getroeknet und gewogen. Von der ersten 
und letzten Fraktion Ag-Bestimmungen. Ag-Butyrat enthiiJt 
55,37% Ag, Silberaeetat 64,67% Ag. 

Bestim,m,ung der Milchsiiure (im Riickstand naeh dem Ab
destillieren der fliiehtigen Sauren) wie in Ubung 22 a (S. 160). 

b) Praparativer Garversuch. 600 g Kornsehrot mit 6 I Wasser 
eingemaiseht, im Autoklaven sterilisiert, bei 400 in die Gar
apparatur (wie in Ubung 22 b) eingefiilIt, Zusatz von 300 g steriler 
Sehlammkreide, Impfung mit 500 cern einer in kraftiger Garung 
befindliehen Misehkultur der Buttersaurebakterien (gewonnen 
aus Heuaufgu13) auf dem gleiehen Nahrboden; taglieh wird des 
Ofteren das CaC03 kraftig aufgeriihrt. Garung naeh 10 bis 
12 Tagen beendet. Etwa aIle 2 Tage Entnahme von 20 cern Probe 
und Bestimmung des Ca-Gehaltes im Filtrat (gegen Ende der 
Garung Priifung auf Starke sowie Reduktionsvermogen). Bei 
Garungsabbruch 100 eem zur Bestimmung der einzelnen Garungs
produkte wie in Ubung 29 b entnehmen. 

Aufarbeitung. Ausgegorene Maisehe mit etwas Calciumhydr
oxyd bis zur schwaeh alkalis chen Reaktion versetzt und unter 
Benutzung einer WIDMER-Kolonne 1000 cern abdestilliert. Riick-
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stand filtriert und im Vakuum stark eingeengt. Krystalli
sation des Ca-Butyrates in der Hitze; aufgekocht und abgesaugt, 
mit etwas heiBem Wasser nachgewaschen. Mutterlauge enthii.1t 
neben Resten von Ca-Butyrat die Ca-Salze anderer Sauren; mit 
Soda das Ca vollstandig als CaCOa ausgefallt, Filtrat mit 50%iger 
Schwefelsaure angesauert und mit Ather erschopfend extrahiert. 
Extrakt mit gegliihtem Glaubersalz getrocknet, Ather abdestil
liert, Riickstand fraktioniert destilliert. Falls man die hOheren 
Fettsauren gewinnen will, werden die aus einer Anzahl gleich
artiger Versuche in analoger Weise erhaltenen Riickstande ver
einigt. Aus 4 kg Glucose erhielten NEUBERG und ARINSTEINI 

35 g hOhere Fettsauren (Capron-, Capryl-, Caprinsaure). 

Anhang: Technologie der Buttersauregarung. 
Ausgangsmaterialien und Maischebereitung. Billige Starkesorten 

(Kartoffel, Reis, Mais, minderwertiges Mehl u. a. Materialien 2) sowie 
Melasse. Starke durch Erhitzen mit Wasser auf 1000 verkleistert und 
wie bei der Spiritusbereitung mit Malz bei 57 - 60° verzuckert (Kon
zentration der Losung entsprechend 10% Starke); besonders bei der 
Vergarung von Melasse setzt man noch N -haltige Nahrstoffe zu (Aus
ziige aus Kleie, Malzschrot, Pepton; auch anorganische Salze). Zusatz 
von 50-60% Schlammkreide (bezogen auf Starke oder Zucker). 

Bakterien. Bei Anwendung einheitlicher Bakterien-Reinkulturen 
findet meist nur trage, bald aufhorende Garung statt. Bei spontaner 
Vergarung sind die Ausbeuten schwankend; daher Verwendung natiir
licher Reinzuchten, d. L!: Anreicherungen von Bakteriengemischen, 
die durch wiederholtes Uberimpfen besonders widerstandsfahig und 
wirksam gemacht werden. 

Garproze[J und Garprodukte. Man beniitzt groJ3e holzerne Bottiche. 
die mit Riihrwerk versehen sind, Temperatur 35-40°. Taglich wird 
mehrmals die Schlammkreide aufgeriihrt; Entweichen von CO2 und 
H 2 • Ende der Garung nach 8-10 Tagen. Garprodukte: Neben Butter
saure (etwa 35% der Starke) entsteht stets Milchsaure und je nach 
der Art der Bakterien und Maische wechselnde Mengen Es~igsaure, 
Propionsaure, Valeriansaure, Capronsaure, Bernsteinsaure, Athanol, 
Butanol, Amylalkohol usw. 

Gewinnung der Buttersaure. Die vergorene Maische wird filtriert und 
im Vakuum eingeengt: Abscheidung von Ca-Butyrat; Isolierung und 
Trocknung; mit der berechneten Menge Schwefelsaure (660 Be) um
gesetzt, Rohbuttersaure im Vakuum abdestilliert und durch Frak
tionieren gereinigt (Umsetzung des Ca-Butyrates kann auch mi~. kon
zentrierter HCI erfolgen; die Buttersaure schwimmt dann als 01 auf 
der CaCl2-Lauge und ist mit kleinen HCI-Mengen verunreinigt, Destil
lation iiber Na-Butyrat). Herstellung chemisch-reiner Buttersaure iiber 
dasCa-Salz (aus der Fraktion Kp. 160-165°). ReinigungundZerlegung 
desselben; oder iiber den Athylester, Fraktionierung und Verseifung. 

1 Vgl. NEUBERG und ARINSTEIN: Biochem. Z. 117, 269 (1921). 
2 So wurde z. B. auch die Schlempe der Butanolgarung als Material 

fUr die Buttersauregarung vorgeschlagen: E. P. 489170 (1938). -
C. 1938, II, 2857. 
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31. Ubung: 

Zwiscbenprodukte der Butylgarungen. 

a) Festlegung von Buttersaure und Essigsaure bei der Butanol
Accton-Garung. 100 ccm 6%ige Kornschrotmaische ebenso wie in 
Ubung 29 b, aber mit 3 g CaC03 nach dem Sterilisieren mit 2 ccm 
einer garkriiftigen Kultur von Clostr. acetobutylicum oder Clostr. 
butylicum (u. a.) geimpft; bis zum Aufhoren der Garung bei 37° be
lassen .. Bestimmung der Garprodukte wie in Ubung 29b und zwar: 

Butanol-A.thanol-Bestimmung mit 10-15 ccm Destillat A, 
Acetonbestimmung mit 20-30 ccm, Acetoinbestimmung mit 
20-30 ccm Destillat A. 

Buttersaure-Essigsaure-Bestimmung (Destillat B 250 ccm): 
Gesamtaciditat in 10 ccm bestimmt, 50 ccm auf 200 ccm ver
diinnt und Halbdestillation in iiblicher Weise durchgefiihrt. 

Milchsaurebestimmung (im Riickstand der Sauredestillation) 
wie in Ubung 22a. 

In Gegenwart von CaCOa ist die Gesamtmenge der Butyl
produkte (Buttersaure und Butanol) erheblich groBer als in 
Abwesenheit desselben; hinsichtlich der "Acetonprodukte" 
(Aceton, Essigsaure, A.thanol, Acetoin) ergibt sich ein umgekehrtes 
Verhalten 1. 

b) Umwandlung von Buttersaure in Butanol. Acht Ansatze mit 
je 50 ccm 6%iger Kornschrotmaische in passenden Kolben mit 
GarverschluB in iiblicher Weise vorbereitet und geimpft. Nach 
dem kraftigen Angaren (etwa nach 24-36 Stunden) wird zu vier 
Kolben je 1 ccm n-Buttersaurelosung (je 88 mg) zugesetzt, zu den 
anderen vier Kolben je 1 ccm Wasser. Nach der Beendigung der 
Garung werden jeweils die vier Parallelversuche vereinigt (zur 
Ermittlung der Durchschnittswerte) und auf 500 ccm aufgefiillt. 
100 ccm entnommen und wie in Ubung 29 b genau durchanaly
siert. Werte auf Glucoseaquivalente umgerechnet. Ein Vergleich 
der mit und ohne Buttersaurezusatz gewonnenen Ergebnisse zeigt 
die Umwandlung der Buttersaure in Butanol an (meist 80--90%). 

c) Abfangung von Acetaldebyd bei der Buttersauregarung 2• In 
einem 5 l-Kolben werden 100 g technische Glucose, 40 g CaC03 , 

4 g Pepton, 4 g K 2HP04 und 1,2 g MgS04 in 31 Leitungswasser 
sterilisiert und sodann mit 11 einer 20%igen Losung von krystal
lisiertem Natriumsulfit versetzt. Nach dem Impfen mit 40 ccm 
einer garkriiftigen Reinkultur des Bac. butylicus Fitz wird bei 

1 Vgl. BERN-HAUER, IGLAUER, GROAG und KOTTIG: Biochem. 
Z. 287, 61 (1936). 

2 Vgl. NEUBERG und ARINSTEIN: Biochem. Z. 117, 269 (1921). 
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36-38° garen gelassen. Nach etwa 2 Tagen wird Bakterienwachs
tum sichtbar. Nach 10-20 Tagen wird der Versuch aufgearbeitet. 
Zugleich wird ein Parallelversuch, aber ohne Zusatz von Sulfit 
durchgefiihrt. 

Bestimmung des noch unverbrauchten Zuckers und des Acet
aldehyds vgl. S. 119; ferner des entstandenen Alkohols durch 
Destillation eines aliquoten Teiles des noch unveranderten Gar
gutes; in einem anderen Teil des Destillates bestimmt man den 
Acetaldehydgehalt und sodann die Summe von Acetaldehyd und Al
kohol nach der Oxydationsmethode und Titration der entstandenen 
Essigsaure (vgl. S.112 und 189). Vom Gesamtwert wird dann 
der dem Acetaldehyd entsprechende Wert abgezogen. Bestimmung 
der entstandenen Essigsaure nach dem Entfernen der fliichtigen 
neutralen Anteile und des Sulfits (Oxydation zu Sulfat) durchDestil
lation des angesauerten Riickstandes und Titration des Destillates. 

Wahrend bei der normalen Vergarung hauptsachlich Butter
saure entsteht, wird bei der Sulfitgarung viel Essigsaure (etwa 
20%) und Alkohol (etwa 13%) neben dem abgefangenen Acet
aldehyd gebildet (etwa 7-8%, aIle Zahlen beziehen sich auf 
verbrauchten Zucker). 

Anhang: Typen und Chemismus der Butylgarungen. 
Vorlaufige Unterscheidung von zwei Garungstypen: Buttersaure

garung (die entweder als reine Buttersauregarung, oder als Butter
saure-Essigsaure-Garung oder als Buttersaure-Propionsaure-Garung 
auftritt) und Butanolgarung (die als Butanol-Aceton-Garung, als 
Butanol-Isopropanol-Garung, als Butanol-Athanol-Garung und in 
anderen Formen auf tritt, je nach der Art der Garungserreger). 

1. Buttersauregarung. Fiir den Chemismus ist charakteristisch die 
Annahme einer Aldolkondensation von zwei Molekiilen Acetaldehyd 
oder Brenztraubensaure und Umlagerung des Aldolisierungsproduktes 
in Buttersaure. 

Garungsgleichung: 
CSH120 6 = CH3. CH2 . CH2 • COOH + 2 CO2 + 2 H2. 

Garung88chema, in Ubereinstimmung mit Bilanzversuchen 1: 
C6H1206-~2 CH3.CO.CH(OH)2-~ 2CH3.CHO + 2H. COOH-~ 

Methylglyoxalhydrat 1+ H'~~CH3' CH(O:H:)2~ I
, I 2 CO .. + 2 H2 

CH3·COOH+H2 

-----------------~ 

-} 
CH3. CHOH. CH2 • CHO ~ CH3. CH: CH. CH(OH)2 ~ 

Acetaldol Crotonaldehydhydrat 
CH3. CH2. CH2. COOH 

Buttersaure 
1 DONKER: Diss. Delft 1926. - Vgl. auch KLUYVER und DONKER: 

Chem. Zelle 13, 134 (1926). 
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Das Schema ist im wesentlichen hypothetischer Natur; die Bildung 
von Acetaldehyd konnte namlich auch tiber Brenztraubensaure 
fiihren; die Bildung und Umwandlung des Acetaldols ist unbewiesen 1 ; 

vgl. auch den Weg tiber Brenztraubensaurealdol (siehe Tab. XIX) 2. 
Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang auch die 
Bildung hoherer Fettsauren (Capron-, Caprin- und Caprylsiiure) bei 
der Buttersiiuregiirung aus Glucose (vgl. auch S.197) sowie die BiIdung 
sehr erheblicher Mengen Capronsiiure neben Buttersiiure und Essig
siiure bei der Einwirkung von Methanbakterien auf Athylalkohol, 
wobei der Weg tiber Acetaldehyd sehr naheliegend erscheint (vgl. S. 214). 
Von Interesse ist femer die Umschaltung der Buttersauregarung in 
Milchsauregarung in Gegenwart von CO, wobei die Milchsaure als 
Hauptgarungsprodukt ehtsteht 3. 

N ach neueren Anschanungen 4 konnte die Bildung der Buttersiiure 
auch iiber Acetessigsiiure erfolgen, das obige Giirungsschema muBte 
dann in folgendem Sinne geiindert werden: 

C6H 120 a + 2 H 20 ~ 2 CHa. COOH + 2 CO2 + 4 H2 
2 CHa.COOH ~ CHs.CO.CH2 .COOH + H 20 

CH •. CO.CH2.COOH + 2H2~CHa.CH2.CH2.COOH + H 20 
Umwandlung von ,8-0xybuttersiiure in Buttersaure konnte allerdings 
nicht beobachtet werden. Bildung und Umwandlung von Zwischen
produkten (vgl. Tab. XIX). 

Tab'elle XIX. 

Mogliche I Bildung, Ahfangung und 
Zwischenprodukte Anhaufung derselben 

Milchsaure I' etwa 10% bei der Glucose-I 
vergarung5, in Gegenwart von 

CO als Hauptprodukt s 

Brenztrauben
saure 

Acetaldehyd 

Brenztrauben
saurealdoI 

I Abfangung bei der Sulfit- I 
garung (bis etwa 16 % d. Th.)6 

I I 

Umwandlung 
derselben 

in Essigsaure und 
Ameisensaure 6, 

in Essigsaure und 
Buttersaure 4 

in Buttersaure 6 

1 JANKE und SJEDLER: Bio. Z. 292, 101 (1937) beobachteten 
lediglich Bildung von 0,8% Buttersiiure bezogen auf Acetaldol unter 
der Einwirkung einer Bakteriensuspension (innerhalb 24 Tagen). 

2 In diesem Zusammenhang erscheinen auch die neuen Befunde 
von MEYERHOF, LOHMANN und SCHUSTER [Biochem. Z. 286, 297 
(1936)] tiber die fermentative Aldolkondensation von Dioxyaceton
phosphorsaure mit Acetaldehyd unter der Einwirkung der Aldolase 
von groBem Interesse, da vielleicht ahnliche Vorgiinge auch bei der 
Bildung einer Vorstufe der Buttersaure in Frage kommen konnten. 

3 KUBOWITZ: Biochem. Z. 264, 285 (1934). 
4 LANGLYKKE, PETERSON und FRED: J. Bact. 34, 443 (1937). 
5 BUCHNERund MEISENHEIMER: B. 41, 1410 (1908). 
6 NEUBERG und ARINSTEIN: Biochem. Z. 117, 269 (1921). 
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2. Butanol-Aceton-Garung. Chemismus in enger Anlehnung an den 
der Buttersauregarung. Buttersaure und Essigsaure als Zwischen
produkte im Medium auftretend. Besonders bemerkenswert als 
biochemische Reaktion ist die Hydrierung der Buttersaure zuButanol 
(verlauft wohl tiber Butyraldehyd, vgl. unten). 

Garungsgleichungen: 
C6H 120 6 = CHa . CH~ . CH2 • CH20H + 2 CO2 + H 20 

CSH 120 6 + H 20 = CHa . CO . CHa + 3 CO2 + 4 H 2. 

Vergarung von Pentosen ergibt bemerkenswerterweise, daI3 
das Verhaltnis der Garprodukte annahernd das gleiche ist, wie bei der 
Hexosenvergarung. Erklarung durch die Annahme, daI3 der als 
Spaltungsprodukt vermutlich auftretende Glykolaldehyd nicht zu 
Essigsaure abgebaut, sondern zur Synthese von Cs-Kohlehydraten 
verwendet wird 1. Dagegen haben andere Autoren ein abweichendes 
Verhaltnis der Garprodukte festgestellt 2. 

Garung88chema, in Ubereinstimmung mit Bilanzversuchen a. Primarer 
Zerfall: 
C6H1206--~ 2 CHa. CO. CH(OH)2 --~ 2 CHa. CHO + 2 H. COOH. 
Dehydrierungen : 

H . COOH --~ CO2 + 2 H (gibt teilweise gasformigen Wasser
stoff). 

CHa. CHO + H 20 ~ ~ CHa. CH(OHh --~ CHa . COOH + 2 H 
(gibt teilweise gasformigen Wasserstoff). 
Hydrierungen: 

CHa . CHO + 2 H --~ CHa . CH20H, 
CHao CO. CH2 • COOH + 4 H --~ CHa. CHJ • CHfl • COOH * 
CHa. CH2 • CH2 • COOH + 4 H --~ CHa. CH2. CH2 • CH20H *. 

Kondensationen: 
2 CHa . CHO --~ CHa . CHOH . CH2 • CHO --~ 

CHa' CH:CH. CH(OHh--~ CHa . CH2 • CH2 • COOH, 
2 CH3 • COOH --~ CH3 • CO . CH2 • COOH --~ 

CHa . CO . CHa + CO2 , 

Es laI3t sich vorlaufig noch nicht entscheiden, welcher der beiden 
mit * bezeichneten Prozesse den Tatsachen entspricht. Der Weg tiber 
Acetessigsaure ergabe eine leichte Erklarung fUr das gemeinsame 
Auftreten von Butanol und Aceton. Eine gekoppelte Entstehung der 
beiden Produkte solI allerdings nicht in Frage kommen 4. Enzym
chemische Versuche ergaben noch keine Klarung, doch gelang es, 
zu beweisen, daI3 Fettsauren zu Alkoholen durch ein Fermentsystem 
reduziert werden 5. 

1 VAN DER LEK: Diss. Delft 1930. 
2 L. A. UNDERKOFLER und .r. E. HUNTER: In. Eng. Chern. 30, 

480 (1938). 
a DONKER: Diss. Delft 1926; vgl auch VAN DER LEK: Diss. 

Delft 1930; KLUYVER: Erg. d. Enzymforschung 4, 264 (1935). 
4 JANKE und SIEDLER, 1. c. 
5 E. SIMON und CH. WEIZMANN: Enzymologia 4, 169 (1937). 
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Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten (vgI. Tab. XX)_ 

Tabelle XX. 

Mogliche I Bildung, Abfangungu·i 
Zwischenprodukte Anhaufung derselben I 

Methylglyoxal durch Einwirkung 
von Bakterien-
praparaten auf 

Hexosediphosphat 1 

Milchsaure I 
Isolierung geringer 

I 
Mengen 3 

Brenztraubensaure -

Acetaldehyd -

Essigsaure vgI. Acetongarung 

Acetaldol 

Umwandlung 
derselben 

hemmt bereits in Konzen-
trationen von 0,03 % die 

Garung 2 

Verschiebung des Verhalt-
nisses Butanol: Aceton 

auf 84:16 (sonsh 67:33)4 

in Essigsaure, Aceton, 
Acetylmethylcarbinol 
und Butylprodukte 2, 5 

durch aktive Bakterien 
bis iiber 60% in Butanol, 
durch weniger aktive zu 

10-21 % in Butylpro-
dukte, Rest besonders 
in Athanol 6• Zu tiber 
10% in Butylprodukte 7 

vgI. Acetongarung 

entweder giftig 8, od. ohne 
Giftwirkung (0,088 bis 

0,176%), aber keine Um
wandhmg in Garpro

dukte 6 , zu etwa 10% in 
Athanol und Essigsaure 9 

1 PETT und WYNNE: J. of bioI. Chern. 97, 177 (1932); im Prinzip 
gemaB dem NEUBERGSchen Verfahren. 

2 JOHNSON, PETERSON und FRED: J. of bioI. Chern. 101, 145 
(1933). 

3 SPEAKMAN: J. of bioI. Chern. 58, 395 (1923). 
4 Soc. RICARD ALLENET & Cie, Melle: C. 1925, II, 761. 
5 BERNHAUER, IGLAUER, GROAG und KOTTIG: Biochem. Z. 287, 

61 (1936). 
6 BERNHAUER und KiffiSCHNER: Biochem. Z. 280, 379 (1935). 
7 Unter der Ein~~kung von Bakteriensuspensionen; zugleich 

werden tiber 42% in Athanol und Essigsaure umgewandelt (etwa in 
aquimolarem Verhaltnis). VgI. JANKE und SIEDLER, 1. C. 

8 JOHNSON, PETERSON und FRED: J. of bioI. Chern. 101, 145 (1933). 
9 Mittels Bakteriensuspension (allerdings erst nach 24 Tagen), 

JANKE und SIEDLER, 1. C. 
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Tabelle XX (Fortsetzung). 

Mogliche I Bildung, Abfangung u'l 
Zwischenprodukte Anhaufung derselben 

Crotonaldehyd --

{J-Oxybuttersaure nicht auffindbar 2 

! 

Crotonsaure -

Buttersaure Anstieg u. AbfaH bei 
d. normalen Garung3, 4 , 

erhebliche Mengen 
mit CaC03 ·,6 

Butyraldehyd -

Umwandlung 
derselben 

hemmt in Konzen-
trationen von 0,036% 

sofort die Garung 1 

ungiftig, abel' keine 
Umwandlung 

in Garprodukte 2, 1 

in Butanol und Aceton 
in wechselndem Mengen-

verhaltnis 1 

zu etwa 80% in Butanol, 
zu 10% in Aceton 7, libel' 

95% in ButanoP 

libel' 95% in Butanol 
(manchmal auch teilweise 

in Aceton) 1 

3. Butanol-Isopropanol-Garung. Garungserreger: Clostridium felsi
neum 8 und verschiedene Stamme von Butylbakterien 9. Garungs
vorgang noch wenig untersucht. Bei manehen Kulturen bildet sieh 
neben Butanol und Isopropylalkohol nul' wenig Aceton, bei anderen 
entstehen die letztgenannten Produkte in etwa gleicher Menge, bei 
anderen wieder findet sich liberhaupt kein Isopropylalkohol (vg1. 
unter 2). Wieder andere Bakterienstamme bilden Isopropanol wohl 
aus Arabinose, nicht abel' aus Glucose 9. 

Chemismus: Del' Isopropylalkohol entsteht zweifellos durch Re
duktion von Aceton 10; bei h6heren Ausbeuten an Isopropylalkohol 
ist die Menge an Butanol geringer, da dann fiir diesen Vorgang nicht 
genug Wasserstoff zur Verfiigung steht. Bei diesem GarprozeB 

1 BERNHAUER und KURSCHNER: Biochern. Z.280, 379 (1935). 
2 JOHNSON, PETERSON und FRED: J. of bioI. Chern, 101,145 (1933). 
3 SPEKMANN: J. of bioI. Chern. 58, 395 (1923). 
4 VgI. auch REILLY, HICKINBOTTOM, HENLEY und THAYSEN: 

Biochemic. J. 14, 229 (1920). 
• Vg1. z. B. REILLY und HICKINBOTTOM: Chern. Trade J. 65, 331 

(1919); STILES, PETERSON und FRED: J. of bioI. Chern. 84, 437 (1929). 
6 BERNHAUER, IGLAUER, GROAG und KOTTIG: Biochem. Z. 287, 61 

(1936). 
7 SPEAKMAN: J. of bioI. Chern. 41, 319 (1920). 
8 VAN DER LEK: Diss. Delft (1930). 
9 Vgl. LANGLYKKE, PETERSONundMc COY: J.Bacter.29, 333 (1935). 

10 LANGLYKKE, PETERSON U. FRED: J. Bacter. 34, 443 (1937). 
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konnten Methylglyoxal, Brenztraubensaure und Milchsaure erhalten 
werden. In Gegenwart von Natriumbicarbonat werden Sauren an
gehauftl. 

4. Butanol-Athanol-Glirung. Diese Garungsform findet sich bei 
manchen Stammen der Butanol·Aceton-Bakterien starker ausgepragt, 
indem von diesen nur !lehr wenig Aceton erzeugt wird, wogegen 
relativ gro13ere Mengen Athanol auftreten 2. Bekanntlich findet sich 
auch bei der gewohnlichen Butanol-Ac~ton-Garung unter den Neu
tralprodukten stets eine gewisse Menge Athanol. Es sind daher - je 
nach der Art der verwendeten Bakterien - die verschiedensten 
Ubergangsformen bei der Bildung der Garprodukte verwirklicht. 

32. Ubung: 

Die'Ithanol-Aceton-Garung. 

a) Analytischer Garversuch. Genau so durchzufiihren, wie 
Ubung 29 b; Impfung mit garkraftiger Kultur von B. aceto
athylicus oder B. macerans. Garverlauf trager als bei der 
Butanol-Aceton-Garung; Gardauer etwa 6-8 Tage. Analysen
gang prinzipiell analog (Trennung der sauren und nichtsauren 
Bestandteile). 

Bestimmung von Aceton und Acetylmethylcarbinol (im 
Destillat A) ganz analog. 

Bestimmung von Athanol durch Oxydation zu Essigsaure, 
vgl. S. 112. 

Bestimmung von Essigsaure und Ameisensaure: Nach Ent
fernung der neutralen fliichtigen Anteile wird der Riickstand an
gesauert und mit Wasserdampf destilliert (Destillat B); Titration 
ergibt die Gesamtsauren, Ameisensaure wird an einem aliquoten 
Teil gesondert bestimmt (vgl. S. 180). Die Differenz gegeniiber 
der Gesamtaciditat ergibt die Menge an Essigsaure. 

b) Praparativer Garversuch (unter analytischer Kontrolle des 
Garverlaufes). Ebenso wie in Ubung 29d, mit B. acetoathylicus 
oder B. macerans. Zusatz von 10% Schlammkreide (bezogen 
auf den Starkegehalt). Gartemperatur 40-42°; Einsetzen der 
Garung nach 1 %-2 Tagen. Gardauer 6-8 Tage. Taglich des 
6fteren kraftig Umschiitteln bzw. Riihren. 

Analytische Kontrolle des Giirverlaufes: Entnahme von 100 cern 
des Gargutes etwa aHe 16-24 Stunden und wie in a analysieren. 

Techriische Kontrolle des Giirverlaufes. Probeentnahme in den 
gleichen ZeitintervaHen wie zuvor; 10 ccm direkt titriert, 40 cern 
filtriert und spezifisches Gewicht festgesteHt. 

1 O. L. OSBURN, R. W. BROWN und C. H. WERKMAN: J. bioI. 
Chem. 121, 685 (1937). 

2 Vgl. LANGI,YKKE, PETERSON und Me COY: J. ,Bacter. 29, 333 
(1935). 
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Priipara#ve Aufarbeitung. Destillation wie in Ubung 29d. 
Etwa 2 1 Destillat aufgefangen. Trennung von Aceton und Xthanol 
durch weitere Destillationen. Kp. des Acetons 56°, desXthanols 78°. 

Anhang: Technologie der Xthanol-Aeeton- Garung. 

Ausgang8materialien und Mai8chebereitung. Am besten Mais oder 
Reis, ferner auch gesunde Kartoffeln, Futterriiben, Zuckerriiben, be
stimmte Melassesorten usw. Rejnigungund Zerkleinerung des Materials, 
Herstellung der Maische, Zusatz von 10% Schlammkreide (bezogen 
auf den Starke- oder Zuckergehalt), mit Wasser auf das 15-20fache 
des Starkegehaltes verdiinnt, Sterilisation durch zweistiindiges Er
hitzen unter 2 Atm. Druck (StarkelOsung 5-6,6%ig). 

Durchfuhrung der Garung. Verwendung eines Garkessels mit 
Riihrwerk. Maische (unter Zutritt steriler Luft) auf 41° abkiihlen 
gelassen. Impfung mit einer erheblichen Menge einer kraftig garenden 
Kultur (Z iichtung der Bakterien nach einem besonderen Verfahren); aIle 
2 Stunden wird geriihrt. Gartemperatur 40-42°. Gardauer 5-7 Tage. 
Waschung der Gase, urn mitgerissenes Aceton und Alkohol festzu
halten. 

Gewinnung der Garprodukte. Destillation in einem gewohnlichen 
Brennereiapparat. Trennung des Alkohol-Aceton-Gemisches in einem 
Rektifizierapparat mit hoher Kolonne. N ebenprodukte: Kleine Mengen 
Essigsaure und Ameisensaure (durch die Kreide gebunden; bleiben 
im Riickstand). 

Ausbeute etwa 36-40% der verarbeitenden Starke. 100 kg Mais 
geben 20 1 Alkohol, 10 1 Aceton, 22 cbm CO2 und 16 cbm H2 (Schlempe 
als Viehfutter verwendbar; HerstelIungskosten etwa wie in der 
Spiritusbrennerei) . 

33. Ubung: 

Zwischenprodukte der Acetongarung. 

a) Vergarung der Essigsaure zu Aceton. Grundsatzlich genau 
so wie in Ubung 31 b durchzufiihren, nur daB an Stelle von 
Buttersaure Essigsaure verwendet wird. Der Vergleieh der mit und 
ohne Essigsaurezusatz durchgefiihrten Versuche zeigt den Anstieg 
im Acetonwert bei den Versuchen mit Essigsaurezusatz an. 

b) DecarboxYlierung der Acetessigsaure 1• Durchfiihrung des 
Versuches grundsatzlich wie in Ubungsbeispiel 31 b. Nach dem 
Angaren setzt man zu je vier Kolben je 1 eem einer n-Losung 
von acetessigsaurem Natrium (also je 92 mg Acetessigsaure), zu 
den anderen vier Parallelversuchen je 1 cem Wasser. AuBerdem 
stellt man eine Probe Acetessigsaure in der gleichen Konzen
tration wie im Versuch auf, um den Grad der Selbstzersetzung 
der Acetessigsaure festzustellen. Man laBt dann alle Kolben bei 24° 

1 VgI. JOHNSON, PETERSON und FRED: J. of bioI. Chern. 101, 
145 (1933). 
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4-6 Stunden stehen, vereinigt dann die zueinander gehorigen 
Kolben und bestimmt den Gehalt an noeh vorhandener Aeet
essigsaure sowie an entstandenem Aeeton in den Versuehen. 

Bestimmung der Acetessigsiiure. 10-50 cern Probe werden 
mit Natriumehlorid gesattigt und naeh Zusatz einiger Tropfen 
Paraffinol unter Durehleitung eines starken Luftstromes (z. B. in 
einer Saugeprouvette, die mit einem Einleitungsrohr versehen 
und an die Wasserstrahlpumpe angesehlossen wird) yom Aceton 
befreit. Nach 1 Stunde wird die Probe mit Wasserdampf destilliert, 
wobei die Acetessigsaure unter Bildung von Aceton zersetzt wird. 
1m Destillat bestimmt man das Aceton in iiblicher Weise (vgl. 
S.190). 

Eine zweite Probe des Kulturmediums wird direkt mit Wasser
dampf destilliert und im Destillat das Aceton bestimmt. Man er
halt so die Gesamtmenge an Aceton (urspriinglich vorhandene 
Menge und aus der Acetessigsaure entstandene Menge). Durch 
entsprechende Subtraktion ergibt sich die Menge des urspriinglich 
vorhandenen Acetons. 

Anhang: Chemism us der Acetongarung. 

Charakteristiseh fur den Chemismus ist die Kondensation zweier 
Molekiile Essigsaure zu Aeetessigsaure und die Deearboxylierung 
diesel'. 

Garungsgleiehung: 

C6H120 6 + H 20 = CH3 • CO . CH3 + 3 CO2 + 4 H2 
Die theoretisehe Ausbeute an Aeeton betl'agt daher 32,2 %; neben 
der Aeetongarung geht jedoeh stets, und zwar in uberwiegendem Aus
maJ3e eine alkoholisehe Garung vor sieh. SpaItungsvorgange naeh 
dem Ameisensauresehema (KLUYVER). 

Garungs8chema 
C6H120U-+ CH3 .CO.CH(OH)2 --~ 

CH3 .CHO + H.COOH-~ 

/ I
).. C02 + 2 H (gibt teilweise H 2) 

+2H 1 + H 20 
)t. Y' 

CH3 • CHzOH CH3 • CH(0H)2 -~ CH3 • COOH + 2 H 

/ 
CHa. CO. CHz. COOH ---+ CHa. CO. CHa + CO2 

Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten (vgl. Tab. XXI). 
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Erreger der Athanol-Aceton-Garung sind insbesondere Organismen 
del' Aerobacillusgruppe, wie B. macerans 1 oder B. acetoaethylicus 2. 

Ei?en zweiten Typus del' Aerobacillusgruppe stellen die Erreger 
der Athanol-Butylenglykolgarung VOl': B. polymyxa 3, Aerobacter 
pectinovorum 4 und ahnliche Organismen 5• Neben Alkohol und 
Butylenglykol entstehen vielfach auch Acetoin und Aceton, CO2 und 
H 2, ferner Essigsaure und Ameisensaure, sowie schlietllich auch 
kleme Mengen Milchsaure UI.1d Bernsteinsaure. Als Intermediar
produkt wurde Acetaldehyd nachgewiesen 6. Die Ausbeute an 2,3-
ButylengIykol kann bis auf 30% ansteigen 4 • Der Chemismus des 
Prozesselil diirfte der gleiche sein wie bei der Aerogenesgarung (vgl. S.184). 

Es sei noch darauf hingewiesen, dati auch bei der Butanol-Aceton
Garung vielfach Acetoin gebildet wird, das die Muttersubstanz des 
2,3-Butylenglykols vorstellt. 

Ubersicht der bei den Butyl- und Acetongarungen 
stattfindenden Prozesse. 

Es sind daher bei den Butanol-Aceton-Garungen drei verschiedene 
K ondensat-ionsprozesse anzunehmen, namlich: 

1. Aldolkondensation des Acetaldehyds bzw. der Brenztraubensaure 
oder anderer Zwischenprodukte (Dioxyacetonphosphorsaure + Acet
aldehyd, vgI. S. 134); dies konnte ein Weg zur Bildung von Butter
saure sein. Endgiiltige Beweise liegen allerdings noch nicht vor_ 

2. Acyloinkondensation des Acetaldehyds, unter Bildung von 
Methylacetylcarbinol 7. 

3. Kondensation von Essigsaure, unter Bildung von Acetessig
saure und Decarboxylierung dieser unter Bildung von Aceton. Ferner 
konnte durch Reduktion von Acetessigsaure Buttersaure entstehen. 

Andrerseits finden wir folgende Reduktionsprozesse verwirklicht: 
1. Reduktion von Carboxylgruppen: Bildung von Butanol aus 

Buttersaure und Bildung von Xthanol aus Essigsaure (auch bei 
anderen Sauren verwirklicht: z. B.Bildung von Propylalkohol aus 
Propionsaure 8). 

2. Reduktion von Ketogruppen: Bildung von Isopropylalkohol 
aus Aceton, Bildung von 2,3-Butylenglykol aus Acetoin. Ferner 
erscheint die Bildung von Buttersaure aus Acetessigsaure moglich. 

1 SCHARDINGER: C. Bacter. II, 14, 772 (1905); 19, 161 (1907). 
2 NORTHROP, ASHE und SENIOR: J. of bioI. Chem. 39, 1 (1919). 
3 DONKER: Tijdschr. v. vergeI. Genesk. 11, 78 (1925). 
4 FULMER, CHRISTENSEN und KENDALL: Ind. Chem. 25, 798 

(1933). Die Autoren beschreiben ein Verfahren zur Erzeugung von 
2,3-Butyle:q.glykol aus Rohrzucker auf garungstechnischem Weg 
(vgI. auch Ubung 27 c). 

5 LANGLYKKE, PETERSON und Mc COY: J. Bacter. 29, 333 (1935). 
6 PATRICK: C. 1933, I, 2125. 
7 Dasselbe zeigt - ebenso wie das durch Refe entstehende 

Produkt - I-Drehung YAMASAKI und KARASIMA: Enzymologia 3, 
271 (1937). 

8 BLANCHARD und MAC DONALD: C. 1936, I, 3159, J. of bioI. 
Chem. 110, 145 (1935). 
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C. Cellulosevergarungen. 

34. Ubung: 
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a) Gewinnung und Anreicherung von Rohkulturen 1• An
wendung folgender Nahrlosung: 0,2% (NH4)2S04' 0,1 % KH2P04, 
0,05% MgS04 . 7 H 20 und 0,05% NaC!. Eine groBere Anzahl von 
weiten Proberohren wird mit 10-20 cern dieses Nahrmediums 
und zwei bis drei Streifen Filtrierpapier beschickt und nach dem 
Sterilisieren mit 0,5-1 g frischem Pferdemist verschiedener Her
kunft versetzt. Nach 48stiindigem Verweilen bei 600 ist in den 
Rohrchen in der Regel bereits ein deutlicher Cellulosezerfall zu 
beobachten. Von jenen Proben, bei denen die Cellulosezersetzung 
am kraftigsten ist, wird nach 3-4 Tagen je ein Streifen Filtrier
papit'r in ein neues Rohrchen mit dem gleichen Nahrmedium und 
frischen Filtrierpapierstreifen iibergefiihrt. Die so geimpften 
Rohrchen werden zunachst etwa 5 Minuten auf 1000 erhitzt, urn 
eventuell vorhanden~, nicht sporenbildende Bakterien abzutoten, 
und sodann bei 600 aufbewahrt. Der ganze ProzeB wird zwecksAn
reicherung der cellulosevergarenden Bakterien des ofteren wieder
holt, sobald jeweils die Papierstreifen zu zerfallen beginnen. Bei 
den spateren Passagen (etwa nach der vierten oder fiinften Uber
tragung) verwendet man das gleiche Nahrmedium wie oben, doch 
unter Zusatz von 0,1--0,2% Pepton. Die so erhaltenen Roh
kulturen benutzt man zur weiteren Isolierung bzw. Reinziichtung 
der Cellulosevergarer (vgl. unter b) oder auch direkt zur Durch
fiihrung von Cellulosevergarungen (vgl. tJbung 35). 

b) Isolierung von relativen Reinkulturen cellulosevergiirender 
Bakterien 2 (aus den Rohkulturen in einer Ziichtungskammer auf 
Agarplatten mit Hille des Verdiinnungsverfahrens). Man verwendet 
dabei folgendes Cellulosemedium: 0,2% Na(NH4)HP04 .4 H 20, 
0,1 % KH2P04, 0,03% MgSO, . 7 H 20, 0,01% CaCI2, 0,5% 
Pepton und 3% Cellulose (Filtrierpapier) 3 in Leitungswasser 

1 Vgl. SmoLA: Ann. Ak. Sc. Fennicae A 34, Nr 1 (1931). -
SARLES, FRED.und PETERSON: C. Bacter. II, 80, 401 (1932). 

2 Vgl. TETRAULT: J. Bacter. 19, 15 (1930); C. Bacter. II,81, 28 
(1930). - SARLES, FRED und PETERSON: C. Bacter. II, 80, 401 (1932). 

3 Die eingewogene Menge Filtrierpapier wird in einer Schale 
unter Wasser mechanisch fein zerzupft, dann abfiltriert, gewaschen 
und zugesetzt. - N ach A. ITANO und S. ARAW AKI [Ber. d. Ohara Inst. 
f.landw. Forsch. 0, 291 (1932)] kannman eine einheitliche, feine Cellu
losesuspension in folgender Weise herstellen: Zu 11 konz. Ammoniak
!Osung (d = 0,90) werden 75 g reines Kupfercarbonat und 250 cern 
Wasser zugesetzt und geschiittelt bis alles ge!Ost ist. Dann werden 

Bernhauer, Garungschemisches Pra.ktikum, 2. Auf!. 14 
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(PH =6,6 -6,8)1. In diesem Medium wird zunachst eine wie 
unter a) gewonnene Rohkultur bis zur starken Zersetzung der 
Cellulose bei 60° zur Entwicklung gebracht. Von einer derartigen 
Kultur wird dann weiter ausgegangen ("Ausgangskultur" fur die 
Reinzuehtung). 

Zur Isolierung der Bakterien benutzt man Zuchtungs
kammern, bestehend aus zwei PETRI-Sehalen von gleiehem 
Durehmesser, die dureh einen Streifen Leukoplast fest miteinander 
verbunden werden. Die untere Sehale wird mit einer etwa 5 mm 
hohen Sehicht des oben angefuhrten, aber cellulosefreien Mediums, 
das 1,5% Agar enthalt, beschickt. Diese Agarplatte wird unmittel
bar vor dem Zusammensetzen der Zuehtungskammer mit einer Ose 
der Rohkultur ("Ausgangskultur") bestriehen2• Die obere Sehale 
dient zur eigentliehen Reinzuehtung der cellulosevergarenden 
Bakterien. Dieselbe wird mit Celluloseagar (Cellulosemedium mit 
0,8% Agar) beschiekt, nachdem die verdunnte Impfprobe zu
gesetzt wurde. Dabei geht man folgendermaBen vor: 1 ecm der 
"Ausgangskultur" wird mit 10 cem des Substrates gut ver
miseht (Verdunnung 1: 10), dann 1 cem dieser verdunnten Probe 
wieder mit 10 cem des Nahrsubstrates vermischt (Verdunnung 
1: 100) und so weiter vorgegangen 3. SchlieBlich wird je 1 cern 
der so erhaltenen verdunnten Probe (und zwar z. B. von der 

15 g Filtrierpapier hinzugefiigt und geschuttelt, bis die urspriingliche 
Form des Papiers verschwunden ist. Sodann wird auf 5 1 verdiinnt 
und Salzsiiure bis zur schwach sauren Reaktion hinzugefiigt, wobei 
die Farbe von dunkelblau nach hellgriin umschliigt und die geloste 
Cellulose ausfiillt. Die erhaltene Losung wird auf 10 I gebracht, stehen 
gelassen und dann filtriert. Die Waschung durch Dekantation wird 
so lange wiederholt, bis die Kupfer- und Chlor-Ionen vollig entfernt 
sind; schlieDlich wird die Cellulosesuspension auf 500 ccm aufgefiillt. 
- Urn einen geeigneten Celluloseniihrboden zu erhalten versetzt man 
noch mit 1 g K 2HPO" 1 g NaCI, 2 g (NH')2S0" 2 g CaCOs' 10 g Agar 
und 500 ccm Wasser. Dieses Medium wird abgefillit und im Autoklav 
bei 1,5 Atm. Druck wiihrend 30 Minuten steriIisiert. 

1 Sterilisierung des Mediums: 1 Stunde im Dampftopf, dann 
2 Stunden im Autoklav (bei sofortigem Autoklavieren ballt sich das 
Filtrierpapier zusammen und wird aus dem Proberohr heraus
gedriickt). 

2 In den Rohkulturen sind stets auch andere Organismen vor
handen, die Cellulose nicht zu zersetzen vermogen. Diese Begleit
organismen entwickeln sich auf der utlteren Agarplatte und erzimgen 
in der Kammer eine passende Sauerstofftension fUr die in der oberen 
Celluloseplatte befindlichen Organismen. 

s Die Verdiinnung kann auch so durchgefiihrt werden, daD mittels 
der Platinose in ein 10 ccm Fliissigkeit enthaltendes Flaschchen ein
geimpft wird und dann in sinngemiiDer Weise weiter vorgegangen 
wird. Auch hier ist der Verdiinnungsgrad festzustellen. 
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Verdiinnilllg 1: 1000 oder 1: 100000 usw.) zu dem in einem Probe
rohrchen befindlichen warmem Celluloseagar hinzugefiigt, gut 
verteilt und das Ganze in die obere Schale ausgegossen. Nach dem 
Erstarren des Agars und nachdem auch die unteren Schalen in 
der oben erwahnten Weise geimpft wurden, werden die Ziichtungs
kammern durch Anlegen eines Leukoplastbandes verschlossen 
und bei 600 aufbewahrt. Die auf den Platten sich entwickelnden 
Kolonien werden sodann mikroskopisch untersucht, auf das 
Cellulosemedium (bzw. auf Celluloseagar) iibertragen und weiter
geziichtet. Verwendung fiir die Durchfiihrung von Cellulose
vergarungen. 

35. Ubung: 

Vergarung der Cellulose zu Sauren. 

a) Garversuche zur Auswahl geeigneter Kulturen. In einigen 
Kolben von 500 cem Inhalt (mit GarverschluB versehen), 
werden je 300 ccm des Cellulosemediums (vgl. oben) vorbe
reitet und je 6 g CaC03 zugesetzt. Nach dem Sterilisieren wird 
mit je 15 ccm (= 5% des Ansatzes) verschiedener Kulturen der 
cellulosezersetzenden Bakterien in dem gleichen Nahrmedium ge
impft (z. B. verschiedene Rohkulturen gemaB der Ubung 34a 
oder gereinigte Kulturen gemaB b). Gartemperatur 600 • Abbruch 
der Versuche, sobald die Cellulosemenge stark abgenommen hat, 
bzw. sobald die Garung nur noch trage verlauft (etwa nach 6 
bis 20 Tagen, je nach dem Garvermogen der Kultur). 

Aufarbeitung (nach dem Auffiillen des Garansatzes auf das 
urspriingliche Volumen): Bestimmung der unvergorenen Cellulose: 
50 ccm der Suspension werden mit Salzsaure angesauert und durch 
einen getrockneten und gewogenen Glassintertiegel filtriert, aus
gewaschen, 24 Stunden bei 110° getrocknet und gewogen. Be
stimmung des reduzierenden Zuckers und des Ca-Gehaltes in 
iiblicher Weise (vgl. S. 160). 

Bestimmung der fliichtigen Sauren (Hauptmenge Essigsaure): 
100 cem des Gargutes werden mit Schwefelsaure angesauert und 
mit Wasserdampf destilliert; etwa 1200-1500 ccm Destillat auf
gefangen. Probe des Destillates zur Bestimmung der Gesamt
aciditat mit nj10 Lauge titriert (zum SchluB bei Siedetemperatur), 
200 ccm der Halbdestillation unterworfen zwecks Bestimmung 
von Essigsaure und Buttersaure (vgl. Obung 25b und 29b). Die 
gebildeten Gesamtsauren bestehen meist· aus Essigsaure und 
Buttersaure. 

14* 
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b) Praparativer Versuch. Benutzung der geeignetsten Kultur 
(gemaB a) fUr die Durchfiihrung einer kontinuierlichen Garung. 
In einem 10 1 fassenden, mit Riihrwerk versehenen GargefaB 
(vgl. Ubung 19b) werden 7,51 Cellulosemedium (mit 2% Ca C03 

mit etwa 300 cern einer 6-10 Tage alten Bakterienkultur im 
gleichen Medium (vgl. unter a) versetzt und unter zeitweisem 
Riihren bei 60° stehen gelassen (erster Ansatz). Nach der Ver
garung (etwa 12-18 Tage) wird die iiberstehende Fliissigkeits
schicht abgehebert (etwa 6,51) und dann werden wieder 6,51 
frisches Cellulosemedium (mit CaCOa) eingefiillt (zweiter Ansatz); 
dieser V organg wird nach der Vergarung nochmals wiederholt 
(dritter Ansatz) und dann wird ausgaren gelassen. Von jedem ver
gorenen Ansatz werden Proben entnommen, zur Bestimmung des 
Ca-Gehaltes, des Zuckers und der fliichtigen Sauren (wie bei a). 

Praparative Aufarbeitung: Die vergorenen Fliissigkeiten (ins
gesamt etwa 201, entsprechend 600 g Cellulose) werden vereinigt, 
aufgekocht und filtriert, der Riickstand ausgewaschen. Be
stimmung der unvergorenen Cellulose im Riickstand wie unter a). 
Filtrate und Waschwasser auf ein kleines Volumen verdampft, 
mit der aquivalenten Menge 50%iger Schwefelsaure angesauert; 
Gips abgesaugt, mit etwas Wasser ausgewaschen. Filtrat destilliert, 
ergibt Essigsaure, in den hi.iheren Fraktionen Buttersaure. 
Trennung durch fraktionierte Destillation. 

Anhang: Theoretisches. 

a) Typen der Celluloseverglirung'en. Eine genauere Einteilung laJ3t 
sich zur Zeit noch nicht geben, und zwar deshalb, wei! die Unter
suchungen fast stets mit Rohkulturen vorgenommen wurden, wobei 
Mischgarungen st?ttfanden. Ais Garungsprodukte wurden bisher 
beobachtet: Ameisensaure, Essigsaure, Buttersaure, Milchsaure, Atha
nol, Methan, CO2 und H 2 • Je nach dem verwendeten Bakterien
gemisch iiberwiegen bald die einen, bald die anderen Garprodukte. 
Im all~emeinen scheinen folgende Typen vorzuliegen: 

1. Uberwiegen der Fettsauren, insbesondere der Essigsaure 
(neben Buttersaure). 

2. Reichliche Bildung von Alkohol (bis zu 25 % des Ausgangs
materials). 

3. Bildung von Milchsaure (neben Essigsaure usw.). 
4. Uberwiegende Bildung von Methan und CO2 (bei den eigent

lichen Methanbakterien). 
b) Technische Bedeutung der Celluloseverglirungen. Auf dieselbe 

hat insbesondere LANGWELL aufmerksam gemacht und Verfahren 
zur Vergarung cellulosehaltiger Stoffe im GroJ3en ausgearbeitet (in 
einer Reihe von Patenten niedergelegt, 1919-1930). Ais Ausgangs
materialien kommen 'Maiskolben, Reisstroh, Treber, Hopfen und 
vieles andere in Frage. Die Bakterien werden aus Dung, Teich- und 
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Abwasserschlamm in Form von Rohkulturen isoliert und die Garung 
bei 60 -700 unter eventuellem Zusatz alkalischer Substanzen und von 
Nahrsalzen etwa bei PH 5-9 durchgefiihrt. Das Mengenverhiiltnis 
der gebildeten Stoffe schwankt sehr in Abhangigkeit von den ver
wendeten Bakterienkulturen und den Versuchsbedingungen. So solI 
bei reduzierter Luftzufuhr vornehmlich Essigsaure entstehen, wahrend 
bei starkerer Luftzufuhr die Garung abgeschwacht ist und zugleich 
Alkohol das Hauptprodukt sein solI (LANGWELL, 1927). Dies kann 
natiirlich auch damit zusammenhangen, daB je nach den Bedingungen 
verschiedene Bakterien zur Wirkung gelangen. So wurde beispiels
weise aus 12 kg trockener Maiskolben 1,5 kg Essigsaure, 0,3 kg 
Buttersaure und 0,77 kg Alkohol gewonnen. In einem anderen Fall 
wurden aus 3 Teilen Cellulose 1,15 Teile Essigsaure (57% d. Th.), 
0,2 Teile Ameisensaure und wenig Milchsaure erhalten, bei niedrigerer 
Temperatur entstand als Hauptprodukt Buttersaure 1• Mit relativ 
reinen Kulturen wurde z. B. innerhalb weniger Tage die Haupt
menge der Cellulose (in 1,5%iger Suspension) zersetzt und die ge
wonnenen fliichtigen Sauren bestanden in der iiberwiegenden Menge 
aus Essigsaure neben wenig Buttersaure 2• Mit weiter gereinigten 
Kulturen wurde ein Anstieg in der Bildung von fliichtigen und nicht
fliichtigen Sauren und eine Abnahme der Alkoholbildung erzielt; als 
fliichtige Saure trat dabei schlieBlich fast nur noch Essigsaure auf 3. 

Nach den bisherigen Ergebnissen scheint vOl'laufig insbesondere die 
Gewinnung von Essigsaure aus cellulosehaltigen Stoffen technisch in 
Frage zu kommen, wobei daneben stets auch Buttersaure entsteht. 
Von Wichtigkeit ist, daB rohes Holzmehl infolge des Gehaltes an 
nativem Lignin so gut wie nicht vergoren wird, wohl aber Zellstoff 
verschiedener Herstellung 4 • Die hemmende Wirkung des Lignins ist 
durch die Art der Bindung von Cellulose und Lignin bedingt 5• 

Anaerobe und aerobe Bakterien, die Cellulose abbauen, greifen Cellulose
Hurninsauren, Lignin-Huminsauren sowie Lignin nicht an 6. Manche 
Mikroorganismen vermogen jedoch auch Lignin selbst zu zersetzen 7. 

c) nber den Chemismus der Cellulosevergarung laBt sich bisher 
noch gar nichts aussagen, da erst Vergarungen mit absoluten Rein
kulturen abzuwarten sind. 1m iibrigen diirfte es sich wohl urn grund
satzlich analoge Prozesse handeln wie bei den heterofermentativen 
Milchsauregarungen und bei den Butylgarungen. 

d) Auch der Chemismus der Methangarung ist noch ungewil3, da es 
durchaus moglich erscheint, daB das Substrat zunachst von Begleit
bakterien angegriffen wird, und daB erst die dabei entstehenden 
Spaltungsprodukte der eigentlichen Methangarung unterliegen. Nur 
bei der Methangarung von Formiaten wurde ein Bakterium in Rein
kultur gewonnen; dasselbe verhielt sich aber sehr selektiv 8 • 

1 H. PRINGSHEIM: C. Bacter. II, 38, 513 (1912). 
2 VILJOEN, FRED und PETERSON: J. agricult. Sci. 16,1 (1926). 
3 SCOTT, FRED und PETERSON: Ind. Chern. 22, 731 (1930). -

V gl. auch SARLES, FRED und PETERSON: C. Bacter. II, 85, 401 (1932). 
4 OLSON, PETERSON und SHERRARD: Ind. Eng. Chem. 29, 1026 

(1937). 
5 WAKSMAN und CORDON: Soil Science 45, 199 (1938). 
6 BERI. und KOERBER: Am,.. Soc. 60, 1596 (1938). 
7 WAKSMAN und HUTCHING: Soil Science 42, 119 (1935). 
8 STEPHENSON und STICKLAND: Biochemic. J. 27, 1517 (1933). 
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Dagegen ermoglichen die neuesten Arbeiten von BARKER bereits 
einen tieferen Einblick. So hatte ein Methanbakterientypus die Fahig
keit, Xthanol quantitativ in Essigsaure umzuwandeln und zugleich 
eine aquivalente Menge CO2 zu Methan zu reduzieren 1: 

2 CHa . CH20H + CO2 -~ 2 CHa . COOH + CH4 "r eiterhin vermochten diese Bakterien auch Butylalkohol in analoger "T eise umzusetzen. Aber auch Buttersaure wird unter Bildung von 
Essigsaurc weiter umgewandelt: 
2 CHa . CH2 • CH2 • COOH + CO2 + 2 H 20 -+ 4 CHa . COOH + CH4 
Auch Essigsaure wird in Gegenwart von CO2 weiter abgebaut, und 
zwar wahrscheinlich gemal3 folgender Gleichung: 

CHa . COOH + 2 H 20 + CO2 -+ 2 CO 2 + 2 H 20 + CH4 
In einem anderen Fall 2 wurde durch eine Mischkultur zweier 

Bakterien Alkohol in erheblichem Mal3e in Essigsaure, Buttersaure 
und Capronsaure (37% des umgesetzten Alkohols) umgewandelt, 
wobei zugleich eiIie Reduktion von CO2 zu Methan stattfand. Die 
Bildung von Buttersaure und Capronsaure soIl dabei direkt tiber 
Acetaldehyd erfolgen, etwa gemal3 folgendem Schema: 

4 CH3 • CH20H + CO2 -+ 4 CHa . CHO + CH4 + 2 H 20 
4 CHa . CHO + H 20 -+ CHa . CH2 • CH2 • CH2 • CH2 • COOH + 

+ CHa . COOH + H 20. 

m. Oxydative Bakteriengarungen. 

A. Die Essiggiirung. 

36. Ubung: 

Ziichtung und Untersuchung der Essigbakterien. 

a) Isolierung von Essigbakterien aus Bier. 10 ccm Lagerbier 
werden mit 0,2 ccm Eisessig versetzt (zwecks Unterdriickung von 
Mycodermen) und in einer PETRI-Schale bei 25-30° stehen gelassen. 
Nach einigen Tagen bildet sich eine dunne Raut von Bieressig
bakterien an der Oberflache. Mikroskopische Untersuchung. 
Reinzuchtung auf Bier- oder Wiirzeagar mit einem Gehalt von 
2-4% Alkohol. Zur Weiterzuchtung kann Lagerbier mit 3 Vol.-% 
Alkohol dienen. 

b) Isolierung von Weinessigbakterien. Wein wird mit etwas 
Wasser verdunnt und mit wenig Eisessig versetzt. 1m ubrigen 
wird wie oben vorgegangen. Reinzuchtung der Weinessigbakterien 
auf Weinagarplatten (der Wein wird vorher durch Zusatz von 
Kreide etwas entsauert); auch die Weiterzuchtung erfolgt auf 
entsauertem Wein mit 3-5 Vol.-% Alkohol. 

1 BARKER: Arch. f. Mikrobiol. 7,404,420 (1936). 
2 BARKER: Arch. f. Mikrobiol. 8, 415 (1937). 
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c) Gewinnung von Schnellessigbakterien. Rollspane aus 
Schnellessigfabriken werden in Wiirze von 8° BUg., die mit 
2-3 Vol.-% Eisessig versetzt ist, eingetaucht; die Spane sollen zur 
Halfte herausragen. Bei 30° entwickeln sich im Laufe einer W oche 
Hautinseln. Reinziichtung durch Ubertragung der Hautinseln auf 
Wiirze- oder Bieragarplatten. Weiterziichtung in synthetischer 
Nahrlosung (Nr. 30, S. 40), zeitweise abwechselnd mit Wiirze. 

Zur Trennung von Schnellessigbakterien und Bieressigbakterien 
(z. B. aus Proben von Essigbildnern) verwendet man nahr
stoffarme Fliissigkeiten, auf denen Bieressigbakterien nicht fort
kommen, z. B. Leitungswasser, das 3 Vol.-% Alkohol, 0,05% 
NH4H 2P04 , 0,01% KCI und einige Tropfen Essigsaure enthalt. 

d) Herstellung von Impfkulturen flir Giiransiitze. Von den 
Reinkulturen, die zur Fortziichtung dienen, wird nicht gleich der 
Garansatz geimpft, sondern es wird zunachst eine "Impfkultur" 
angelegt unter Benutzung des gleichen Nahrbodens, der zur Ver
garung kommen soIl. Erst sobald hier kriiftige Entwicklung statt
gefunden hat, werden mit solchen Kulturen die Garansatze 
geimpft (vgl. weiter unten). 

e) Gewohnung an Substrate. Dies ist besonders fiir Unter
suchungen iiber die Oxydation verschiedener Zuckerarten, von 
Zuckercarbonsauren oder anderer Substrate von Wichtigkeit: 
Vornahme von "Passagen"; die Bakterien werden zunachst in 
das betreffende Nahrmedium eingeimpft; nach ausreichender 
Entwicklung bei bestimmter Temperatur (meist 25-30°) wird 
von dieser Kultur in eine frische Nahrlosung iibertragen (etwa 
aIle 8-10 Tage). Dieser Vorgang wird des ofteren (etwa fiinf
bis zehnmal) wiederholt und bei jeder Passage der Effekt fest
gestellt (z. B. durch Titration USW.)l. 

f) Aufziichtungen. Wenn durch langere Zeit hindurch stets 
das gleiche Nahrmedium zur Fortziichtung verwendet wird, so 
kann das Wachstum wie auch das Oxydationsvermogen der 
Bakterien leiden. Es wird daher zweckmaBigerweise das Nahr
substrat von Zeit zu Zeit gewechselt. So zeigt z. B. Acetobacter 
gluconicum bei der dauernden Ziichtung auf Hefewasser mit 
5% Glucose Degenerationserscheinungen, indem sehr iippige 
Entwicklung unter starker VergroBerung der Zellen stattfindet. 
Das Oxydationsvermogen ist dann betrachtlich herabgesetzt. 

1 Vgl. z. B. die Gewohnung von A. gluconicum an d-Galaktose 
und Steigerung des Vermogens zur Bildung von d-Galaktonsaure: 
HERMANN und NEUSCHUL: Biochem. Z. 270, 6 (1934). 
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ZweckmaBigerweise iiberlragt man in einem solchen FaIle auf 
einen synthetischen Nahrboden (vgl. z. B. Nr. 30, S. 40)1. 

37. Ubung: 

Gewinnung von Massenkulturen und Bakterienpriiparaten. 

a) Herstellung von Massenkulturen in Niihrlosungen. Impf
kultur (z. B. A. pasteurianum oder A. orleanense usw.), ge
ziichtet in Bierwiirze von 8° Bllg. (unter Zusatz von etwa 2% 
Alkohol). Ansatze: Bierwiirze wird 1-2 Stunden im Dampf
sterilisator erhitzt, filtriert und auf 8° Bllg. verdiinnt (eventuell 
noch 1% Eisessig zugesetzt). Die so vorbereitete Losung wird 
in einige ERLEN'MEYER-Kolben oder FERNBACH-Kolben von etwa 
21 Inhalt zu je 100-200 ccm eingefiillt und noch zweimal 
fraktioniert sterilisiert. Zusatz der Impfkultur (etwa 5% des 
Ansatzes). Aufarbeitung nach etwa 1 Woche bei 28-29°. Ge
winnung der Bakterienmassen durch Zentrifugieren in sterilerr 
Zentrifugierrohren (mit Gummisttipsel verschlossen); nach dem 
AbgieBen der klaren Fliissigkeit wird jeweils weitere Bakterien
suspension eingefiiIlt und der V organg des 6fteren wiederholt. 
Waschen der Bakterien durch Suspendieren derselben in physio
logischer Kochsalzl6sung 2 und nochmaligesAbschleudern. Wieder
holung der Operation. 

b) Herstellung von Massenkulturen auf BieragarniihrbOden 3. 

Bier wird durch Erhitzen zum gr6Bten Teil von Alkohol befreit, 
mittels Lauge neutraIisiert (PH 8, Umschlagpunkt von Phenol
phthalein), mit 3% Agar und nach dem fraktionierten Sterilisieren 
mit 1% Alkohol versetzt. Nahrboden in etwa 7 mm hoher Schicht 
in einer groBeren Anzahl (20-25 Stiick) groBer steriler Doppel
schalen (20 cm Durchmesser) ausgegossen (in einem sterilen Raum, 
z. B. Impfkasten). Impfung: Eine bei 25° auf Lagerbier gewachsene 
Kultur (z. B. des A. ascendens) mit dem doppelten Volumen 
physiologischer Kochsalzltisung verdiinnt, homogenisiert und iiber 
dem erstarrten Bieragar in 1 mm starker Schicht ausgegossen. 
Nach 5 Tagen bei 25° werden die KultlITen mit physiologischer 
Kochsalzlosung (oder mit 1 %iger Natriumsulfatltisung) unter 
eventueller Zuhilfenahme eines sterilen Glasspatels abgespiilt, 
die Suspension in einer sterilen Flasche gesammelt und wie 
unter a) weiter verarbeitet. 

1 VgI. BERNHAUER und GORLICH: Biochem. Z. 280, 370 (1935). 
2 9 g Kochsalz in 1 I Wasser. 
3 Nach JANKE und KROPACSY: Biochem. Z. 278, 38 (1935). 
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c) Gewinnung "ruhender" Bakterienknlturen 1• Prinzip: 
"Alterung" der Bakterien durch Aufbewahren bei niedriger Tem· 
peratur zwecks Verbrauch von Reservestoffen. Abgeschleuderte, 
gewaschene Bakterienmasse (vgl. oben) in physiologischer Koch. 
salzlOsung (oder 1 %iger Natriumsulfatlosung) aufgeschwemmt 
und in einer Glasstopselflasche auf der Schiittelmaschine voll· 
kommen gleichmaBig verteilt. Alterung der Zellen (Verbrauch von 
Reservestoffen) durch etwa fiinftagiges Verweilen im Eisschrank. 
Haltbarkeit ohne wesentliche Auderung des physiologischen Ver. 
haltens etwa 3--4 W ochen im Eisschrank. Verwendung zur 
Durchfiihrung von Reaktionen mit moglichst gleichartigem Zelle 
material und unabhangig yom Wachstum (die "ruhenden Bak. 
terien" bilden gewissermaBen einen Ersatz fiir Enzympraparate, 
sind aber weitaus wirksamer als diese). 

d) Herstellnng von Acetontrockenpriiparaten2• Die nach a oder b 
~ergestellte Bakterienmasse (gewonnen aus z. B. 81 Substrat) 
wird in 100 ccm Leitungswasser aufgeschlammt (1 ccm davon 
wird zur Trockensubstanzbestimmung verwendet durch Trocknen 
iiber Schwefelsaure im Vakuum, und 1 cern zur Bestimmung 
der Anzahl der lebenden Bakterien nach einer Kultivierungs. 
methode, vgl. S. 54). Die Bakteriensuspension wird sodann all· 
mahlich (z. B. mittels einer Pipette) in etwa 11 reines Aceton 
unter gutem Umriihren eintropfen gelassen; abgesaugt, zweimal 
mit Ather gewaschen und iiber Schwefelsaure im Vakuum 
24 Stunden getrocknet. Man erhalt aus 81 Wiirze 1,5-3 g gelb. 
liches, leicht pulverisierbares Bakterientrockenpraparat. 

38. Ubung: 

Die Essiggiirung des Alkohols. 

a) Analytischer Giirversnch in Niihrlosnngen. 200 cern unge. 
hopfte Bierwiirze von 8° Bllg. wird zweimal fraktioniert sterilisiert, 
sodann werden 10 g keimfreier Alkohol (frisch destilliert, steril 
aufgefangen) zugesetzt, in einen 1000 ccm fassenden FERNBACH· 
Kolben mit Vorrichtung zur Probeentnahme (Abb. 15, S. 75) steril 
eingefiillt, mit einer garkrii.ftigen Kultur geimpft (A. aceti oder 
A. pasteurianum usw.) und bei 28-29° ruhig stehen gelassen 3. 

Verfolgung des Garverlaufes (Oxydationsverlaufes) durch Ti· 

1 Nach JANKE und KROPACSY: Biochem. Z. 278, 38 (1935). 
B MULLER: Biochem. Z.2S8, 253 (1931). - WIELAND und BERTHO: 

A. 467, 95 (1928). 
3 Die sich bildende Bakterienhaut soIl nicht untersinken, da sonst 

der Oxydationsverlauf gehemmt wird. 



218 Die Essiggarung. 

tration steril entnommener Proben (etwa 5 eem); Probeentnahme 
(vgl. Abb. 15 b): Fliissigkeit dureh Ansaugen entnommen (das Rohr 
kann dureh of teres Ansaugen und Ablaufenlassen ausgespiilt 
werden). Das graduierte Proberohr wird naeh der Probeentnahme 
sofort gegen ein frisehes ausgetauseht. 

a -

Aufarbeitung (naeh 10-20 Tagen). Ein 
aliquoter Tell wird mitCaCOs versetzt (z. B . 

. 50 eem Fliissigkeit mit 3 g CaCOs) und dureh 
Wasserdampfdestillation der restliehe Alko
hoI iibergetrieben. In einer Probe Alkohol 
bestimmt. Riiekstandfiltriert, mit Sehwefel
saure angesauert und Essigsaure mit Wasser
dampf vollig iiberdestilliert. Destillat auf
gefiHlt (etwa 200 eem) und Probe titriert. 
1 eem nj10 - Lauge = 6 mg Essigsaure 

" (= 4,6 mg .!thanol). Eine Bestimmung von 
:: .!thanol, Aeetaldehyd und Essigsaure in 

Garfliissigkeiten besehreiben JANKE und 
KROPACZy. 1 

b) Analytischer Garversuch mit Masl'1en
kulturen. In einer Flasehe von 300 eem 
Inhalt werden 100 cern steriler 5%iger Alko-

Abb. 33. Laboratorlumsessigblldner. 

11 hollosung mit 1-2 g 
- Bakterienmasse (herge

stellt gemaB 'Obung 37 a 
oder b) versetzt und auf 
emer Sehiittelmaschine 
unter Luftzutritt bei 200 

behandelt. Entnahme 
von Proben und Ermitt
lung des Sauregehaltes 
dureh Titration. Auf
arbeitung wie bei a}. 

c) Praparativer Versuch nach dem Schnellessigverfahren 2. Der 
Laboratoriumsessigbildner (vgl. Abb. 33) besteht aus einem langen 
Glasrohr (etwa 110 X 5 em), das abweehselnd mit ausgekoehten 
Buehenholzspanen und Holzwolle angefiillt wird. Zum Sterilisieren 
wird stromender Wasserdampf drei- bis viermal je 1 Stunde an 
aufeinanderfolgenden Tagen durehgeleitet. Sonstige Versuehsan-

1 JANKE und KROPACZY: Bio. Z. 278, 30 (1935). 
2 Vgl. HENNEBERG: Die Deutsche Essigindustrie 10, 146 (1906). 

- S. auch HERMANN und NEUSCHUL: Z. Bact. II 93, 25 (1935). 
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ordnung aus Abb. 33 ersichtHch. Die WOULFFscheF1asche hat etwa 
10 I Inhalt, die obere F1asche etwa 51. Es werden etwa 81 Essig
maische verwendet: z. B. 1500 cern sterile Bierwiirze von 80 BUg., 
500 cern pasteurisierter Essig (etwa 10 Minuten auf 500 erhitzt) 
auf 7,51 aufgefiillt und 500 cern keimfrei aufgefangener Alkohol 
zugesetzt. Impfkultur: etwa 200 cern im gleichen Medium vor
entwickelte Essigbakterien (wie A. orleanse, A. aceti, A. pa
steurianum usw.). Die Maische wird in die sterile WOULFFsche 
Flasche eingeftillt und durch PreBluft in das obere GefaB hinauf
getrieben, von wo sie tropfenweise tiber die Spane rieseln gelassen 
wird. Wahrend des Betriebes wird durch den Bildner standig 
sterile Luft durchgeleitet (bei a). Sobald die Fltissigkeit aus dem 
oberen GefaB abgelaufen ist, wird dieselbe wieder durch PreBluft 
hinaufgedriickt (bei b). Die ganze Apparatur wird in einem Garraum 
von 27-300 aufgestellt. Durch sterile Entnahme von Proben (bei c) 
und Titration derselben tiberzeugt man sich vom Verlauf der 
Garung. Sobald die Oxydation beendet ist, kann frische Maische 
eingeftillt werden. Der Apparat kann auf diese Weise monate
lang kontinuierlich in Betrieb gehalten werden. Diese Anordnung 
kann auch zur praparativen Erzeugung anderer Substanzen 
mittels Essigbakteriell dienen (vg1. z. B. Ubung 44 b, S. 231). 

Anhang: Technologie der Essiggarung. 
Ausgangsmaterialien: Fiir die Erzeugung von Spritessig (Haupt

menge) dient meist Rohsprit mit 6-10% Alkoholgehalt; als Nahr
stoffe werden etwa 20 % Bier oder Malzextrakt usw. zugesetzt, zumeist 
aber anorganische Salze, und zwar etwa 50~150 g Nahrsalzgemisch 
fiir 1001 reinen Alkohol (in Form von saurem Ammonium-, Kalium
und Natriumphosphat, femer Ammonium- und Magnesiumsulfat). 
Zur Bereitung der sogenannten Qualitatsessige dienen vergorene 
alkoholhaltige Fliissigkeiten, wie Wein, Bier, Malzwein, vergorene 
Getreide- und Kartoffelmaischen, Apfelwein, vergorene Fruchtsafte, 
vergorener Honig usw. 

Verfahren der Essigerzeugung: Es sind zwei Prinzipien verwirklicht, 
indem sich die Maische entweder (wenigstens zeitweise) in Bewegung 
oder aber vollig in Ruhe befindet. Am wichtigsten und allgemeinsten 
angewendet ist das Schnellessigverfahren, die anderen Verfahren sind 
heute nur noch in geringem Ausma.f3e in Verwendung. 

Die ruhenden Verfahren ermoglichen die Erzeugung der feinsten 
Qualitatsessige (insbesondere Weinessige, die besonders reich an 
Aromastoffen sind). ORLEANS- Verfahren: Vergarung des Weines in 
liegenden, halbgefiillten Fassern, oben mit Lochern zum Luftzutritt, 
mit einem Thermometer und mit einem Trichterrohr zum Nachfiillen 
frischer Maische versehen, unten mit einem Ablaufhahn oder 
Schwanenhals' zum Ablassen des fertigen Weinessigs. Vomahme der 
Garung bei etwa 200 ; nach wenigen Tagen bildet sich eine Essighaut 
(zeitweises Absinken dieser und Bildung einer neuen Haut), Tem-



220 Die Essiggarung. 

peraturanstieg wahrend der Garung in den Fassern urn 2-3°. Gar
dauer mehrere Wochen. Vielfach wird nur ein Teil des fertigen Wein
essigs abgelassen und durch weiteren Zusatz von Wein oder Wein
maische erganzt. PASTEUR- Verfahren: 1m Prinzip analog, aber 
relative Vergrol3erung der Oberflache durch Verwendung fIacher, mit 
einem Deckel versehener Garkufen mit Zulaufoffnung, Ablaufrohrusw. 

Unter den Verfahren mit bewegter Maische ist vor allem das Schnell
essigverfahren von Wichtigkeit: Benutzung von aufrechtstehenden 
Essigbildnern (in der Regel aus Holz), mit Buchenholzspanen gefiillt, 
an denen sich die Bakterien ansiedeln. Von oben lal3t man die zu 
vergarende Maische langsam herabrieseln; infolge der grol3en Ober
fIache und guten Luftversorgung findet rasche Oxydation statt. 
Wahrend der Garung erhoht sich die Innentemperatur, wodurch eine 
gleichma13ige Luftstromung durch die Spane bewirkt wird, indem 
frische Luft durch untere Zuglocher eintreten kann. Die sich unten 
ansammelnde Maische wird jeweils wieder oben aufgegossen (meist 
automatisch nach verschiedenen Systemen). Hochstausbeute 80- 90 %, 
in normal guten Fallen etwa 70% d. Th. Verluste insbesondere durch 
Verdunstung von Alkohol und Essigsaure durch den Luftstrom. 
Sonstige Verfahren weniger in Verwendung (bzw. meist aul3erhalb 
Deutschlands). Verfahren von BOERHAAVE: Je zwei Fasser mit Fiill
material versehen, miteinander verbunden, abwechselnd mit Maische 
gefiillt und wieder entleert; die Essiggarung findet insbesondere in 
dem gerade leeren Fal3 statt, in dem also das Fiillmaterial mit 
der Maische nur benetzt ist. Verfahren von MICHAELIS: Benutzung 
eines Eintauchessigbildners (das in einem korbartigen Behalter be
findliche Fiillmaterial mit den Essigbakterien wird zeitweise in die 
Maische eingetaucht) oder eines Drehessigbildners (ein liegendes Fa13, 
geteilt ineinengr6l3eren, mit Fiillstoff versehenen, und einen kleineren, 
die Maische enthaltenden Teil; zeitweise Drehung des Fasses). Eng
lisches Generatorverfahren (Rundpumpverfahren), insbesondere fiir 
die Erzeugung von Malzessig: Der Malzwein wird auf grol3e Gene
ratoren (versehen mit por6sem Fiillmaterial) verteilt und mit Hilfe 
von Purnpen wiederholt auf den Bildner zuriickgegossen bis zur voll
kommenen Oxydation des Alkohols. 

39. Ubung: 

Zwischenprodukte der Essiggarung. 

a) Abfangung von Acetaldehyd 1. In einem FERNBAcH-Kolben 
von 21 Illhalt werden 300 cem L6sung (Hefeautolysat mit Wasser 
im Verhii.ltnis 1: 1 verdiinnt oder ungehopfte Bierwiirze von 80 

Bllg.) zweimal fraktioniert sterilisiert, dann nochmals Y2 Stunde 
nach Zusatz von 45 g CaSOa2 und 18 g CaC03 3. SchlieBlich 
werden 9 ccm Alkohol und die Impfkultur zugesetzt (etwa 

1 In Anlehnung an NEUBERG und NORD: Biochem. Z. 96, 158 
(1919). 

2 Natriurnsulfit ist nicht verwendbar, da zu alkalisch. 
3 Bildung freier schwefliger Saure ist zu vermeiden, da sie stark 

hemmend wirkt. 
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10-20 ccm einer Wiirze-Alkohol-Kultur von A. pasteurianum 
oder ascendens). Der Versuch wird bei 28-29° ruhig stehen 
gelassen. Nach einigen Tagen bildet sich eine diinne "Essig
haut". Vom 5. Tag an priift man fortlaufend jeden Tag 
quaIitativ eine steril entnommene Probe mittels Nitroprussid
natrium und Piperidin auf Acetaldehyd (vgl. S. 118). Versuchs
abbruch etwa am 10. Tag und quantitative Bestimmung des 
Acetaldehyds (in etwa 100 ccm der Losung; vgl. S. 119)1 und der 
Essigsaure, nach Behandlung der Probe (etwa 50 ccm) mit Baryt
wasser und Filtration (Entfernung des Sulfits) mit nachfolgen
der Wasserdampfdestillation nach dem Ansauern; Titration des 
Destillates 2• 

In einem Parallelversuch kann man die Bildung von Essig
saure in Gegenwart von Calcium carbonat feststellen; man geht 
dabei genau so vor, wie beim Hauptversuch, aber unter Fortlassung 
des Calciumsulfits (die hierbei der Aufarbeitung erhaltIichen 
Essigsaurewerte sind wesentIich hoher. und zwar etwa 7-8 g 
Essigsaure) . 

b) Dismutation des Acetaldehyds unter anaerobenBedingungen 3 • 

Eine Aufschwemmung von Acetobacter suboxydans (entsprechend 
4-5 g Trockengewicht) wird mit 10 g CaC03 und 20 ccm einer 
etwa 4%igen Acetaldehydlosung unter Zusatz von 1 ccm Toluol 
mit Leitungswasser auf 1000 ccm aufgefiillt und der Ansatz 
in einem gut verschlossenen Kolben unter CO2 bei 37° unter 
6fterem Umschiitteln stehen gelassen. Der Aldehyd ist da,nn meist 
verschwunden. Das Reaktionsgemisch wird mit Wasserdampf 
destilliert. Bestimmung des Alkohols in iibIicher Weise im Destillat. 
Bestimmung der Essigsaure nach dem Ansauern des Riickstandes 
mit verdiinnter Schwefelsaure und nochmaIige Destillation; 
Tit.ration des Destillates. Alkohol und Essigsaure entstehen in 
aquivalenten Mengen. 

Hinsichtlich der Messung des Sauerstoffverbrauches durch Essig
bakterien sowie der Methylenblauatmung und Chinonatmung der 
Essigbakterien sei auf die zusammenfassenden Beschreibungen in der 
Literatur verwiesen '. 

1 Man erhalt etwa 0,2-0,6 g Acetaldehyd im Gesamtansatz. 
2 Man erhaIt etwa 1-2 g Essigsaure im Gesamtansatz. 
3 Vgl. SIMON: Biochem. Z. 224, 253 (1930). 
, V gl. insbesondere die eingehende Beschreibung der anzu

wendenden Methodik in BERTHO-GRASSMANN: Biochemisches Prak
tikum, S. 165 ff, 151 ff. und 158 ff., Berlin: Walter de Gruyter &Co., 
1936. 
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Anhang: Zum Chemismus der Essiggiirung. 
Die Umwandlung des Alkohols zu Essigsaure fiihrt libel' Acet

aldehyd als Zwischenprodukt. So ist aus del' Praxis del' Essiggarung 
bekannt, daI3 bei unrichtiger Garfiihrung Acetaldehyd in erheblichen 
Mengen auftreten kann. Insbesondere durch Abfangung mittels 
Sulfit lassen sich betrac4tliche Mengen Acetaldehyd festhalten (vgl. 
Ubungsbeispiel 39a). Bei del' Umwandlung des Alkohols in Acet
aldehyd handelt es sich gemaI3 der WIELANDschen Theorie urn einen 
Dehydrierungsvorgang und auch der Acetaldehyd wird sodann bei 
der Essiggarung in erster Linie durch weitere Dehydrierung in Essig
saure umgewandelt, wenn auch in gewissem Umfange gleichfalls eine 
dismutative Umwandlung VOl' sich geht. Bei der Essiggarung finden 
demnach folgende Reaktionen statt: 

R R 
I CRs·<;.OH + O:O--~CR3'C:O + RO.OR 

H 
OR OR 

II CRs·<;.OH + O:O--~~CHs.C:O + HO.OH 

H 
OH OH 

III CHs.<?OH+ O:CH.CH-s --.. ~ CHs'C:O + HO.CH2 • CHa 

H 
Es liberwiegen dabei nach WIELAND l ~ter aeroben Bedingungen 

die Dehydrierungsvorgange I und II, bei denen der Sauerstoff die 
Rolle des Wasserstoffacceptors spielt. Die Reaktion IIP, bei der 
1 Mol Acetaldehyd als H 2-Acceptor wirkt, findet vor allem unter 
anaeroben Bedingungen statt, in gewissem Umfang allerdings auch 
unter aeroben s. Ferner liberwiegt dieser letztere Vorgang auch unter 
aeroben Bedingungen bei Hefen oder anderen Organismen, die auf 
den anaeroben Stoffwechsel eingestellt sind. 

Hinsichtlich der Enzymchemie diesel' V orgiinge scheint noch nicht 
endgiiltig erwiesen, ob die Dehydrase und Mutase der Essigbakterien 
vollig identisch ist 4 ; jedenfalls diirfte bei der Aldehydmutase ein 
Co-Enzym wirksam sein, das nicht mit dem der Ketonaldehyd-mutase 
(Glutathion, vgl. S. 172) identisch ist. 

An Stelle des Sauerstoffs (odeI' des Acetaldehyds) konnen bei den 
Dehydrierungsreaktionen auch andere, und zwar auch zellfremde 
Stoffe als Wasserstoffacceptoren wirken, so insbesondere Methylen
blau oder Chinon, ~emaI3 den Gleichungen: 

1 WIELAND: Helvet. chim. Acta 15, 21 (1932). 
2 Vgl. NEUBERG und WINDISCH: Naturwiss. 13, 993 (1925); 

Biochem. Z. 166, 454 (1925) - NEUBERG und MOLINARI: Naturwiss. 
14, 758 (1926). - MOLINARI: Biochem. Z. 216, 187 (1929). 

3 Vgl. SIMON: Biochem. Z. 224, 253 (1930); 243, 401 (1931)_ -
BERTHO und BASU: A. 485, 26 (1931). - WIELAND: Ang. Ch. 28, 
582 (1931). - WiNDISCH: Biochem. Z. 250, 466 (1932). 

4 Vgl. BERTHO: A. 474, 57 (1929) und anderseits TANAKA: Acta
phytochim. 5, 239 (1931). 
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CHs. CH20H + Chinon --~ CHs. CHO + Hydrochinon, oder 
CHs.CH(OH)2 + MB ----+ CHs·COOH + MBH2 

Von diesen H-Acceptoren.wird in ausgedehnter Weise bei der "Accep
tormethodik" Gebrauch gemachP. 

Gema13 der WIELANDSchen Dehydrierungstheorie solI die Aufgabe 
der Dehydrasen (Dehydrogenasen, Hydrokinasen) in der Lockerung 
bzw. Aktivierung des Wasserstoffs der Substrate (Wasserstoff
donatoren) bestehen, der dann yom H2-Acceptor (Sauerstoff, Aldehyd, 
Chinon, Methylenblau usw.) iibernommen wird ("Wasserstofftrans
port"). Die Dehydrierungstheorie ist daher auch fiir das Verstandnis 
der anaeroben Zellvorgange von gro13ter Bedeutung (Oxydoreduk
tionen, Dismutationen). 

Das bei aeroben Prozessen als primares Hydrierungsprodukt des 
molekularen Sauerstoffs entstehende Wasserstoffsuperoxyd wird 
dann durch ein Enzym, die Katalase, unter Bildung von Wasser 
und Sauerstoff zerstt'irt; dieselbe ist in allen aero ben Zellen weit 
verbreitet und hat daher wegen der Giftigkeit des Wasserstoffsuper
oxyds eine sehr bedeutsame Funktion zu erfiillen. Dort wo die Kata
lase fehlt (bei vielen anoxydativen Organismen,wie z. B. vielen 
Milchsaurebakterien) kommt es auch tatsachlich unter bestimmten Be
dingungen zu einer Anreicherung von Wasserstoffsuperoxyd, und zwar 
in einer dem Sauerstoffverbrauch aquivalenten Menge. Es ist demnach 
hier die WIELANDsche Dehydrierungstheorie voll bestatigt2. Auch bei 
einem Essigbakterium (dem Acetobacter peroxydans) fehlt die 
Katalase vollig, aber trotzdem tritt hier kein Hydroperoxyd auf. Es 
zeigte sich jedoch, da13 in diesem Fall H 20 2 selbst als Wasserstoff
Acceptor wirkts. 

Auf Grundder Untersuchungen mit anderen Zellsystemen (Mace
rationssaft usw.) wurde wahrscheinlich gemacht, da13 durch eine 
Pyridin-Flavin-Katalyse (Cozymase I + gelbes Oxydationsferment) 
(vgl. S. 140) der Alkohol zu Acetaldehyd unter Bildung von 
Hydroperoxyd dehydriert wird 4. Sodann solI das Acetaldehydhydrat 
Hs unter Bildung von Essigsaure an das Haminsystem (Cytochrom + 
Atmungsferment) abgeben, das dann mit molekularem Sauerstoff 
Wasser bildet (vgl. Nachtrag). 

40. Ubung: 

Oxydation verschiedener Alkohole 5• 

a) Oxydation von n-Propylalkohol zu Propionsaure. In zwei 
FERNBACH-Kolben von 21 Inhalt werden je 400 cern Hefewasser, 
enthaltend 2% n-Propylalkuhol in iiblicher Weise mit A. sub
oxydans oder ascendens (vorbereitet in einem kleinen Ansatz 

1 Niiheres vgl. besonders BERTHO-GRASSMANN: Biochemisches 
Praktikum. Berlin: Walter de Gruyter & Co .• 1936. 

2 Vgl. BERTHO und GLUCK: A. 494, 159 (1932). 
s WIELAND und PISTOR: A. 622, 116 (1936). Hinsichtlich des 

sonstigen biochemischen Verhaltens von A. peroxydans vgl. WIELAND 
und PISTOR: A. 030, 205 (1938). 

4 Vgl. NEGELEIN und WULFF: Bio. Z. 289, 436 (1937). 
5 Vgl. dazu VISSER'T HOOFT: Diss. Delft 1925. 
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desgleiehen Nahrmediums) geimpft. Naeh ungefahr 10 Tagen bei 
28° Entnahme einer Probe und Titration; weitere Probeent
nahmen in Intervallen von etwa 10 Tagen. Versuchsabbrueh, 
sobald das Sauremaximum erreicht ist. Quantitative Bestimmung 
der Propionsaure dureh Destillation und Titration einer ent
nommenen Probe (etwa 100-200 eem). Der Inhalt des zweiten 
Kolbens wird zur Ganze der Destillation unterworfen, das 
Destillat mit n-Lauge neutralisiert und zur Troekne verdampft 
(propionsaures Natrium bleibt zurUck). 

Identifizierung der Propionsaure als p - Chlorphenaeylester: 
1 g p-Chlorphenaeylbromid mit der bereehneten Menge propion
sauren Natriums (gelost in wenig Wasser) und mit 10 cem 95%igem 
Alkohol auf dem Wasserbad eine Stunde unter RiickfluB erhitzt. 
Beim Abkiihlen findet Krystallisation statt. Naeh dem Um
krystallisieren aus Alkohol sehmilzt der Propionsaure-p-Chlor
phenaeylester bei 98°. 

b) Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton. Es sei hier die 
Durehfiihrungdieser Oxydation mittels getoteter Essigbakterien 
angefiihrtl. 1,8 g getotete Essigbakterien (Gewinnung vgl. 
Phung ,37d) werden mit 1,8 g Caleiumearhonat und 18 eem einer 
3%igen Isopropylalkohollosung verriihrt, auf Filtrierpapier aus
gebreitet und in verschlossenen Glasern 3 Stunden bei 25° auf
bewahrt. Dann wird in wenig Wasser aufgenommen und in 
eine eisgekiihlte Vorlage mit 10 cem 30%iger Essigsaure, ent
haltend, 0,17 g p-Nitrophenylhydrazin, destilliert. Das in Form 
feiner gelber Nadeln auskrystallisierende Aeeton-p-Nitrophenyl
hydrazon wird abgesaugt, mit 20%igem Alkohol gewasehen 
und aus verdiinntem Alkohol umkrystaJlisiert. Sehmelzpunkt 
144-146°. 

Anhang: Theoretisehes. 

Die Oxydation anderer primarer Alkohole erfolgt wohl in analoger 
Weise wie die des ltthanols. Beim Abbau des Methylalkohols scheinen 
drei Enzyme heteiligt zu sein, wie Versuche mit Acetonpraparaten 
des A. pasteurianum zeigten 2, und zwar eine Alkoholdehydrase, eine 
Aldehydrase, und ein Ameisensaure abbauendes Ferment, das bei der 
Acetonbehandlung unwirksam wird. Auch Formaldehyd konnte als 
Zwischenprodukt isoliert werden. - Propylalkohol wird durch die 
meisten Essigbakterien in der Regel leicht in Propionsaure iiberge-

1 Nach MULLER: Biochem. Z. 238, 253 (1931). - Die Oxydation 
kann auch mit lebenden Bakterien (A. pasteurianum u. a.) in ahn
licher Weise wie unter a oder mittels Suspensionen der lebenden 
BakterieIi vorgenommen werden. Ferner kann auch die Sauerstoff
absorption im Mikrorespirationsapparat verfolgt werden. 

2 MULLER: Bio. Z. 264, 97 (1932). 
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fiihrtl, am besten bewahrte sich auch hie.r A. suboxydans2 • Auch tiber 
die Oxydation von n-Butylalkohol, Isobutylalkohol und Isoamyl
alkohol wurde berichtet. 

Auch Isopropylalkohol wird durch zahlreiche Essigbakterien zu 
Aceton oxydiert. MtiLLER 3 erzielte mittels lebendem A. pasteurianum 
eine 75%ige Umwandlung, durch Acetonpraparate, des gleichen 
Bakteriums quantitative Umsetzung. - Bei dieser Reaktion handelt 
es sich gleichfalls um eine Dehydrierung. Als H2-Acceptor kann auch 
Chinon dienen 4. 

41. Ubung: 

Alkoholisehe Giirung der Essigbakterien 5. 

2 g Glucose werden mit einer Suspension der abzentrifugierten, 
gewaschenen und in sterilem Leitungswasser aufgeschwemmten 
Bakterien 6 (entsprechend etwa 2 g Trockensubstanz) versetzt und 
das Ganze auf 200 ccm aufgefiillt. 10 ccm des Ansatzes werden in 
ein Eudiometer (vgl. S. 110) eingefiillt und bei 300 stehen gelassen. 
Die CO2-Entwicklung wird im Laufe von 2-3 Tagen festgestellt. 
Der Hauptansatz verbleibt bei 300 in dem Kolben, der mit CO2 

oder N 2 gefiillt ist und der mit einem GarverschluB versehen wird 
(noch zweckmaBiger ist es, die Garung in einer Schiittelflasche 
unter dauerndem Schiitteln durchzufiihren). Nach Beendigung 
der Garung wird an Proben die bakteriologische Priifung und in 
aliquoten Teilen des Ansatzes die Alkoholbestimmung vorge
nommen (vgl. S. 112). CO2 und Alkohol entstehen in aquimole
kularen Mengen. Die Garung geht nur bis etwa 15-20% der 
Theorie vor sich. 

Zur Kontrolle der CO2-Entwicklung setzt man noch einen 
Blindversuch mit der Bakteriensuspension ohne Glucose im 
Eudiometer an; die dabei gefundene meist sehr geringe CO2-Menge 
ist von der des Hauptversuches in Abzug zu bringen. 

Anhang: Theoretisches. 

Die Essigbakterien vermogen unter anaeroben Bedingungen 
normale alkoholische Giirung hervorzurufen und verftigen tiber ein 
komplettes Zymasesystem; sie besitzen Carboxylase, Keton
aldehydmutase, Phosphatase und das Zymohexasesystem. So ver
mogen auch Essigbakterien Hexosediphosphat zu Methylglyoxal ab-

1 HERMANN und NEUSCHUL: Bio. Z. 233, 129 (1931) u. a. 
2 VISSER 'T HOOFT: Diss. Delft 1925. 
3 MULLER: Bio. Z. 238, 253 (1931). 
4 MULLER: Bio. Z. 2M, 102 (1932.). 
Ii Vgl. NEUBERG und SIMON: Biochem. Z.197, 259; 199,235 (1928). 
SIMON: Biochem. Z. 224, 253 (1930). 
6 Acetobacter suboxydans oder A. pasteurianum u. a.; gewonnen 

gemiiJ3 Ubungsbeispiel 36a oder b. 
Bernhauer, Gltrungschemisches Praktlkum, 2. Auf I. 15 
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zubauen 1. Diese Befunde bilden weiter Beispiele fUr die grundsatzliche 
Einheitlichkeit der bioIogischen Abbauprozesse. Manche Substrate, 
die durch die Essigbakterien nicht so leicht direkt oxydiert werden 
konnen, wie besonders Ketosen, werden jedoch aHem Anschein nach 
auch unter aeroben Bedingungen wenigstens teilweise tiber die Ca-
Korper abgebaut, wie das haufige Auftreten von Essigsaure zeigt. 
Auch beim Abbauvon Aldosen oder Zuckercarbonsauren werden viel
fach kleine Mengen Essigsaure gebildet. ZweifeHos ist jedoch das Ver
mogen zum "normalen" Zuckerabbau bei den Essigbakterien sohr 
geschwacht. VgI. auch Nachtrag. 

B. Erzeugung von Zuckerarten. 
42. lJbung: 

Darstellung von I-Sorbose. 

a) Auswabl geeigneter Bakterien 2• In einer groBeren Anzabl 
VOnERLENMEYER-Kolben von 200 ccm Inhalt werden je 50 ccm 
Nahrlosung nach dem Sterilisieren mit Kulturen verschiedener 
Essigbakterien wie A. xylinum, xylinoides, gluconicum, orleanense 
usw. geimpft. Nahrlosung: 5% Sorbit (Sionon der 1. G.-Farben
industrie) in Hefeextrakt (5 Teile Hefe auf 100 Teile Wasser, 
Herstellung vgl. S. 34). Temperatur 26-28°. Yom 5. Tag 
an Probeentnahme von je 1-2 ccm Losung und Bestimmung 
des Reduktionsvermogens nach Bertrands Methode. Etwa aIle 
3 Tage weitere Entnahme von Proben und Analyse derselben. 
N a.ch etwa 10-25 Tagen ist die Oxydation stets beendet. Dar
stellung der Resultate in Form von Kurven. Reduktionskurven 
vgl. S. 276. 

b) Priiparative Gewinnung von I-Sorbose mittels des Rube
Verfahrens. Einige FERNBACH-Kolben von je 5 1 Inhalt mit je 
11 Nahrlosung (wie bei a), aber mit 20% Sorbit 3) beschickt, 
sterilisiert (entweder fraktioniert oder unter schwachem lJber
druck) und mit einer aktiven Kultur von A. suboxydans geimpft 
(je 10 ccm einer einige Tage alten Kultur, wie unter a). Etwa 
8-10 Tage bei 26--28° belassen (bei weniger aktiven Kulturen 
dauert die Oxydation langer, manchmal auch 30-40 Tage). 

Aufarbeitung: AIle Losungen vereinigt und mit BleiacetatlOsung 
gefiWt (fur je 11 Flussigkeit etwa 5-8 g Bleiacetat): Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff behandelt und im Vakuum zum Sirup ver-

I NEUBERG und SIMON: Biochem. Z. 253, 225 (1932). 
2 BERNHAUER und GORLICH: Biochem. Z. 280, 375 (1935). Vgl. 

auch RASUMOWSKAJA: Arch. Sci. bioI. 43, 209 (1936). 
3 Nach FULMER, DUNNING, GUYMON und UNDERKOFLER [Am. Soc. 

li8, 1012 (1936)] ergaben auch noch 35%ige Sorbitlosungen in 
14 Tagen eine 80%ige Ausbeute an I-Sorbose. 
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dampft. Die I-Sorbose krystallisiert in weiBen, schon fast 
reinen Krystallen aus. Schmelzpunkt 160 -161°. Absaugen, 
mit Methanol waschen. Durch Einengen der Mutterlauge im 
Vakuum und analoge Behandlung sind noch weitere Mengen 
erhiiltlich. Gesamtausbeute gegen 70%. Umkrystallisieren aus 
wenig heiBem Wasser oder aus Methanol. 

c) Praparative Gewinnung von I-Sorbose naeh dem Dureh
liiftungsverfahren 1. In einem 21-KLuyvER-Kolben (vgl. S. 76) 
werden 1500 ccm Niihrlosung (enthaltend 15% Sorbit2, 0,5% 
Difco und 0,1 % Eisessig) nach dem Sterilisieren mit 20-30 ccm 
einer 2 Tage alten Kultur des A. suboxydans geimpft~. Dauernde 
Durchleitung von steriler Luft (Wattefilter) bei 26-28°. Zeitweise 
Entnahme von Proben (0,5-2 ccm) und Bestimmung des Reduk
tionsvermogens. Sobald dasselbe nicht mehr steigt (etwa nach 
6-8 Tagen) wird der Versuch abgebrochen und wie unter b) auf 
Sorbose verarbeitet. Ausbeute 70-80% des angewendeten Sorbits 
(manchmal auch noch hoher). 

Anhang: Technische Gewinnung von 1-Sorbose 4 • 

Man arbeitet entweder nach dem Durchliiftungsverfahren, oder 
am besten nach dem Giirtrommelverfahren·, da dabei die Vermischung 
der Fliissigkeit mit der Luft besonders intensiv ist. Die urn eine 
horizontale Achse rotierende Gartrommel besitzt im Inneren Schaufeln, 
mit deren Hilfe die Fhlssigkeit immer wieder hochgehoben und ver-

1 Nach Versuchen von H. KNOBLOCH (Diss., Prag 1938) und im 
AnschlnB an BOESEKEN und LEEFERS: Rec. tray. Pays Bas 54, 861 
(1935). Vgl. auch KRESSLING: Mikrobiol. 6, 898 (1937). 

2 Auch 25%igc Sorbitlosungen konnen noch nach diesem Verfahren 
in guter Ausbeute umgesetzt werden, doch dauert dann der Proze/3 
entsprechend langer. 

3 Von gro/3ter Bedeutung flir die Aktivitat der Bakterien ist die 
Art und Dauer der Vorziichtung derselben. Vor aHem miissen die ver
wendeten Kulturen jung (etwa 2 Tage alt) und auf neutralem Nahr
boden vorgezilchtet sein. - Hinsichtlich der Abhangigkeit der aeroben 
und an aero ben Aktivitat vieler Bakteriendehydrasen yom Alter der 
Kulturen (von der "Wachstumsperiode") vgl. WOOLDRIDGE, KNox 
und GLASS: Bioch. J. 30, 926 (1936) sowie WOOLDRIDGE und GLASS: 
Bioch. J. 31, 526 (1937). - Hinsichtlich der Aktivitat der Bakterien zur 
Bildung und zum weiteren Abbau von Gluconsaure vgl. BUTLIN: Bioeh. 
J. 30, 1870 (1936); 32,508,1185 (1938). - KLUYVER und BOEZAARDT: 
Rec. tray. Pays-Bas 57, 609 (1938). 

4 Vgl. WELLS, STUBBS, LOCKWOOD und ROE: Ind. Eng. Chern. 29, 
1385 (1937). 

• HERRICK, HELLBACH und MAY: Ind. Eng. Chern. 27, 681 (1935). 
- Das Verfahren wurde urspriinglich f1lr Pilzoxydationen ausge
arbeitet (vgl. S. 242), hat sich aber auch fLir Oxydationen mittels 
Essigbakterien vorziiglich bewiihrt. - Vgl. A. P. 2,121533 (1938). 
- C. 1938 II 3622. 

15* 
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staubt wird. Dadurch wird die Losung in sehr innige ~eriihrung 
mit der Luft gebracht. Aul3erdem kann dabei unter einem Uberdruck 
von 2- 3 Atm. gearbeitet werden, wodurch der OxydationsprozeJ3 eine 
weitere erhebliche Beschleunigung erfahrt. Die giinstigste Drehungs
geschwindigkeit der Gartrommel und die geeignetste Menge der durch
stromenden Luft miissen genau ermittelt werden. - Besonders 
wichtig ist weiterhin die Vorbereitung eines moglichst aktiven Impf
materials 1• Es gelang unter geeigneten Bedingungen Sorbit in 15 bis 
20%iger Losung innerhalb 24- 33 Stunden in hoher Ausbeute (tiber 
90%) zu I-Sorbose zu oxydieren. Das Verfahren hat zweifellos auch fiir 
andere Oxydationen mittels Essigbakterien noch eine groJ3e Zukunft. 

43. Ubung: 

Darstellung von Dioxyaceton. 

a) Auswabl geeigneter Bakterien. Ebenso durchzufuhren wie 
in Ubung 42 a, aber mit 5% Glycerin.· Reduktionskurve fur 
Dioxyaceton vgl. S. 276. 

b) Priiparative Darstellung von Dioxyaceton mittels des Ruhe
verfahrens 2. In einem groBen Emailletopf werden 21 Leitungs
wasser zum Sieden erhitzt, mit einem Brei aus 750 g frischer, 
abgepreBter Bierhefe und 11 heiBem Wasser versetzt und unter 
dauerndem Ruhren 20 Minuten gekocht; absetzen lassen, de
kantieren, Rest filtrieren (oder das Ganze nach dem Erkalten 
sofort zentrifugieren). Abkochung mit 100ccm (= 123 g) reinem 
Glycerin (D. A. B. VI) versetzt; mit Leitungswasser auf 10 I 
aufgefullt und auf vier Stehrundkolben von je 51 Inhaltverteilt 3• 

Diese fraktioniert sterilisiert und mit Acetobacter suboxydans 
geimpft (pro Kolben 50 ccm einer kraftig entwickelten analogen 
Hefewasser-Glycerin-Kultur). Bei 25-30° stehen gelassen. Vom 
8. Tage an aIle 2 Tage Probe (5 ccm) entnommen und Reduktions
vermogen bestimmt. Nach etwa 1.2 Tagen ist das Maximum 
erreicht. 

Aufarbeitung: Losungen vereinigt, mit CaCOs, Kieselgur und 
Tierkohle versetzt und filtriert. Filtrate im Verdunstungskasten 
und zum SchIuB im Vakuum bei 33° eingeengt. Sirup mit so viel 
Alkohol aufgenommen, daB erneuter Zusatz keine Trubung mehr 

1 Vgl. Note 3 S. 227. 
2 NachNEUlJERG undHoFMANN: Bio. Z. 279, 318 (1935). Vgl. auch 

UNDERKOFLER und FULMER: Am. Soc. 69, 301 (1937). 
~. An Stelle des auf diese Weise gewonnenen Hefewassers kann wie 

in Ubung 42 c auch Hefeextrakt "Difco" in einer Konzentration von 
0,3-0,50/ 0 verwendet werden. 
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verursacht. Filtriert, Alkohol zum groBten Teil im Vakuum ver
dampft, Riickstand (etwa 250 ccm) in 31 Aceton eingeriihrt. 
Abscheidung eines zahen Sirups, abdekantiert. Losung im Vakuum 
verdampft, Sirup im Vakuumexsiccator von Aceton und Wasser 
vollstandig befreit, angeimpft, im Eisschrank aufbewahrt; 
Krystallbrei nach etwa 2 Tagen mit kaltem Aceton verrieben, 
abgesaugt, mit kaltem Alkohol gewaschen. Aus dem Filtrat in 
analoger Weise ein weiterer Anteil erhaltlich. Gesamtausbeute 95 g 
bereits fast reines Produkt (77% d. Th.). Weitere Reinigung: in 
heiBem Alkohol losen, in viel Aceton eingieBen, mit Tierkohle 
schiitteln, filtrieren, zum Sirup einengen, auskrystallisieren 
lassen, ergibt vollig reines Produkt. 

c) Praparative Darstellung von Dioxyaceton nach dem Durch
lliftungsverfahren 1. Man geht ebenso wie in Ubung 42c vor, nur daB 
man 7% Glycerin 2 verwendet. Man impft mit 20-30 ccm einer 
2 Tage alten Kultur des A. suboxydans im gleichen Medium, aber 
ohne Essigsaure. Nach 48-60 Stunden ist dasselbe so gut wie 
quantitativ zu Dioxyaceton oxydiert. Aufarbeitung wie unter b). 

Anhang: Die Oxydation von Zuckeralkoholen zu 
Zuckern. 

Wir haben hier grundsatzlich zweierlei Vorgange zu unterscheiden, 
namlich, je nachdem ob eine primare oder eine sekundare Carbinol
gruppe angegriffen wird; dabei kommt es also entweder zur Bildung 
von Aldosen oder von Ketosen 3. 

a) Bildung von Aldosen wurde bisher nur selten beobachtet (der 
Vorgang ist auch noch nicht endgiiltig bewiesen); z. B. Mannit ~ 
d-Mannose (Hauptvorgang ----+ d-Fructose, vgl. unten), eventuell 
auch d-Dulcit -+ d-Galaktose. 

b) Bildung von Ketosen bzw. von Oxy-keto-Verbindungen 4 findet 
sehr haufig statt, und zwar: 

Glykole: Bildung von Acetol aus Propylenglykol oder Acetoin 
aus 2, 3-Butylenglykol. 

1 Nach Versuchen von H. KNOBLOCH: Diss., Prag 1938. 
2 Hoher prozentige Glycerinlosungen werden nur bis zu einem 

Cehalt von etwa 7% Dioxyaceton umgesetzt. Die Menge an Difco 
kann auch herabgesetzt werden. Wenn dasselbe vollig fortgelassen 
wird, ist die Umsetzung verlangsamt und unvollstandig. 

3 Literatur vgl. BERNHAUER: Die oxydativen Garungen. Berlin: 
Julius Springer 1932. - V gl. ferner BUTLIN: The biochemical activities 
of the acetic acid bacteria, Chern. Res., Spez. Rep. Nr 2, London 
1936. - BERNHAUER: Biochemie der Essigbakterien, Erg. Enzymf. 7, 
246 (1938). 

4 HANN, TILDEN und HUDSON: Am. Soc. 60, 1201 (1938). 
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Glycerin: Bildung von Dioxyaceton. 
Tetrite: Erythrulose aus Erythritl. 
Pentite: I-Xylo-ketose aus I-Arabit. 
Hexite: I-Sorbose aus d-Sorbit, d-Fructose aus Mannit. 
Heptite: Perseulose aus Perseit, Glucoheptulose aus Glucoheptit. 
Auf Grund der gemachten Befunde wurde eine allgemeine Gesetz-

maLligkeit fiir die Oxydation von sekundaren Carbinolgruppen durch 
Essigbakterien abgeleitet (B e r t ran d s c heR e gel); und zwar solI die 
Oxydation nur dann stattfinden, wenn der zu oxydierenden Carbinol
gruppe eine zweite OH-Gruppe benachbart ist, die sich in der Projek
tionsformel in cis-Lage befindet; dagegen werden Carbinolgruppen 
bei denen diese Voraussetzung nicht erfillit ist, nicht angegriffen: 

R R 
I I 

H.C.OH H.C.OH 
I ---~ I 

H.C.OH C:O 
I I 
CH20H (oderCHs) CH20H 

R 
I 

HO.C.H 
I --~ 

H.C.OH 
I 
CH20H 

nicht oxydierbar 

Hinsichtlich einer Einschrankung dieser Regel vgl. S. 234. 
Aus i-Inosit entsteht durch Einwirkung von A. suboxydans eine 

Diketoverbindung 2• 

Uber die Enzymchemie dieser Oxydationen liegen noch keine ein
gehenderen Untersuchungen vor, vermutlich handelt es sich aber auch 
hier urn eine Dehydrierung, die durch das Pyridin-Flavin-System 
katalysiert wird. 

c. Bildung und Abbau von Zuckercarbonsauren. 

44. Ubung: 

Darstellung von d·Gluconsaure. 

a) Praparativer Versucb nacb dem Rube· Verfabren. Einige 
FERNBAOH-Kolben von 51 Inhalt mit je 11 Nahrlbsung (10% Glu
CORe in Hefewasser mit 3%CaC03 ) nach dem Sterilisieren mit einer 
Kultur des A. suboxydans oder xylinum usw. geimpft. 12-15 
Tage bei 26-28° stehen gelassen. Einer der Kolben wird zur Probe
entnahme eingerichtet (vgl. Abb. 15, S. 75). Probeentnahme etwa 
am 6., 9., 12. und 15. Tag: Filtration, :Bestimmung des Ca-Gehaltes 
(vgL S. 160) an 10 ccm, Reduktionsvermbgen (nach BERTRAND, 
vgl. S. 160) an 1 ccm, spater bis 5 cern Probe. Abnahrne des 

1 Vgl. dazu auch die Arbeit von WHISl'LER nnd UNDERKOFLER: 
Am. Soc. 60,2507 (1938). 

2 DUNNING, FULMER, GUYMON und UNDERKOFLER: Science (New 
York) 87, 72 (1938). 
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Glucosegehaltes 1 und Anstieg des Ca-Gluconatgehaltes. 1 ccm 
n/10-KMnO, =2 mg Ca=22,5 mg Ca-Gluconat. (.H20) =19,6 mg 
Gluconsaure (entspricht .18 mg Glucose). 

Aufarbeitung (sobald das Maximum des Ca-Gehaltes erreicht 
ist): Losungen vereinigt, unter Zusatz von etwas Calciumhydroxyd 
vollig abneutralisiert, aufgekocht und filtriert (alles in einem groBen 
Emailletopf), Bakterienhaute ausgepreBt. Filtrat im Vakuum zum 
dunnen Sirup eingeengt. Beim Stehen, eventuell erst nach dem 
Allimpfen mit Ca-Gluconat erstarrt das ganze zu .einem Krystall
brei. Scharf abgesaugt, mit etwa 50%igem Alkohol angeruhrt und 
wieder abgesaugt, nachgewaschen (rascher kommt man durch 
Abpressen in einer hydraulischen Presse zum Ziel). Aus heiBem 
Wasser umkrystallisiert (etwa 4 Teile Wasser auf 1 Teil Substanz) 
und wie oben ausgewaschen (bis kain Reduktionsvermogen mehr 
vorhanden ist). Ausbeute 70-80%. 

b) Praparativer Versuch nach dem AufguBverfahren, grund
satzlich analog wie Ubung 38 c 2. 

Anhang: Theoretisches. 
1. Oxydation anderer Aldosen zu Aldonsauren. Hexosen. BildlUlg 

von d-Galaktonsaure aus Galaktose 3,4, sowie von d-Mannonsaure aus 
Mannose 5 • In diesen Fallen scheint insbesondere die GewohnlUlg der 
Bakterien an das zu oxydierende Substrat von groJ3er BedeutlUlg; 
so gelang es :mit Hilfe von Passagen das Oxydationsvermogen des 
A. gluconicum gegenuber den erwahnten Substraten sehr stark zu 
erhohen 4, 5. 

Pentosen: BildlUlg von I-Arabonsaure aus I-Arabinose 3 lUld von 
I-Xylonsaure aus I-Xylose 3. 

2. Enzymcbemie der Gluconsaurebildung. Das dabei wirksame 
Enzym ist eine typische Dehydrase 6 und steht etwa zwischen der 
Anaero-Gluco-dehydrase der Leber 7 lUld der Aero-Gluco-dehydrase 
der Schimmelpilze (vgl. S. 242). Der Dehydrierlmgsvorgang ist jeden
falls auch hier als Pyridinkatalyse aufzufassen. 

1 Bei langerdauernden Versuchen steigt das Reduktionsvermogen 
wieder an infolge der Bildung von Ketosauren. Daher muJ3 der 
Versuch rechtzeitig abgebrochen werden. 

2 Nii.heres vgl. HER.¥ANN lUld NEUSCHUL: C. Bacter. II, 93, 25 
( 1935). - Versuche zur Ubertragllllg dieser Methode in halbtechnischen 
MaJ3stab ergaben kein befriedigendes Ergebnis, da die Infektionsgefahr 
nicht beseitigt werden konnte (PrivatmitteillUlg von Dr. DULL, 
Hamburg). 

3 BERTRAND: C. r. 127, 729 (1898); Bl. (3) 19, 1003 (1898); A. ch. 
(8) 3, 275 (1904). 

4 HERMANN lUld NEUSCHUL: Biochem. Z. 270, 6 (1934). 
• HERMANN lUld NEUSCHUL: Bl. Soc, BioI. 18, 390 (1936). 
6 Vgl. TANAKA: Acta phytochim. 7, 265 (1933). 
7 Vgl. dazu HARRISON: Erg. Enzymf. 4, 297 (1935). 
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45. Ubung: 

Einfaehe Oxydationsprodukte der d-Glueonsiiure. 

a) Darstellung der d-5-Ketoglueonsiiure 1• Einige FERNBACH
Kolben mit je 11 Niihrlosung (5% Ca-Gluconat, 0,2% NH,H2PO" 
0,1 % KH2PO" 0,025% MgSO, und die 1% Hefe entsprechende 
Menge Hefeextrakt) nach dem Sterilisieren geimpft (mit je 
10-20 ccm einer Kultur des A. gluconicum oder A. suboxydans 
muciparum 2 auf Glucose oder Ca-Gluconat in Refewasser), 
30-36 Tage bei 26-28°. 

Aufarbeitung: Gewinnung des in groBen Krystallen abge
schiedenen Ca-5-Ketogluconates durch Abdekantieren der auf
geschlammten Bakterien und Was chen mit Wasser; Krystallmasse 
aus den Kolben schlieBlich gemeinsam abgesaugt. Weitere Mengen 
manchmal erhaltlich durch Einengen der vereinigten Filtrate im 
Vakuum auf etwa Yt. des V olumens. Gesamtausbeute gegen 
70%. Reinigung: 1 Teil des rohen SaIzes in 1 Teil 20%iger SaIz
saure gelOst, mit 10 Teilen Wasser versetzt, filtriert und 4 Teile 
Na.-Acetat in 5 Teilen Wasser hinzugefiigt. Nach einiger Zeit 
krystallisiert das reine Ca-Salz in einer Ausbeute von 80-90% 
des Rohproduktes aus (eine weitere Menge ist aus der Mutter
lauge gewinnbar). Identifizierungsreaktionen: 

Orcinprobe: Etwas Ca-5-Ketogluconat wird in Salzsaure ge
lost und mit einigen ccm Reagens versetzt (1 g Orcin in 500 ccm 
25%iger Salzsaure mit 25 Tropfen einer 10%igen Eisenchlorid
losung versetzt): Intensiv griine Farbung, loslich in Amylalkohol. 

Phloroglucinprobe: Etwas Ca-5-Ketogluconat wird in 1 bis 
2 ccm 18%iger Salzsaure gelost und nach dem Zusatz von etwas 
Phloroglucin einige Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt: 
Dunkelgriine Farbung (spater braun werdend). 

b) Darstellung der d-2-Ketoglueonsiiure 2• 6 HOULE-Kolben mit 
je 300 ccm Nahrlosung (4% Kaliumgluconat 3 und 1% GIucon
saure' in Hefewasser, das 5% Refe entspricht). Nach dem Sterili-

1 Vgl. BERNKAUER und GORLICK: Biochem. Z. 280, 367 (1935). 
2 H. KN{)BLOCH: Diss., Prag 1938. 
3 Hergestellt durch Umsetzen einer L6sung von Ca-Gluconat mit 

der aquivalenten Menge Kaliumcarbonat. Nach dem Verdampfen des 
Filtrates im Vakuum scheidet sich das K-Gluconat als krystallisierte 
Masse aus. 

4 Hergestellt durch Umsetzen des Ca-Gluconates mit der aqui
valenten Menge Schwefelsaure oder Oxalsaure. Der nach dem Ein
engen des Filtrates im Vakuum erhaltliche Sirup wird durch Be
handlung mit Aceton in krystallisierte Form iibergefiihrt. Durch 
weitere Behandlung mit Aceton erhiHt man ein weWes Produkt [vgl. 
DRP. 564434 (1931)]. 
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sieren mit je 10-20 ccm einer jungen Kultur von A. suboxydans 
oder eines anderen geeigneten Bakteriums im gleichen Medium 
geimpft. Versuchsdauer 40-60 Tage bei 26-28°. 

Aufarbeitung: Vereinigte Filtrate aufgefiillt. Probeentnahme 
zur Bestimmung des Reduktionsvermogens. (Die Umsetzung in 
2-Ketogluconsaure betragt etwa 75%). - Rest der Losung mit 
Bleiacetat versetzt (wie in Ubung 42b). Niederschlag abfiltriert, 
Filtrat mit Schwefelwasserstoff behandelt, Losung nach dem 
Filtrieren im Vakuum zum diinnen Sirup verdampft und mit 
Alkohol bis zur schwachen Triibung versetzt (dann vorteilhafter
weise mit 2-ketogluconsaurem Kalium geimpft); nach mehr
tagigem Stehen im Vakuum iiber Atznatron krystallisiert das 
2-ketogluconsaure Kalium aus, das nun in einigen Fraktionen 
gewonnen wird. Man erhalt so 40-50 g an krystallisiertem K-Salz. 
[Die Mutterlauge zeigt in der Regel starke Reaktion mit Naph
thoresorcin-Salzsaure, was auf die Anwesenheit von I-Guluron
saure (Aldehydgluconsaure) hinweist: Rotviolette Farbung, lOslich 
in Ather.] 

Identifizierung der 2-Ketogluconsaure mittels ihres Ohinoxalin
derivates 1 : 0,2 g des K-Salzes werden in 1 ccm Wasser gelost 
und mit 0,1 ccm konzentrierter Salzsaure und 0,12 g o-Phenylen
diamin versetzt; beim Umriihren findet Losung statt. Nach 
kurzer Zeit erstarrt die Losung zu einem Krystallbrei; abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen, aus heiBem Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt 199-200° (unter Zersetzung). 

Anhang: Theoretisches. 
Der Abbau der Gluconsaure kann in dreifacher Richtung erfolgen, 

und zwar: entweder werden sekundare Carbinolgruppen angegriffen, 
oder es wird die primare Carbinolgruppe oxydiert: 

COOH 
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HO.C.H 

I 
COOH 
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{ 
H.C.OH 

trans I 
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1 Vgl. OHLE: B. 67, 155 (1934). 
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Durch den Befund iiber die Bildung der 2-Ketogluconsaure 1 er
scheint auch in gewissem Sinn die BERTRANDsche Regel (vgl. S. 230) 
durchbrochen, indem es sich in diesem Fall urn die Oxydation einer 
Carbinolgruppe handelt, deren benachbarte OH-Gruppe sich in 
Transstellung befindet. Die Oxydationsfahigkeit dieser Gruppe 
konnte wohl mit der Nachbarschaft der Carboxylgruppe zusammen
hangen. Die Isolierung und Reindarstellung der Aldehydgluconsaure 
ist mit Schwierigkeiten verkniipft 2, so daB der imdgiiltige Kon
stitutionsbeweis noch aussteht. 

IV. Schimmelpilzgarungen. 
A. Kultivierung der Pilze und einfache Oxydationsprozesse. 

46. Ubung: 

Ziichtllng von Schimmelpilzen und Gewinnung von Sporen
kultllren. 

a) Isolierung von Pilzen aus natiirlichen Substraten. Man 
laBt in Schalen verschiedene natii.rliche NahrbOden wie Brot, 
saure Friichte usw. offen stehen und beobachtet das Auftreten 
von Pilzkult.uren. Von den sich entwickelnden Pilzen werden 
mittels der Platinnadel Conidiosporen abgeimpft und auf Wiirze
agarplatten iibertragen (PETRI-Schalen) ; diese laBt man bei 25-35° 
stehen, beobachtet das Auskeimen der Sporen und impft bald 
auf frische Platten abo SchlieBlich sucht man die erhaltenen Pilze 
durch makroskopische und mikroskopische Untersuchung zu 
identifizieren 3. 

b) Ziichtung von PUzen aus einer einzelnen Conidiospore. 
Von einer Rohrchenkultur des betreffenden Pilzes werden Conidio
sporen mit der Impfnadel unter sterilen Bedingungen in ein 
kleines Flaschchen, enthaltend 5 cem steriles Leitungswasser 
und 5-10 Tropfen Alkohol, gebracht und die Sporen durch 
kraftiges Schiitteln voneinander getrennt. Ein Tropfen dieser 
Suspension wird dann zu 5 ccm Wasser in einem zweiten 
Flaschchen hinzugefUgt und nach jedesmaligem guten Schiitteln 
dieser Vorgang fUnf- bis sechsmal wiederholt. SchlieBlich wird die 
Fliissigkeit der beiden letzten Flaschchen auf je eine· fertige 
Wiirzeagarplatte aufgegossen, das iiberschiissige Wasser durch 
Umdrehen der PETRI-Schale im Deckel gesammelt und entfernt. 
Nach etwa 24stiindigem Verweilen in einer feuchten Kammer 

1 BERNHAUER und GORLICH: Biochem. Z. 280. 367 (1935). - Vgl. 
auch BERNHAUER und KNOBLOCH: Naturw.26, 819 (1938). 

2 TAKAHASHI und ASAI: C. Bacter. II, 84, 193 (1931). - BERN
HAUER und IRRGANG: Biochem. Z. 280, 360 (1935). 

3 Vgl. die einschlagige botanisch-mycologische Literatur (s. S. 26 ff.). 
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bei 28-35° (je nach der Art des Pilzes) wird von den einzelnen 
Mycelinseln auf Agarrohrchen abgeimpft. Falls ein Mikro
manipulator zur Verfiigung steht, fiihrt man die Isolierung 
einzelner Sporen mit dessen Hilfe durch 1. 

Zur Fortziichtung der Schimmelpilze dienen zumeist Wiirze
agarrohrchen (Schriigagar; vgl. S. 31). 

c) Anlegung von Impfkulturen und Ubertragung derselbcn 
auf fliissige Substrate. Von den Rohrchen, die zur Fortziichtung 
dJenen, werden yor dem Ansetzen groBerer Pilzkulturen bzw. 
Giiransiitze Sporen auf frische Rohrchen iibertragen (bei groBeren 
Ansiitzen empfiehlt sich die Anwendung von Agarplatten in 
Roux-Kolben). Sobald in diesen kriiftige Sporenbildung statt
gefunden hat, wird eine Sporensuspension in sterilem Wasser 
zwecks Impfung fliissiger Substrate hergestellt und zwar: Man 
fiigt in ein Kulturrohrchen mittels einer Pipette einige Kubik
zentimeter steriles Wasser und schwemmt mit Hilfe eines Platin
drahtes die Sporen in der Fliissigkeit auf und spiiIt des ofteren 
mit Wasser nacho Die in einem sterilen Kolbchen gesammelte 
Sporenaufschwemmung wird dann zu dem betreffenden Ansatz 
hinzugefiigt. Bei Reihenversuchen empfiehlt es sich, die Sporen
suspension mittels einer sterilen Pipette auf die einzelnen Kolben 
gleichmaBig zu verteilen (z. B. je 0,5 -2 ccm pro Kolben). 

d) Abernten reiler Conidiosporen. Die die Kulturen ent
haltenden Agarrohrchell, die an den Glaswiinden kein KOlldens
wasser enthalten sollen, werden bei der gleichen Temperatur 

. (z. B. im Giirraum) mit sterilem Talkumpulver versetzt und mit 
dessen Hilfe werden die Sporen yon der Oberflache des Agar
rohrchens abgestreift; bei 35° noch 2-3 Stunden in sterilell 
GefiiBen iibertrocknet und in diesem Zustalld aufbewahrt. Der
artig aufbewahrtes Impfmaterial behalt seine physiologischell 
Eigenschaften besserund kOllstanter als in Agarrohrche1l 2• 

47. tJbung: 

Herstellung von l.\'Iassenkulturen und Trockenpriiparaten. 

a) Massenkultur von Scbimmelpilzen zur Gewinnung von 
OberfIiichenmycel. Die Niihrlosung (z. B. Bierwiirze von 8° BUg. 
oder eine 10-15%ige Zuckerlosung mit Niihrsalzen, vgl. S; 237) 
",·ird in einer groBeren Anzahl groBer FERNBACH-Kolben vor-

l Vgl. Z. B. GREENE und GILBERT: Science (N. Y.) II, 75, 388 
(1932); GREENE: Mycologia, (N. Y.) 25, 117 (1933). 

2 Vgl. dazu PALEY: Arch. f. Mikrobiol. 7, 206 (1936). 
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bereitet (und zwar bei solchen von 21 Inhalt je 400-500 ccm, 
bei solchen von 51 Inhalt je 1200-1500 ccm). Impfung mit einer 
Sporensuspension des betreffenden Pilzes. Nachdem ausreichendes 
Wachstum stattgefunden hat (bei 25-35°) werden die Pilz
mycelien gesammelt und in einer Spindelpresse von anhaftender 
Flussigkeit befreit, sodann zwecks weiterer Entfernung des Sub
strates wiedeJ;holt mit Wasser angeteigt und wieder abgepreBtl. 
Man kann auch so vorgehen 2, daB die in einem groBen Kolben 
befindliche sterile Nii.hrlosung direkt mit der Sporensuspension ver
setzt wird und daB dann die ganze Losung in trocken sterilisierte 
DRIGALSKI-Schalen (von etwa 20 em Durchmesser) gleichmaBig 
in 1-2 em SchichthOhe verteilt wird. Fur 10 I Nahrlosung ver
wendet man dabei Sporen von 3-4 ERLENMEYER-Kolben, in 
denen man den Pilz auf dem gleichen Substrat zur Entwicklung 
gebrachthat (Aufschwemmung der Sporen im Nahrsubstrat durch 
gutes Umschutteln). Mit 10 1 Nahrlosung konnen etwa 70 Schalen 
von den genannten Dimensionen beschickt werden. 

Zur Massenkultur von Schimmelpilzen in groBem MaBstab im 
Laboratorium dienen eigene Apparate, die eine Zuchtung der 
Pilze in grol3en Schalen ermoglichen. Das einfachste Arbeiten 
gestattet der von NORD beschriebene Sterilinkubator (vgl. S. 74). 

b) Erzeugung von submersem Mycel nach der Schiittelmethode. 
Eine groBere Anzahl von 500 ccm-ERLENMEYER-Kolben wird mit 
je 150 cern Nahrlosung (Zusammensetzung nach Bedarf) beschickt 
und dann wie in Ubung 48d (S. 240) vorgegangen. Nach 2 bis 
4 Tagen usw. wird das Mycel abgesaugt und weiter verarbeitet. 

c) Herstellung von Trockenpraparaten fUr enzymchemische 
Zwecke2• Das gut abgepreBte und ausgewaschene Mycel (vgl. 
oben) wird in kleine Stucke zerschnitten oder zerbroselt und mit 
Alkohol-Ather (2 Volumteile Alkohol und 1 Volumteil Ather), 
Aceton oder Methanol ubergossen. Fur je 100 g trockengepreBtes 
Mycel verwendet man 2,5 1; nach 3-5 Minuten wird die 
Flussigkeit abgegossen und 100-300 ccm Ather zugefiigt. Dieser 
ProzeB wird nach %-1 Minute nochmals wiederholt. Ein Teil 
des anhaftenden Athers wird dann rasch mittels ]'iltrierpapier 
entfernt und sodann das Material im Vakuumexsiccator 24 Stunden 

1 Falls die Entfernung von Reservestoffen des Mycels erforderlich 
ist (z. B. wenn das Mycel fur enzymchemische Zwecke verwendet 
werden soll, lal3t man die Mycelien vor dem Ernten nach dem Ent· 
fernen des Substrates auf Leitungswasser (dem man etwa 0,1 % 
Citronensaure zusetzt) 2-6 Stunden hungern ("verarmtes" Mycel). 

2 Vgl. MULLER: In OPPENHEIMER und PINCUSSEN, Methodik der 
Fermente, S. 507,510. Leipzig: Thieme 1929. 
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liber Schwefelsaure getrocknet. Das Praparat wird schlieBlich 
pulverisiert und aufbewahrt oder weiter verarbeitet (z. B. zur 
Herstellung von Enzyrnextrakten usw.). 

Anhang 1: Theoretisches. 
Insbesondere KLUYVER und PERQUIN 1 haben darauf hingewiesen, 

da13 die bei der Oberflachenkultur entstehenden Pilzdecken Zellen· 
material von sehr heterogener Beschaffenheit besitzen. Die in den 
obersten Schichten befindlichen Zellen grenzen direkt an den Luftraum; 
dieselben sind daher mit Sauerstoff gut versorgt, dagegen sind sie hin
sichtlich der Zufuhr von Nahrstoffen von den unteren abhangig. Diese 
verhalten sich wieder umgekehrt. Bei den zwi~~hen diesen au13ersten 
Schichten liegenden Zellen sind dagegen aIle Ubergange vorhanden. 
Es wird daher auch der Enzymgehalt und damit der Stoffwechsel der 
einzelnen MycelzelIen untereinander sehr verschieden sein. 

Die Erzeugung von homogenem ZelImaterial ist nur durch sub
merse Kultivierung der Pilze maglich, also mittels der Schuttelmethode 
oder in der Gartrommel (vgl. S. 79) cder mittels des Durchluftungs
verfahrens. Reim letzteren verwendet man Beluftungskolben oder 
ahnliche Gerate (vgl. S. 76 ff.), doch besteht dabei die Gefahr, da13 bei 
langerer Versuchsclauer die porasen Platten zuwachsen. FUr wissen
schaftliche Versuche scheint die Schuttelmethode am zweckma13igsten 
zu sein. Es bilden sich dabei gleichartige Mycelkugelchen im Inneren 
der Flussigkeit. Insbesondere fUr enzymchemische Versuche solIte nur 
solches homogenes ZelImaterial verwendet werden. 

Anhang II: Technische Erzeugung von Pilzrnycel. 
Asp. oryzae wird zur Erzeugung von "Taka-Diastase" im groBen 

auf Weizenkleie gezuchtet2 • Dieselbe wird mit 30-40% Wasser an
geteigt und im Dampfstrom bis zur Verkleisterung der Starke be
handelt. Bei 400 werden Sporen des Asp. oryzae gut eingemengt und 
die Masse sodann in 3 - 5 cm dicken Schichten auf Zementdielen aus
gebreitet; die Raumtemperatur soll etwa 250 betragen und die Luft 
mit Feuchtigkeit fast gesattigt sein. In der Masse findet betrachtliche 
Selbsterwarmung statt, die Temperatur solI aber nicht uber 400 

steigen. Die ganze Masse ist bald mit einem dichten Geflecht des 
Pilzmycels durchsetzt und wird nach 48 Stunden entfernt und ge
kuhlt, sodann getrocknet ("Taka-koji"). Das Produkt ist reich an 
verschiedenen Enzymen und wird technisch auf "Taka-Diastase" 
verarbeitet. 

48. Ubung: 

Die Gluconsaurebildung durch Schimmelpilze. 
a) Analytische Versuchsl'eihe zur Auswahl geeigneter Pilze. 

Eine gr6Bere Anzahl300 ccrn-ERLENMEYER-Kolben (etwa 10-20, 
je nach der Anzahl der Pilzstarnrne), mit je 50 cern folgender 
Niihrl6sung beschickt: 10% Glucose, 0,1% (NH4)2S04' 0,1% 

1 KLUYVER und PERQUIN: Bio. Z. 266, 68 (1933). - PERQUIN: 
Diss., Delft 1938. 

2 TAKAMINE: J. Soc. chern. Ind. 17, 118 (1898). 
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KH2P04 , 0,025% MgS04 • 7 H 20 (in Leitungswasser); naeh dem 
Sterilisieren je 2 Kolben (Parallelversuche) mit einer Sporen
suspension versehiedener Pilzstamme (Asp. niger, Penicillium
arten usw.) geimpft (vgl. Ubung 46 c, S. 235); nach ungefahr 
3 Tagen (nachdem die entwiekelte Pilzdecke die ganze Oberflache 
vollig bedeckt hat) werden pro Kolben je 1,5 g CaC03 zugesetzt 
(bei etwa 1300 in Eprouvetten mit Wattestopsel im Troeken
schrank sterilisiert). Die Technik des Zusatzes ist folgende: Mittels 
des Sporns eines Einfiilltriehters (vgl. Abb. 34) wird die Pilz
de eke unter Drehen des Trichters so aufgehoben, daB das CaC03 , 

ohne das Mycel zu beriihren, direkt in die Fliissigkeit hinein
gebracht werden kann. Nach ,Yeiteren 4-5 Tagen, wobei das 

CaC03 zeitweise dureh vorsichtiges Umsehwenken auf
geriihrt wird, ist del' ProzeB in del' Regel beendet. 
Versuehe absteriliRiert, I,osungen filtriert, Pilzdecken 
ausgepreBt, Filtrat aus je zwei Parallelversuchen ver
einigt, mit Waschwasser auf 150 cem aufgefiillt. 
Proben entnommen zur Bestimmung del' restlichen 
Glucose (2--5 cern), sowie des Ca-Gehaltes (5-10 cem) 
in iiblicher Weise (vgl. Ubung 22a, S. 160 sowie 44a, 
S.230). DerVergleich del' Ausbeute an Ca-Gluconat 
ergibt den geeignetsten Pilzstamm. 

Abb.34 Ein- B' d)l l ) lIb fiilltrichter. esttmmung er G uconsiiure as Ca-Sa z . 10 is 
20 cern del' erhaltenen Losung werden in einem 

kleinen Becherglas auf dem Wasserbad so weit eingedampft, daB 
die Fliissigkeit noeh leicht beweglich bleibt. Dann setzt man so 
lange 96%igen Alkohol zu, als sich del' entstehende Niederschlag 
in del' Warme eben noch auflost. NunlaBt man in einem versehlosse
nen GefaB (z. B. in einem leeren Exsiccator odeI' unter einer Glas
glocke) 24 bis 48 Stunden in del' Kalte stehen. Das Ca-Gluconat 
krystallisiert in Form blumenkohlartiger Aggregate ziemlich 
quantitativ aus. Man saugt auf einem Glasfilter (G 3) scharf ab, 
wascht zunaehst mit verdiinntem, spateI' mit starkem Alkohol, 
trocknet bei 800 und wagt. (Man erhalt Ca-Gluconat mit 1 Krystall
wasser.) Durch 24stiindiges Stehenlassen des Filtrates iiberzeugt 
man sich davon, ob die Fallung vollstandig war. 

b) Gluconsaurebildung durch Enzympraparate ("Glucose
oxydase") 2. Die Erze11gung des Pilzmycels erfolgt in grundsatzlich 

1 BERNHAUER: Bio. Z. 172, 305 (1926). - Vgl. dazu auch KARDO
SYSSOJEWA: Bio. Z. 266, 337 (1933) sowie PERQUIN: Diss., Delft 1938. 

2 MULLER: Bio. Z. 199, 136 (1928); vgl. auch die Zusammenfassung: 
Erg. Enzymf. 5, 259 (1936). - FRANKE und LORENZ: A. 532, 1 (1937). 
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analoger Weise wie in "Obung 47. Zwecks Gewinnung des Sporen
materials werden je 100 ccm NahrlOsung in vier 300 ccm-ERLEN
MEYER-Kolben mit A. niger geimpft. Zusammensetzung der Nahr
losung: 5% techno Glucose, 0,075% Citronensaure, 0,2% 
Ca(N03)2.4 H 20, 0,025% KH2P04 , 0,025% MgSO,. 7 H 20, 0,025% 
KCl und 3 Tropfen 1 %ige FeCJ3-Losung (pro 100 ccm Nahrlosung). 
Es wird in iiblicher Weise sterilisiert und geimpft. Nachdem bei 
32° gute Entwicklung und Sporenbildung stattgefunden hat, 
werden 10 1 der gleichen, sterilen Nahrlosung mit den Konidio
sporen der vier ERLENMEYER-Kolben versetzt und auf 70 groBe 
Doppelschalen (von etwa 20 ccm Durchmesser) verteilt. Sob aId 
bei 32° ein dichtes Mycel gebildet ist, aber noch bevor die Konidien
bildung begonnen hat, wird die Nahrlosung entfernt; man spiilt 
die Pilzdecken an der Unterseite mit Leitungswasser und laBt sie 
4--6 Stunden bei der gleichen Temperatur auf der oben ange
fiihrten Nahrlosung aber ohne Glucose hungern. Nochmalige 
griindliche Spiilung der Pilzdecken mit Leitungswasser und 
Trockenpressen derselben in einer BUCHNER-Presse (101 Kultur
fliissigkeit geben 180-300 g Pilzmasse). Zerkleinern des Mycels 
mittels einer Fleischhackmaschine, zerreiben desselben (1 Teil) mit 
Quarzsand (1 Teil) und Kieselgur (0,35 Teile) in einem Morser1, 

bis das Ganze eine feucht-klebrige Konsistenz erhalt. Abpressen 
unter Benutzung eines starken PreBtuches in: einer hydraulischen 
Presse bei 300 Atm. PreBkuchen noch des ofteren mit etwa Wasser, 
Quarzsand und Kieselgur verrieben und immer wieder aus-
gepreBt. . 

Fallung der PreBsafte in kleinen Anteilen: Je 30 ccm PreBsaft 
unter kraftigem mechanischem Riihren in ein Gemisch von 
250 ccm 96%igem Alkohol und 125 ccm Ather eintropfen lassen. 
Sofortiges Absaugen der Fallung, Riickstand zweimal mit abso
lutem Alkohol gewaschen (noch bevor die Mutterlauge ganz 
abgesaugt ist) und schlieBlich mit Ather. Nach 24stiindigem 
Trocknen des Praparates im Vakuum iiber Schwefelsaure ist 
dasselbe fiir die Versuche verwendbar. Die Aktivitat des Enzym
praparates bleibt monatelang fast unverandert. - Die Aktivitats
bestimmung des Enzympraparates erfolgt manometrisch in 
BARCROFT-WARBURG-GefaBen bei 30° (vgl. auch S.83). 

e) Praparativer Versuch in Sehalen (niedrige Fliissigkeits
schicht 2). Eine Aluminiumschale (etwa 60X 40X 8 cm), die mit 

1 Naeh MULLER (l. c.) verwendet man einen Morser aus GuJ3eisen 
von 25 em Rohe und 23 em Durehmesser (Gewieht samt Pistill14 kg). 

2 In prinzipiell gleieher Weise kann der Versu.ch in groflen FERN
BAcH-Kolben durehgefiihrt werden. 
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einem aufhangbaren grobmaschigem Netz aus Aluminiumdraht 
versehen ist, wird nach dem griindlichen Ausspiilen mit heillem 
Wasser mit 81 der sterilisierten, noch heiBen Nahrlosung versetzt 
(SchichthOhe etwas iiber 3 cm). Die Nahrlosung besteht aus 
15-20% Rohrzucker, 0,1% (NH4)2!304, 0,01% KH2P04 und 
0,025% MgSO, . 7 H 20 in Leitungswasser. Nach dem Erkaltenimpft 
man mit der Sporenmasse von zwei Kleinversuchen (je 50 ccm Nahr
Msung in 300 ccm fassenden ERLENMEYER-Kolben) durch kraftiges 
Aufschiitteln der Sporen im Nahrsubstrat. Die Schale wird dann 
mit einem groBen Bogen Filtrierpapier bedeckt, das mittels eines 
Gummibandes festgehalten wird. Nach 3--4 Tagen bei 30° ist das 
Mycel geniigend stark entwickelt. Man setzt nun taglich in 
Portionen von je etwa 60 g insgesamt etwa 300--400 g OaOOs nach 
vorsichtigemAufheben der Pilzdecke mittels des eingesetzten Netzes 
zu und riihrt mit einem Glashaken gut um; nach dem Entweichen 
des 002 wird die Pilzdecke wieder aufgesetzt. Nach einer Gesamt
dauer von etwa 6-10 Tagen ist der ProzeB beendet. Die Fliissig
keit wird abgehebert und die Pilzdecke mit einer neuen Zucker
Msung (ohne Nahrsalze) unterschichtet. Der gleiche ProzeB kann 
noch zwei- bis dreimal wiederholt werden. Die verarbeiteten 
Losungen werden durch Erhitzen unter eventuellem Zusatz von 
etwas Oalciumhydroxyd volligneutralisiert (Lackmus), filtriert und 
im Vakuum auf etwa 1-21 verdampft. Nach langerem Stehen 
krystallisiert das Oa-Gluconat aus (manchmal auch bereits 
wahrend der Vakuumverdampfung), es wird abgesaugt oder auf 
einer Siebzentrifuge abgeschleudert und sodann nach dem An
teigen mit etwas Wasser auf einer Spindelpresse oder hydraulischen 
Presse abgepreBt. Umkrystallisieren aus heiBemWasser. 

d) Gluconsaurebildung mittels der Schiittelmethode. Gewinnung 
des Schiittelmycels: Acht 500 ccm-ERLENMEYER-Kolben werden mit 
je 150 ccm folgender Nahrlosung in iiblicher Weise beschickt: 
20% Rohrzucker, 0,1% NaNOs, 0,0028% HsPO, , 0,005% K01, 
0,025% MgSO,. 7 H 20. Zum AbschlieBen der Kolben dient ein 
Wattebausch, durch den Iioch ein Glasrohr von 8 cm Lange und 
1 cm Durchmesser fiihrt, das gleichfalls mit Watte verschlossen ist1 . 

Nach dem Sterilisieren wird mit je 1 ccm einer nicht zu dichten 
Sporensuspension eines Aspergillus niger Stammes mit gutem 
Gluconsaurebildungsvermogen geimpft. Zu diesem Zweck wird der 
Pilz in ERLENMEYER-Kolben oder Roux-Kolben von etwa 200ccm 
Inhalt auf Bierwiirzeagar (Malzagar) kultiviert und nach einer 

1 Dasselbe gewahrt einen sicheren Gasaustausch, auch wenn der 
untere Wattebausch durchnii13t werden saUte. 
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Woche verwendet. Nach gutem Verteilen der Sporen in sterilem 
Wasser durch kriiftiges Schiitteln wird unter sterilen Bedingungen 
durch ein grobes Filter filtriert. Die so erhaltene Sporensuspension 
wird nun so weit verdiinnt, daB nicht mehr als etwa 2-6 Millionen 
Sporen pro Kubikzentimeter vorhanden sind. Nach dem Impfen 
werden die Kulturen 48 Stunden (nicht langer!) auf einer Schiittel
maschine mit 80 Hin- und 80 Herbewegungen pro Minute bei 
etwa 30° belassen. Das Mycel wird dann unter sterilen Bedingungen 
gemeinsam auf einem groben Filter gesammelt und mit der 
Versuchs16sung ausgewaschen. 

Durchfuhrung der Oxydation. Das so gesammelte Schiittel
mycel wird nun nach dem DurchstoBen des Filters mit einem 
abflambierten Glasstab mit der Versuchs16sung (10%ige Glucose-
16sung) in einen sterilen Kolben geschwemmt und das Ganze auf 
500 ccm aufgefiillt. Nach gutem Aufschiitteln entnimmt man eine 
Probe von 50 ccm und bestimmt darin die Menge an Mycel
trockengewicht, indem man die Probe durch ein Jenaer Glasfilter 
G 3 scharf absaugt und zunachst griindlich mit destilliertem 
Wasser und dann zweimal mit je 10 ccm wasserfreiem Aceton und 
einmal mit trockenem Ather wascht. Dies erfolgt in der Weise, 
daB die Waschfliissigkeit in das Glasfilter gebracht und nach 
2 Minuten scharf abgesaugt wird. Nach einstiindigem Trocknen bei 
100° wird gewogen. Nun werden 4-6 sterile 500 ccm-ERLEN
MEYER-Kolben mit so viel Kubikzentimeter der Mycelsuspension 
versetzt, daB pro Kolben 150 mg Mycel vorhanden sind. Man 
fiigt dann noch so viel sterile Glucose16sung zu, daB pro Kolben 
150 ccm vorhanden sind. SchlieBIich setzt man noch je 5 g reines 
OaOOa zu. Die Kolben werden nun dauernd bei etwa 300 
geschiittelt (wie oben) .. Nach 2, 4, 6 und 8 Tagen wird je ein 
Kolben abgebrochen und in iiblicher Weise aufgearbeitet (vgl. 
"Obung a). Die Ausbeute an Oa-Gluconat ist nach 8 Tagen so gut 
wie quantitativ. 

Anhang I: Theoretisches. 
1. Erreger und Bedingungen der Glnconsiinregiirnng. Die Bildung 

von Gluconsaure ist fiir fast aIle saurebildenden Aspergillaceen sowie 
auch fiir viele andere Mycelpilze charakteristisch. Die meisten 
Pilze bilden Gluconsaure insbesondere in Gegenwart von Calcium
carbonat, manche Pilze erzeugen aber auch in saurer Losung fast nur 
Gluconsaure 1• Insbesondere diese sind fiir die technische Glucon
sauredarstellung nach dem Oberflachenverfahren von Wichtigkeit 
(vgl. unten). Pilzdecken mit gutem Gluconsaurebildungsvermogen 
entwickeln sich besonders· in Gegenwart von wenig Stickstoff, 

1 Vgl. MAy, HERRICK, MOYER und HELLBACH: Ind. Chern. 21, 
1198 (1929). 

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Auf!. 16 



242 Kultivierung der Pilze und einfache Oxydationsprozesse. 

wobei auch nur geringe Mengen anderer Nahrsalze anwesend sein 
sollen 1. Manche Pilze vermogen auch andere Aldosen zu den zu
gehorigen Aldonsauren zu oxydieren, wie Mannose zu Mannonsaure, 
doch wurde dieser Vorgang erst relativ selten beobachtet. 

2. Enzymchemie der Gluconsiiuregiirung. Bei der Bildung der 
Gluconsaure handelt es sich urn eine einfache Oxydation der Glucose. 
DerProzeJ3 wird durch ein Enz~ die Glucoseoxydase katalysiert 2 • 

Dieselbe konnte im PreJ3saft von A. niger-Mycel nachgewiesen werden 
(vgl. oben). Sie ist spezifisch auf die Oxydation von Glucose, Mannose 
und Galaktose eingestellt. Die beiden letzteren werden allerdings mit 
geringerer Geschwindigkeit als Glucose oxydiert. - N ach neueren 
Untersuchungen 3 gehort die Glucose-Oxydase - im Gegensatz znr 
Bezeichnung MULLERS - nicht zu den eigentlichen Oxydasen, da der 
Sauerstoff durch typische H 2·Acceptoren (wie Chinon oder Indophenol
farbstoffe) ersetzt werden kann. Von den eigentlichen Oxydasen 
unterscheidet sie sich auch durch ihre Unempfindlichkeit gegen Blau
saure und andere schwermetallbindende Gifte. Unter aeroben Be
dingungen konnte auch Hydroperoxyd quantitativ nachgewiesen 
werden. - Die Glucoseoxydase gehort wahrscheinlich zur Gruppe der 
oxytropen (also direkt mit O2 reagierenden) Dehydrasen und mliJ3te 
daher als Aero-Glucodehydrase bezeichnet werden (zum Unterschied 
von der Anaero-Glucodehydrase der Leber, wahrend das betreffende 
Enzym der Essigbakterien eine Zwischenstellung einnimmt; vgl. S. 231). 

Anhang II: Technologie der Gluconsauregarung. 

1. Darstellung von Gluconsiiure nach dem Oberfliichenverfahren. 
MAY, HERRICK, MOYER und HELLBACH' beschrieben eingehend die 
Durchfiihrung dieses Prozesses in halbtechnischem MaJ3stab. Die Ver
garung wird in 20%iger Glucoselosung unter Zusatz von Nahrsalzen 
in libereinander befindlichen flachen Aluminiurnpfannen von je 1 qm 
Flache mittels Penicillium luteurn purpurogenum (ohne Zusatz von 
Saurebindungsmitteln) unter Einblasen von Luft (etwa 1001 per 
Minute) durchgefiihrt; Schichthohe 3,3-4 cm. In einem Ansatz mit 
7 Schalen wurden 3151 einer Losung mit 20% technischer Glucose 
(63 kg) und den erforderlichen Nahrsalzen in 11 Tagen verarbeitet, 
wobei die Ausbeute 37% d. Th. betrug. 

2. Darstellung von Gluconsilure nach dem submersen Verfahren 
in der rotierenden Giirtrommel. 1m AnschluJ3 an Laboratoriurns

, versuche 5 wurde ein technisches Verfahren zur Gluconsaureerzeugung 
mittelssubmersem Pilzmycel ausgearbeitet 6 • Bei demselben wird eine 
Gartrommel von etwa 1500 I Gesamtfassungsvermogen aus Aluminium 

1 Naheres vgl. BERNHAUER: Die oxydativen Garungen. Berlin: 
Julius Springer 1932. 

2 MULLER: Vgl. die zusammenfassende Darstellung in den Erg. 
Enzymforsch. 0, 259 (1936). 

3 FRANKE und LORENZ: A. 032, 1 (1937). 
4 HERRICK, HELLBACH und MAY: Ind. Eng. Chem. 27, 681 (1935). 

- MOYER, WEL~S, ~BS, HERRICK und MAY: Ebenda 29, 653, 777 
(1937). S\j-~i"\-.l· .1.'. 51!i (.t,l..-) , 

6 WELLS, LYNCH, HERRICK und MAY: Chem. and Met. Eng. 44, 
188 (1937). - GASTROCK, PORGES, WELLS und MOYER: Ind. Eng. 
Chem.30, 782 (1938). 
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von hohem Reinheitsgrad verwendet, die, sich wahrend der Garung 
in Rotation urn eine horizontale Achse befindet (10 Umdrehungen pro 
Minute). -Man arbeitet unter Luft.durchleitung (ungefahr 200 1 pr~ 
Minute, 300 ccm je 1) bei einem Uberdruck von etwa 2 Atm. Die 
Impfung erfolgt mittels vorgekeimter Sporen; die durch den OXY
dativen FrozeE bedingte Temperatursteigerung wird dUl"!3h Wasser
kiihlung ausgeglichen. Nach 24 Stunden sind 5001 einer 15%igen 
Glucose16sung in Gegenwart von CaCOs und Nahrsalzen praktisch 
quantitativ in Gluconsaure urngewandelt. Nach dem volligen Ab
neutralisieren mit Kalk wird das Ca-Gluconat in iiblicher Weise ge
wonnen. Das beim ProzeE abfallende Mycel kann noch zu weiteren 
Umsetzungen verwendet werden. 

49. Ubung: 

Die Kojisaurebildung. 

a) Analytischer Versuch und Auswahl eines geeigneten Pilzes. 
In einer Anzahl von ERLENMEYER-Kolben von 300 ccm Inhalt 
werden je 100 ccm folgender Nahrlosung vorbereitet 1: 15-20% 
Glucose 2, 0,1125% NH,NOa, 0,0054% HsPO" 0,01% KCI und 
0,05% MgSO, .7 H20. Temperatur etwa 30°. Man impft miteiner 
Sporensuspension von Asp. flavus (bzw. verschiedener anderer 
Stamme der Asp. flavus-Gruppe oder auch Pilze wie Asp. oryzae1 

Awamori, candidus u. a.). Vom 8. Tag an werden je zwei Versuche 
abgebrochen und analytisch aufgearbeitet: Bestimmung des 
Mycelgewichtes nach griindlichem Auswaschen und Trocknen bel 
90°, Bestimmung des Zuckergehaltes und der Kojisaure. 

Qualitative Priifung auf Kojisaure: Die Kulturfliissigkeit gibt 
auf Zusatz von Eisenchloridlosung eine tiefrote Farbung. 

Quantitative Bestimmung der Kojisiiure: Eine ali quote Menge 
der Kulturfliissigkeit (etwa 20 ccm) wird mit n-Lauge neutralisiert 
und die Kojisaure durch Zusatz von n/10 Kupferacetatlosung als 
Cu-Salz ausgefallt, der Niederschlag bei 100° getrocknet und ge
wogen; Zusammensetzung des Niederschlages : Cu(COH50')2' %H20. 
Das Filtrat kann dann aufgefiillt und in einem aliquoten Teil des
selben die Zuckerbestimmung nach BERTRAND vorgenommen 
werden. (Kojisaure selhst reduziert auch FEHLINGSche Losung, 
so daB die Zuckerbestimmung nach ihrer Ausfallung zu erfolgen 
hat.) Die Menge der gebildeten Kojisaure kann bis iiber 40% 
des verwendeten Zuckers (50-6Q% des verbrauchten Zuckers) 
ansteigen. 

1 Vgl. MAY, MOYER, WELLS und HERRIOK: AIDer. Soc. 53, 774 
(1931). 

2 Man kann ein technisch reines Produkt von etwa 90 % Glucose
gehalt verwenden. 

16* 
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b) Praparativer Versuch. In einem oder mehreren FERNBACH
Kolben von 2 1 Inhalt werden je 400 ccm des gleichen Mediums 
wie bei a) mit einem geeigneten Pilzstamm von Asp. £lavus ge
impft, nach etwa 12 Tagen bei 30-350 wird der Versuch auf
gearbeitet: Bestimmung des Gehaltes an Kojisaure in einem 
aliquoten Teil; der Rest wird mit Hilfe eines Fliissigkeitsextraktors 
erschopfend mit Ather extrahiert; die nach dem Vertreiben des 
Athers verbleibende Krystallmasse wird aus Alkohol umkrystalli
siert. Schmelzpunkt 1520 

Anhang: Theoretisches. 
1. Erreger der Kojisiiuregiirung sind die Pilze der A. flavus-oryzae

tamarii -Gruppe 1; diese scheinen zur Gluconsauregarung nicht befahigt 
zu sein 2 • Das Vermogen zur Kojisaurebildung ist direkt ein Test fiir 
die Zugehorigkeit eines Pilzes zur genannten Gruppe 1 • 

Das optimale PH fiir die Kojisauregarung liegt zwischen 2,5 und 
3,5 3• Dabei bewahrte sich eine relativ phosphatarme Nahrlosung. 

2. Chemismus der Kojisiiurebildung. Die Kojisaure wurde bei 
Pilzen auch aus anderen Hexosen wie auch aus Pentosen, Zucker
alkoholen, Triosen 4 und Glycerin, sowie schlie13lich auch aus Xthanol 
erhalten. Bei der Bildung der Kojisaure aus diesen verschiedenen 
Substanzen konnten zunachst Hexosen synthetisiert werden, aus 
denen dann diese Sa ure entstehen wiirde 5. Phosphorylierungen sind 
bei der Kojisaurebildung nicht beteiligt 6. 

Bei der Umwandlung von Glucose in Kojisaure konnte es sich 
urn einen direkten, mit Dehydratationen verbundenen, einfachen 
Oxydationsvorgang handeln: 

co 
HC/ "'C.OH 

II II + 2 H 20 + H2 
CH20H.C", /C.H 

/ KOj~ure 
CHOH 

HOHC/ "'-cHOR 
I I 

CH20H.HC", /CROH 
. 0 

Glucopyranose 
------

1 BIRKINSHAW, CHARLES, LILLY und RAISTRICK: Phil. Trans. Roy. 
Soc. London 220, B, 127 (1931). 

2 Nach MtiLLER [Erg. Enzymf.o, 270 (1936)] enthalten die Mycelien 
von A. oryzae keine "Glucoseoxydase". 

3 BARHAM und SMITS: Ind. Eng. Chern. 28, 567 (1936). 
4 AusDioxyaceton wurdensogar die gleichen AusbeutenanKojisaure 

erhalten wie aus Glucose. KATAGffiI und KITAHARA: C. 1937, II, 3616. 
5 Vgl. KLUYVER und PERQUIN: Biochem. Z. 266, 82 (1933). 
6 GOULD: Bioch. J. 32, 797 (1938). 
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Weiterhin ist von Interesse, daB die Kojisaure auch durch Essig
bakterien gebildet werden kann, jedoch nur aus Mannit oder Fructose 1. 

Wie leicht ersichtlich, muB dabei jedoch noch eine OH-Verschiebung 
stattfinden. - Versuche mit Enzympraparaten wurden noch in 
keinem Fall durchgefiihrt. 

Anhangsweise sei auch noch darauf hingewiesen, daB durch Ein
wirkung verschiedener Pilze insbesondere von Penicilliumarten auf 
Zuckerarten eine groBe Anzahl verschiedener Substanzen in meist 
relativ geringen Mengen gebildet werden. Dieselben stammen aus den 
verschiedensten K6rperklassen; so geh6ren dazu einfache Phenol
carbonsauren, Oxyterephthalsauren, Oxyanthrachinone, Derivate der 
y-Methyltetronsaure, ferner auBer der Kojisaure verschiedene Ring
systeme mit Briickensauerstoff, sodann h6here Fettsauren und schlie13-
lich auch chlorhaltige Stoffwechselprodukte 2. AIle diese Produkte ent
stehen auf Grund komplizierter Vorgange synthetischer Natur, deren 
Chemismus noch ganz unaufgeklart ist. Manche dieser Produkte 
diirften auch mit den Pilzfarbstoffen in Beziehung stehen. 

B. Oxydative Sauregarungen der Schimmelpilze. 

50. Ubung: 

Die Citronensauregarung. 

a) Auswahl von Citronensaurebildnern 3• In einer groBeren An
zahl von 300 ccm ERLENMEYER-Kolben je 100 ccm Nahrlosung: 
15% Rohrzucker, 0,2% NH4NOs, 0,1% KH2P04 , 0,025% MgS04 ; 

nach dem Sterilisieren Zusatz von 1 ccm 2 n-HCl zu jedem Kolben 
(entsprechend einer 1/50 normalen Hel, PH 2,4-2,6). Je 2 bis 
4 Parallelversuche fUr jeden Pilzstamm. Geimpft mit Sporen
suspensionen verschiedener Pilzstamme (insbesondere Asp. niger) 
auf Bierwurze-Agar. Pilze, die unter diesen Bedingungen (hei 32-34°) 
kraftiges Wachstum zeigen (bis zum 3. oder 4. Tag geschlossene 
Pilzdecke, bei ausreichender Impfung mit Sporen), werden fur 
eine zweite gleichartige Versuchsreihe verwendet; bei dieser aber 

1 TAKAHASHI und ASAI: C. Bacter. II, 88, 286 (1933). 
2 VgI. die Zusammenfassung von RAISTRICK: Erg. Enzymf. 7, 316 

(1938); femer in Perspectives in Biochemistry S. 263 (1938). - S. auch 
BIRKINSHAW: BioI. Reviews 12, 357 (1937). 

3 VgI. CURRIE: J. of bioI. Chern. 31, 15 (1917). - BERNHAUER, 
DUDA und SIEBENAUGER: Biochem. Z. 230, 475 (1931); BERNHAUER, 
B6cKL und SIEBENAUGER: Biochem. Z. 253, 37 (1932); BERNHAUER 
und IGLAuER: Biochem. Z. 286, 45 (1936). - Die oben beschriebene 
Nahr16sung ist jedoch nicht die einzige, mit deren Hilfe eine Auswahl 
von Pilzstammen mit gutem Citronensaurebildungsverm6gen durch
gefiihrt werden kann. So ist nach PERQUIN [Diss. Delft, S. 121 ft, 
(1938)] auch eine eisenfreie Nahr16sung mit sehr wenig Phosphat dazu 
geeignet, wobei allerdings wieder andere Pilze als oben zur Auswahl 
kommen. 
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pro Kolben Zusatz von 1 cern n/10 HCI (entspreehend einer 
liIooo normalenL6sung, PH 3,4). Untersuchung der Saurebildung: 
Entnahme von 2 ccm Probe vom 8. Tag an (sodann jeden zweiten 
Tag) und Titration mit n/1O Lauge. Pilze, bei denen 2 ccm 
Probe die Aeiditat auf etwa 30 ccm (und dariiber) ansteigt, sind 
als gute Citronensaurebildner anzusehen, und fiir die Dureh
fiihrung praparativer Versuche geeignet. 1 ccm n/10 Lauge = 
6,4 mg Citronensaure (wasserfrei). Aufarbeitung: Parallelver
Buche vereinigt, filtriert und Analysen an Proben vorgenommen. 
Zuckerbestimmung an 2-5 ccm in iiblicher Weise (naeh BERTRAND 
vgl. S. 160). 

Bestimmung der Oitronensiiure.. Etwa 10 ccm der Kultur
fliissigkeit werden bei Siedetemperatur mit einer L6sung von 
Calciumchlorid (etwa 10%ig) versetzt (dabei soIl kein Niederschlag 
ausfallen: Abwesenheit von Oxalsaure), sodann wird zum Sieden 
erhitzt und Ammoniak zugefiigt; die Fliissigkeit wird nun auf 
etwa l/s eingekocht, wobei sie dauernd ammoniakalisch sein soll. 
Das Ca-Citrat scheidet sich krystallinisch aus und wird auf einem 
gewogenen Sinterglastiegel abgesaugt, zunachst mit siedendem 
Wasser gut ausgewaschen, schlieBlich mit 60%igem Alkohol nach
gespiilt; nach dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei 
130-1350 erhalt man krystallwasserfreies Ca-Citrat. 1 g Ca-Oitrat 
=0,843gCitronensaure (+H20)=0,77 gOitronensaure (ohne H 20). 

Falls Oxalsaure vorhanden ist, so £alIt man dieselbe vor der 
Citronensaurebestimmung durch Zusatz von Oalciumchlorid in 
der Siedehitze aus, laBt 3-4 Stunden absitzen, filtriert, kist 
den Niederschlag in der gerade erforderlichen Menge verdiinnter 
Salzsaure und fallt nochmals mittels Na-Acetat (Kongopapier !). 
SchlieBlich wird der Niederschlag in iiblicher Weise in heiBer ver
diinnter Sehwefelsaure gel6st und die L6sung mit nf10-Perman
ganat titriert. 1 ccm n/10-KMnO, = 6,3 mg Oxalsaure (+ 2 H 20) 
= 4,5 mg Oxalsaur(l (krystallwasserfrei). 

Nach der Abtrennung des Oa-Oxalates und Oa-Citrates kann 
auch Ca-Gluconatabgeschieden und bestimmt werden (vgl. S.238). 

b) Praparativer Versuch. In einigen FERNBACH-Kolben von 
51 Inhalt werden je 1500 ccm Nahr16sung [enthaltend 17,5-20% 
Rohrzucker, 0,2% NH,NOs (oder 0,64% Mg(NOs)2. 6 H 20l), 
0,1 % KH2P04 und 0,025% MgSO,. 7 ~O in Leitungswasser] 
nacho dem Sterilisieren mit einer Sporensuspension eines gar-

1 Vgl. BERNHAUER und IGLAUER: Bio. Z. 287, 153 (1936). - Statt 
Magnesiumnitrat kannauch bei Verwendung von Ammoniumnitrat 
als N -QueUe Magnesiumchlorid zugesetzt werden. 
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kriiJtigen Aspergillus niger-Stammes geimpft und bei etwa 30-32° 
belassen. Etwa vom 6. oder 8. Tag an werden je 2 ccm Probe nach 
gutem, aber vorsichtigem Umschwenken (bis zum Verschwinden 
der Schlieren) ent
nommen und mit 
n/10 Lauge titriert. 
Dies wird etwa aIle 
2 Tage wiederholt. 
Sobald das Same
maximum erreicht 
ist, wird der Versuch 
abgebrochen. 

Die Titrationswerte 
werden am besten in 
Kurvenform wieder· 
gegeben (vgl. Abb. 35 
und36). Die beidenAb
bildungen zeigen das 
unterschiedliche Ver
halten zweier Pilz
stamme gegeniiber 

Magnesiwnchlorid. 
Wahrend bei dem 
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Abb.35. 

einen Pilzstamm die Garung durch Zusatz desselben beschleunigt wird 
(Abb. 35, Kurve I), wirkt dieses Salz bei dem anderen hemmend 
(Abb. 36, Kurve I). Die Kurven II zeigen den Verlauf der Sauerung 
bei Verwendung von Am
monnitrat als N - QueUe 
ohne Mg-Zusatz. 

Aufarbeitung: Pilz
decken abgepreBt, Lo
sung filtriert und auf
gefiillt. In einer Probe 
(10 ccm) wird die Citro
nensaure wie oben be
stimmt. Der Rest der 
Losung wird in einem 
Topf mit Calciumcar
bonat aIlmahlich, zum 
SchluB unter Erwarmen, 
neutralisiert und unter 
Zusatz eines kleinen 
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"Oberschusses schlieBlich langere Zeit im Siedeu gehalten. Der 
Niederschlag wird heiB abgesaugt oder auf einer Siebzentrifuge 
abgeschleudert und zweckmaBigerweise in einer Presse von an
haftender Mutterlauge befreit. Sodann wird mit heiBem Wasser 
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gewaschen, in Salzsaure gelost und mit Tierkohle entfarbt. Das 
Filtrat wird in der Siedehitze in einem Topf allmahlich unter 
standigem Riihren mit Ammoniak versetzt, nach langerem Kochen 
wird das Produkt wieder wie oben gewonnen. Durch Einengen des 
Filtrates kann eine weitere Menge Ca-Citrat erhalten werden. Die 
in einer Presse moglichst trocken gepreBte Masse wird sodann auf 
freie Citronensaure verarbeitet: Behandlung mit der aquivalenten 
Menge verdiinnter Schwefelsaure, Filtration, Nachwaschen mit 
Wasser, Verdampfung des Filtrates im Vakuum, Entfernung noch 
ausfallenden Calciumsulfats; schlieBlich wird verdampft und 
Krystallisieren gelassen. 

Anhang I: Theoretisches. 

1. Erreger der Citronensiiuregarung sind vor allem die Asper. 
gillaceen, wobei sich besonders Aspergillus. niger - Stamme allen 
anderen iiberlegen erwiesen. Auch andere Pilze wie Mucor piriformis 
usw. vermogen jedoch Citronensaure zu bilden. Die individuellen 
Unterschiede hierin sind sehr grol3, ohne dal3 aber bestimmte 
Beziehungen zwischen den morphologischen Eigenschaften der Pilze 
und deren Fahigkeit zur Sauerung mit Sicherheit erwiesen werden 
konnten. Von groBer Bedeutung ist die Gewinnung v9P- Stammen 
mit gutem Citronensaurebildungsvermogen (vgl. dazu Ubung 50aj. 
Die Saurebildner zeigen auch eine starke Variabilitat des Garvermogens 
und unterliegen bei fortgesetzter Laboratoriumsziichtung einer Art 
"Degeneration", wobei das Vermogen zur Citronensaurebildung stark 
abgeschwacht wird oder verloren geht. Durch geeignete MaBnahmen 
gelingt es jedoch in der Regel wicder, eine Regeneriertmg desselben zu 
erzielen. 

2< Die Bedingungen der Citronensaurebildung i sind recht kompli
ziert und noch nicht in allen Einzelheiten geklart. Sobald gut sauernde 
Pilze gewonnen sind, ist vor aHem die Ermittlung der giinstigsten 
Bedingungen zur Ziichtung eines Mycels mit dem besten Citronen
saurebildungsvermogen von Wichtigkeit. Dabei verhalten sich die 
einzelnen Pilze recht verschieden. Mal3gebend ist hier die Zusammen
setzung der Nahrlosung, die so beschaffen sein mu13, dal3 die 
Mycelentwicklung eingeschriinkt wird, indem gewisse Nahrsalze im 
Minimum gehalten werden. Wichtig ist die Art und Menge der 
N-Quelle (etwa 0,05-0,08% N in der Losung), ein gewisser Phosphat
mangel (je nach der Art des PiIzes etwa 0,008-0,1 % KHzPO,) sowie 
Sulfatmangel; Kalium und besonders Magnesium konnen meist in 
relativ groBen Mengen vorhanden sein. Zink hatte bei manchen Pilzen 
giinstigen, bei anderen ungiinstigen Einflu13; Eisen ist bei manchen 
Stammen ohne Einflu13, bei anderen wirkt essehr ungiinstig auf 
die Citronensaurebildung bzw. -anhaufung. 

Der PH-Wert der Losung mul3 meist recht tief gehalten werden 
(bis etwa 2), nur hei relativ schwachen Saurebildnern ist die An-

i Hinsichtlich der Literatur vgl. BERNHAUER im Handbuch der 
Enzymchemie von NORD und WEIDENHAGEN, Ak.Verlagsges. Leipzig, 
1939. 
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wesenheit von CaCOa vorteilhaft. Dabei entstehen aber in der Regel 
zugleich graJ3ere Mengen Gluconsaure und Oxalsaure. Ais 
C-QueHen fUr die eigentliche Citronensauregarung kommen vor aHem 
Rohrzucker, Invertzucker und Glucose in Betracht, doch zeigen sich 
auch hier individueHe Unterschiede der Pilzstamme. Am giinstigsten 
fUr die Saurebildung sind 17,5 - 20 %ige Lasungen. - Fur einen richtigen 
Verlauf der Citronensauregarung ist eine rasche Entwicklung der Pilz
decken von Wichtigkeit, daher hat auch die Art der Impfung groJ3en 
EinfluJ3 auf die Eigenschaften des sich entwickelnden Mycels. Ferner 
ist eine richtige Beziehung zwischen Schichthahe und Flussigkeits
volumen bei der Oberflachengarung sehr wichtig (vgl. d(J.zu S.76). 
Bei graJ3eren Flachen muJ3 fUr die Zufuhr steriler Luft gesorgt werden. 
- Bei Anwendung sehr niedriger SchichthOhen kannen die Pilzdecken 
3 - 4mal zur Verarbeitung frischen Substrates verwendet werden. Die 
enzymatischen Fahigkeiten des Mycels zur Citronensaurebildung 
bleiben etwa 30-40 Tage erhalten. 

Anhang II: Technologie der Citronensauregarung. 

Die Citronensauregarung wird in groJ3en, iibereinander ange
ordneten flachen Schalen durchgefiihrt. Es werden 17,5 - 20 %ige 
Rohrzucker16sungen (oder Melasse), die die erforderlichen Salze 
enthalten bei 25-35° verarbeitet. Wahrend des Prozesses muJ3 fUr 
die Zufuhr steriler Luft gesorgt werden. Es sammelt sich freie 
Citronensaure bis zu einem Gehalt von 10-15% in der Lasung 
SIl. Zur geeigneten Zeit wird der ProzeJ3 unterbrochen und die 
Saure mit Hille ihres Ca-Salzes abgeschieden und aus diesem die 
freie Citronensaure gewonnen. Von Wichtigkeit ist insbesondere 
die richtige Zuchtung der Pilze und eine genaue BetriebskontroHe. 
Die Auswahl eines geeigneten Stammes ist zuniichst von grund
siitzlicher Bedeutung. Sodann mussen fUr diesen die geeignetsten 
Bedingungen zur Citronensaureproduktion aufgefunden werden, denn 
eine fUr aHe Pilzstamme geeignete Nahr16sung laJ3t sich nicht angeben, 
da dieselben groJ3e individuelle Unterschiede zeigen. Hinsichtlich der 
Durchfiihrung der Citronensauregarung in halbtechnischem MaJ3stab 
vgl. DOELGER und PRESCOTT 1. Die Garung in Gegenwart von Kreide 
ist bei Anwendung des Oberflachenverfahrens technisch nicht durch
fiihrbar, da durch die CO2-Entwicklung die Pilzdecken abgehoben 
werden, was eine arge Starung des Prozesses bedingt; auJ3erdem 
besteht dabei die Gefahr, daJ3 zugleich Oxalsaure gebildet wird. Es 
kommt daher nur die Vergiirung in saurer Lasung in Frage. 

Der submerse GarprozeJ3 scheint sich bisher noch nicht bewahrt 
zu haben, doch wfude ein solches Verfahren zweifeHos die Lasung des 
Problems der Citronensaureerzeugung vorstellen, da das bisher ge
brauchliche Oberflachenverfahren mit erheblichen Bau- und Mani
pulationskosten sowie groJ3em Raumaufwand und einer schwierigen 
Betriebsfiihrung verbunden ist. (V gl. dazu Technologie der Glucon-
siiuregarung, S. 242.) . 

1 DOELGER und PRESCOTT: Ind. Eng. Chem. 26, 1142 (1934). -
Hinsichtlich sonstiger Angaben siehe WELLS und HERRICK: Ind. 
Eng. Chem. 30, 255 (1938). 
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51. 'Obung: 

Zwischenprodukte der Citronensauregarung. 

a) Umwandlung von Ca-Acetat in Gegenwart von etwasZuckerl. 
Fiinf ERLENMEYER-Kolben von 750 ccm Inhalt werden mit je 
100 ccm einer NahrlOsung von folgender Zusammensetzung be
schickt: 4% Ca-Acetat, 0,5-1% Zucker, 0,2% NH4NOa, 0,3% 
KH2P04 und 0,05% MgS04 • 7 H 20. Nach dem Sterilisieren 
wird mit einer Sporensuspension eines geeigneten Pilzes geimpft 
und bei 29-300 stehen gelassen. Nach 10-14 Tagen werden 
die Versuche abgebrochen und vereinigt. Die Niederschlage und 
MyceIien werden abfiltriert und mit kaltem Wasser griindlich 
ausgewaschen. Die Losung wird auf ein bestimmtes Volumen 
(etwa 600-800 ccm) aufgefiillt und aIiquoteTeile zur Bestimmung 
von Citronensaure, Zucker und Essigsaure verwendet (vgl. unten). 
Der Filterriickstand wird mit verdiinnter Salzsaure behandelt, 
das gauze nochmals filtriert, das Pilzdeckengewicht in iibIicher 
Weise ermittelt (Gesamtgewicht etwa 3-5 g) und das Filtrat 
auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. AIiquote Teile des Filtrates 
verwendet man zur Bestimmung der Oxalsaure in iiblicher Weise: 
Zusatz von Ammoniak zur siedenden Losung, Filtration, Losen 
des Niederschlages in 20%iger Schwefelsaure und Titration mit 
nj10 KaIiumpermanganat (1 ccm nj10 Permanganat entspricht 
4,5 mg wasserneier Oxalsaure = 6,3 mg Oxalsaure +2H20) Durch
fiihrung der Bestimmungen im ersten Filtrat: 

Bestimmung der Citronensiiure (nach der Pentabromaceton
methode) 2. 50 ccm Probe werden mit 2 ccm Schwefelsaure und 
1 ccm einer 40%igen KaliumbromidlOsung versetzt. Der Kolben 
wird in einem Wasserbad von 500 10 Minuten lang erwarmt und 
dann sogleich mit 10 ccm einer 5%igen Kaliumpermanganat
lOsung in einem GuB versetzt (unterm Abzug, Bromentwicklung). 
Dann wird unter standigem Umschwenken erkalten gelassen und 
falls keine Braunsteinabscheidung stattfand, eine weitere Menge 
KaIiumpermanganatlOsung zugesetzt. Nach vollstandigem Er
kalten wird der ausgeschiedene Bramlstein durch Zugabe einer 
ausreichenden Menge 20%iger FerrosulfatlOsung zersetzt und die 
Probe iiber Nacht im Kiihlen (am besten Eiskasten) aufbewahrt. 
Das abgescbiedene Pentabromaceton wird dann durch einen Glas
siutertiegel filtriert, mit kaltem Wasser gut ausgewaschen und 

1 CHRz.}SZCZ und ZAKOMORNY: Biochem. Z. 281), 340 (1936). 
2 Modifizierte Methode von KUNZ; nach FREY: Ar.ch. f. Mikro

bioI. 2, 285 (1931); Titration nach KOMETIANI: Z. anal. Chern. 86, 
362 (1931). 



51. Ubung: Zwischenprodukte der Citronensauregarung. 251 

in Alkohol gelost. Die Fliissigkeit wird sodann mit Eisessig an
gesiiuert, auf dem siedenden Wasserbad erwiirmt und mit 5 ccm 
einer 20%igen alkoholischen Natriumjodidl6sung versetzt. Man 
liiBt noch 3-5Minuten auf dem Wasserbad stehen, verdiinnt nach 
dem Erkalten stark mit Wasser und titriert das ausgeschiedene 
Jod mit n/10 Natriumthiosulfatlosung in iiblicher Weise. 1 ccm 
n/1O NatriumthiosulfatlOsung entspricht 3,501 mg Citronensaure 
(+ 1 H 20)!. 

Die Bestimmung eventuell noch vorhandenen Zuckers erfolgt 
in iiblicher Weise nach BERTRAND. Zur Feststellung der noch un
verbrauchten Essigsiiure wird ein aliquoter Teil der Fliissigkeit 
(50-100 ccm) mit Schwefelsaure angesauert und destilliert; 
Titration des Destillates ergibt die Menge an Essigsaure; 1 ccm 
n/10 Lauge = 6 mg Essigsaure. 

Aus einem Ansatz von insgesamt 5 g Zucker und 20 g Ca-Acetat 
erhiHt man je nach der Art des verwendeten Pilzes etwa 2,5-4 g 
Mycel, etwa 2-3 g Citronensaure und gegen. 1 g Oxalsaure, wobei 
zugleich gegen 50 % des Ca-Acetates verbraucht werden. 

b) Umwandlung von Calciumacetat in Gegenwart von etwas 
apfelsaurem Natrium und ZIlcker2. Grundansatz wie bei a; die 
Losung enthalt auBer den Nahrsalzen 4% Ca-Acetat, 0,5% Zucker 
und 0,5% Apfelsaure (als Na-Salz). Weitere Durchfiihrung des 
Versuches und Aufarbeitung wie unter a. 

Aus einem Ansatz von insgesamt 2,5 g Zucker, 2,5 g Ap£elsaure 
und 20 g Ca-Acetat erhalt man bei Verwendung eines guten Pilzes 
tiber 2 g Mycel, tiber 4 g Citronensaure, Spuren Oxalsaure, wobei 
iiber 40% des Ca-Acetates verbraucht sind. 

Anhang: Zum Chemismus der Citronensauregarung. 

1. Substrate der CitronensiiurebUdung. Vor aHem kommen hier die 
Hexosen Glucose und Fructose in Betracht, bzw. Rohrzucker und 
Invertzucker, ferner Maltose, in geringerem AusmaJle auch Mannose 
und Galaktose;. sodann auch Arabinose, l(ylose, Mannit, Glycerin, 
Triosen, Glycerinsaure, Gluconsaure, Zuckersaure, Muconsaure, Adipin
saure, Alkohol, Essigsaure, Glycolsaure, sowie eine Mischung von 
.Apfelsaure und Essigsaure, besonders in Gegenwart von etwas Zucker 
(vgl. oben). 

2. Die Hauptvorstellungen tiber die Citronensiiurebildung. Die 
Bildung von Citronensaure aus derart verschiedenen Substanzen wie 
oben angefiihrt, macht die Annahme eines bestimmten Ausgangs-

1 In der alkoholischen Pentabromacetonlosung werden durch HJ 
6 Atome J od frei; die Reaktion verlauft formell folgenderma13en: 

CHBr2 • CO . CBra + 6 HJ + 2 H 20 = CHaOH . CO . CHaOH 
+ 5HBr + 6J. 

2 CHRZ-}SZCZ und ZAKOMORNY: Biochem. Z. 280, 348 (1936). 
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produktes, das primar aus allen genannten Substanzen entstehen kann 
erforderlich, und zwar wird bei der einen Gruppe von V orstellungen 
der Citronensaurebildung angenommen, dal3 diese direkt aus dem 
Hexosemolekiil gebildet wird (wobei also auch aus anderen Sub
stanzen zunachst stets Hexose entstehen miil3te), bei der anderen, 
dal3 zunachst alkoholische Garung bzw. Bildung von Essigsaure statt
findet. Die Ausbeutezahlen miil3ten daher sehr verschieden sein, 
denn im ersten FaIle konnte 1 Mol. Citronensaure aus 1 Mol. Hexose 
entstehen, im zweiten Fall 2 Mol. a,us 3 Mol. Hexose, entsprechend 
den Gleichungen: 

I. C6H 120 6 + 3 0 ~ C6H sO? + 2 H 20 
II. 2 C6H 120 6 + 9 O2 ~ 2 C6H SO? + 6 CO2 + 10 H 20. 

1m Fall I miil3te die theoretische Ausbeute aus Hexosen 106,7% 
betragen, im Fall II 71,1 % oder bezogen auf Rohrzucker 112,2% 
bzw.74,9%. Die tatsachlich erreichten Ausbeutezahlen von etwa 
89% der umgesetzten Glucose 1 sprechen daher fUr Gleichung I. 

3. Die Vorstellungen fiber die direkte Umwandlung von Hexosen 
in Cltronensaure sind allerdings noch durchaus nicht befriedigend und 
in keiner Weise bewiesen. So wurde angenommen, dal3 die Citronen
saurebildung iiber Gluconsaure, Zuckersaure, Ketipinsaure fUhren 
konnte, oder iiber a, y-Diketoadipinsaure und Spaltung dieser in 
Oxalessigsaure und Essigsaure mit einer nachfolgenden Konden
sation dieser beiden Produkte unter Bildung von Citronensaure 2 • -

Ferner wurde auch angenommen, dal3 zunachst (ahnlich wie bei der 
Bildung von Bernsteinsaure durch Propionsaurebakterien erwogen) 
Zerfall des Zuckermolekiils unter Bildung von Bernsteinsaure und 
Acetaldehyd stattfinden konnte und dal3 dann ahnliche Umwand
lungen einsetzen konnten wie unter 4. geschildert. 

4. Die Vorstellungen fiber die Citronensiiurebildung 1m AnschluB 
an eine alkoholische Giirung wurde unter Berucksichtigung der Tat
sache, dal3 zahlreiche Aspergillaceen zur alkoholischen Garung be
fiihigt sind (vgl. S. 267), entwickelt. Es gelang ferner auch, unter der 
Einwirkung vorgeziichteter Pilzdecken auf AlkohRI sowie auf Essig
saure Citronensaure zu erhalten 3, ferner auch aus Apfelsaure + Essig
saure in Gegenwart kleiner Mengen Zucker (vgl. oben). Gemal3 dieser 
Vorstellung ~?ll aus Essigsaure iiber Bernsteinsaure und Fumarsaure 
(vgl. S. 260) Apfelsaure entstehen und diese gemeinsam mit Essigsaure 
unter Bildung von Citronensaure dehydriert werden: 

CH2 .COOH CH2 ·COOH 
I I 

H.C(OH).COOH -~ C(OH).COOH 
I 

H. CH2 • COOH CH2 • COOH 

1 BUTKEWITSCH und GAJEWSKAJA: C. r. Ak. Sc. USSR. (3) 8, 
405 (1935). - WELLS, MOYER und MAY: Am. Soc. 58, 555 (1936). 

2 Vgl. dazu auch die rein chemische Bildung von Citronensaure 
aus Oxalessigsaure und Brenztraubensaure durch Oxydation des 
Reaktionsgemisches. KNOOP und MARTIUs: H.242, 1 (1936). 

3 CHRz.}SZCZ und Mitarbeiter: Bio. Z. 229, 343 (1930); 250, 254 
(1932); 285,340 (1936). - BERNHAUER l.md Mitarbeiter: Ebenda 240, 
232 (1931); 253, 16 (1932). 
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Gegen die Vorstellung, daB die Citronensaurebildung im AnschluB 
an eine normale alkoholische Garung erfolgt, sprechen jedoch eihige 
wichtige Befunde. So geht der Citronensaurebildung unter normalen 
Bedingungen keine nachweisbare alkoholische Garung voraus (zum 
Unterschied von der Fumarsauregarung, vgl. S. 260), ein Zusammenhang 
zwischen zyrnatischer Aktivitat und Citronensaurebildung wurde 
nicht a ufgefunden 1. Ferner wird sie durch solche Mengen J odessigsaure, 
die unter anaeroben Bedingungen die alkoholische Garung durch den 
betreffenden Pilz vollig hemmen, in keiner Weise beeinfluBt 2. Weiterhin 
wurden des Ofteren viel groBere Mengen Citronensaure beobachtet, 
als der Garungsgleichung entsprechen wiirde, wenn die Citronensaure
bildung eine primare alkoholische Garung zur V oraussetzung hatte 
(vgl. oben); auch die CO2-Menge war weitaus geringer als in diesem 
FaIle zu erwarten ware. SchlieBlich wurde darauf hingewiesen 3, daB 
die Befunde iiber die Bildung von Citronensaure aus Alkohol und 
Essigsaure usw. nicht einwandfrei seien, da die Moglichkeit der 
Citr0I1-ensaurebildung aus Mycelsubstanzen nicht vollig ausgeschieden 
wurde. 

o. Vorstellungen iiber die Verkniipfung der Citronensiiurebildung 
mit der Resynthese von Kohlehydraten. Die primaren Stadien des 
Zuckerabbaus konnten bei der Citronensaurebildung die gleichen sein 
wie bei der alkoholischen Garung oder Milchsauregarung, es miiJ3te 
aber dann nicht zur Entstehung von Alkohol kommen, sondern die 
Brenztraubensaure konnte unter Bildung von Essigsaure und Ameisen
saure zerfallen. Die letztere konnte sodann einer Resynthese zu 
Kohlehydraten unterliegen 4. Eine ahnliche Vorstellung wurde auch 
bei der Bilduilg von Apfelsaure in griinen Pflanzen entwickelt 5. Dabei 
miiBte an eine gekoppelte Reaktion gedacht werden, etwa im Sinne 
der Gleichung: 

3 CsH120s + 6 0 --~ 6 CHa. COOH + 6 HCOOH ~ 2 CSH S07 + 
+ CsH120s + 4 H 20. 

Bekanntlich vermogen die Pilze auch auf den verschiedensten 
C-Quellen zu wachsen, ein Vorgang, der auch von einer Resynthse 
von Kohlehydraten begleitet sein muJ3, ohne daB es dabei aber zur 
Bildung von CO2 kommt. Auch Sauren werden dabei ohne von CO2-

Entwicklung assimiliert 5, wobei also die Carboxylgruppen reduziert 
werden miissen (vgl. auch die Verwirklichung solcher Reaktionen bei 
der Butanolgarung, S. 201). Insbesondere Glycolsaure, Apfelsaure und 
Citronensaure werden durch Pilzkulturen rasch umgewandelt, ohne daB 
dabei CO2 entsteht. Glycolsaure konnte dabei in Glycolaldehyd iiber
gefiihrt und dieser zu Hexosen polymellisiert werden:. Ferner wurde 
die V orstellung entwickelt, daB Citronensaure und Apfelsaure einer 
Hydrolyse unter Bildung von Glycolsaure unterliegen konnten: 

1 TOMLINSON: New Phytologist 36, 418 (1937)-
2 JOHNSON, KNIGTH und WALKER: Bioch. J. 81, 903 (1937). 
a BUTKEWITSCH und Mitarbeiter: Bio. Z. 272, 290, 364, 371 (1934); 

276,446 (1935); C. r. Ak. Sc. USSR. (3) 12, 427 (1936). 
4 Vgl. BERNHAUER: Bio. Z. 274, 111 (1934). - Erg. Enzymf. 8, 

185 (1934). - "Oxydative Garungen" im kurzen Hdb. d. Enzym
chemie von NORD und WEIDENHAGEN, Akad. Verlagsges. Leipzig, 1939. 

5 BENNET-CLARK: New Phytologist 82,128 (1933); 34,211 (1935). 



254 Oxydative Sauregarungen der Schimmelpilze. 

CH2 • COOH OH CH20H. COOH 
I + I 
C(OH).COOH H ~ CHOH.COOH H 
I I +1 -~ 
CH2 .COOH CH2 .COOH OH 

CH20H.COOH ~ 3CH20H.CHO ~ C6H120 6 

--~ CH20H.COOH 

In diesem Zusammenhang sei auch an die Resynthese von Glycogen 
aus Milchsaure im Muskel l und an den "oxydativen Anabolismus" in 
hoheren Pflanzen 2 erinnert. 

52. Ubung: 

Die Fumarsauregarung. 

a) Analytische Versuchsreihe unter zeitlicher Verfolgung der 
Saurebildungs• In zw61f ERLENMEYER-Kolben von 21 Inhalt 
werden je '300 ccm Nahrl6sung in iiblicher Weise vorbereitet 
[10% technische Glucose' mit 0,2% (NH')2RO,5]. Die Kolben 
werden mit einem Trichterrohr versehen, das durch den Watte
bausch hindurchfiihrt, und auch mit Watte verschlossen ist 
[ahnlich wie in Abb. 14 (S. 74), aber ohne das Absaugrohr]. 
Nach dem Sterilisieren wird in iiblicher Weise mit einer Sporen
suspension einer kriiftigen Kultur von Rhizopus nigricans (ge
ziichtet auf Bierwiirzeagar mit CaCOs) geimpft. Nachdem 
sich bei 28-30° ein starkes Mycel entwickelt hat (etwa nach 
4-6 Tagen), wird durch das Trichterrohr trocken sterilisiertes 
CaCOa (etwa 16-18 g) ohne Beschiidigung der Pilzdecke eingefiillt6. 
Etwa am 9. oder 10. Tag werden die ersten Versuche abgebrochen 
und sodann in Intervallen von ungefahr 3 Tagen die weiteren, bis 
zum 24. Tag. 1m Laufe des Versuches scheiden sich grof3eKrystalle 
von Ca-Fumarat am Boden der Gefaf3e und an den Pilzdecken aus. 

Aufarbeitung: Nach dem Absterilisieren der Versuche wird 
filtriert, die Pilzdecke von anhaftenden Krystallen befreit, gut 
ausgewaschen, ausgepref3t, getrocknet und gewogen. Die groben 
Ca-Fumaratkrystalle werden gesondert isoliert, mit Wasser griind
lich abgeschwemmt, bei 100° getrocknet und gewogen, man erhalt 

1 MEYERHOF, LOHMANN und MEIER: Bio. Z. 167, 459 (1925). 
2 BLACKMAN: Proc. Roy. Soc. B 103, 491 (1928). 
3 Vgl. BERNHAUER und THOLE: Biochem. Z. 287, 167 (1936). 
4 Enthaltend etwa 70-80% Reinglucose; dieselbe ist besser 

geeignet als ein reines Praparat. 
5 Die iibrigen Nahrsalze sind in der technischen Glucose in aus

reichendem MaLle vorhanden. 
6 Der Zusatz von sterilem CaC03 kann auch vor dem Impfen 

erfolgen. Die Mycelentwicklung ist zwar verIangsamt, die Saure. 
bildung aber nicht vermindert. 
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Ca-Fumarat mit 3 Mol. Krystalhvasser (1 g entspricht 0,558 g 
Fumarsaure) .. Der Riickstand (hauptsachlich Calciumcarbonat) 
wird mit Wasser in der Siedehitze erschOpfend extrahiert und 
das Filtrat mit dem. Hauptanteil vereinigt. In diesem werden 
sodann nach dem Auffiillen an aliquoten Teilen die weiteren 
Analysen durchgefiihrt, und zwar Zucker- und Ca-Bestimmung 
in iiblicher Weise und die Ermittlllilg der Sauren folgendermaBen: 

Ein aliquoter Teil der Losung (50-100 ccm) wird im Vakuum 
vollstandig verdampft, der sirupose Riickstand mit einer aus
reichenden Menge 50%iger Schwefelsiiure (dem Ca-Gehalt ent
sprechend) versetzt und unter Zusatz von frisch gegliihtem 
Natriumsul£at zu einem trockenen Pulver verrieben, das dann in 
einem SoxHLET-Apparat mit Ather extrahiert wird. Nach etwa 
zwei- bis dreitagiger Extraktion ist auch die Apfelsaure im Ather. 
Dieser wird sodann vollstandig vertrieben und der Riickstand in 
Wasser aufgenommen; nach dem Auffiillen (auf 100-200 ccm, 
wegen der Schwerloslichkeit der Fumarsaure) werden Proben zur 
Bestimmung der einzelnen Sauren entnommen. 

Be8timmung der Fumar8iiure 1• Ein aliquoter Teil der Losung 
(etwa 10-50 ccm je nach der Fumarsauremenge) wird mit so viel 
konzentrierter Salpetersaure versetzt, daB die Losung 5% freie 
Salpetersaure enthiilt, und auf dem Wasserbad erhitzt, dann 
setzt man 25 ccm einer Losung zu, die 10% Mercuronitrat und 
7% Salpetersaure enthalt. Nach Y2stiindigem Stehen auf dem 
Wasserbad hat sich die anfangs milchige Triibung in einen gut 
krystallisierten Niederschlag umgewandelt. Nach dem Erkalten 
kann sogleich durch ein WeiBbandfilter filtriert werden, sodaB 
die Hauptmenge des Niederschlags im Kolben zurUckbleibt. Man 
wascht unter Dekantieren mit 5%iger Salpetersaure nach, und 
schlieBlich mit etwas Wasser. Das Filter wird in das Fallungs
gefaB zuriickgebracht, etwas starke Salpetersaure zugesetzt und 
etwa Y2 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Das Mercurofumarat 
setzt sich um und Mercurinitrat geht in Losung. Danrl wird mit 
Wasser verdiinnt und mit nj10 Ammoniumrhodanidlosung unter 
Anwendung von Eisenammoniumalaun 2 titriert. 1 ccm dieser 
Losung entspricht 2,9 mg Fumarsaure. 

1 Modifizierte Methode von HAHN und HAARMANN, nach Versuchen 
mit SCHWIND, Diss. ITag 1936. 

8 Herstellung der Indicatorlosung: Eine bei Zimmertemperatur 
gesattigte Losung von Eisenammoniumalaun wird mit konz. Sal
petersii.ure bis zum Verschwinden der Braunfarbung versetzt. Man 
nimmt 1 ccm dieser Losung fiir 25 ccm Fliissigkeit und titriert 
bis zum Farbumschlag (Verschwinden des griinlichen Farbtons; der 
Umschlag ist scharf). 
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Bestimmung der Apfelsiiure1 durch Uberfiihrung in Fumarsaure. 
Ein aliquoter Teil der Losung (etwa 50 ccm) wird mit Lauge 
neutralisiert (Phenolphthalein) und auf dem Wasserbad auf ein 
kleines Volumen (etwa 10 ccm) verdampft, in einen Silbertiegel 
gebracht und nach Zusatz von 10 g festem .Atznatron im Trocken
schrank auf 1300 bis zur Vertreibung des Wassers erhitzt und 
dann noch 3 Stunden. Nun wird in Wasser gelost (etwa 50 ccm), 
mit stark verdiinnter Salpetersaure neutralisiert (gegen Kongo) 
nnd auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Eine Probe wird 
sodann mit so viel Salpetersaure versetzt, daB die Losung 5% 
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freie Salpetersaure enthalt und die Bestimmung der Fumarsaure 
vorgenommen. Man erhalt so die Summe der urspriinglich vor
handenen Fumarsaure und der aus der .Apfelsaure entstandenen; 
durch Ahzug der wie oben bestimmten bereits vorhandenen 
Fumarsauremenge yom hier erhaltenen Wert ergibt sich die der 
vorhandenen .Apfelsaure entsprechende Menge Fumarsaure. 1 g 
Fumarsaure entspricht 1,15 g .Apfelsaure. 

Bestimmung der Bernsteinsiiure. Ein aliquoter Teil der Losung 
(etwa 50 ccm) wird mit Lauge neutralisiert (Phenolphthalein) und 
auf dem Wasserbad in einer Schale zwecks Zerstorung der Fumar
saure und .Apfelsaure mit 4%iger Kaliumpermanganatlosung 
so lange versetzt, bis die Rotfarbung Y4 Stunde lang erhalten 
bleibt. Dann wird der Braunstein durch Einleiten von S02 gelost, 

1 HAHN und HAARMANN: Z. f. BioI. 87,107 (1928); 89, 159 (1929). 
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nach Zusatz einiger ccm 50%iger Schwefelsaure (bis zur schwach 
kongosauren Reaktiop) das S02 auf dem Wasserbad vertrieben, 
die Losung auf ein klBines Volumen verdampft und der Ruckstand 
mit so viel frisch geglUhtem Natriumsulfat verrieben, daB ein 
trockenes Pulver entsteht, das im SOXHLET-Apparat extrahiert 
wird. Der Ruckstand nach dem Abdampfen des Athers wird mit 
n/l0 Lauge neutralisiert (gegen Phenolphthalein, dann Zusatz von 
einem Tropfen verdunnter Salpetersaure), sodann wird bernstein
saures Silber durch Zusatz von n/l0 Silbernitrat16sung ausgefallt, 
und das iiberschiissige Silber mittels n/l0 Ammoniumrhodanid-
16sung nach VOLHARD zurucktitriert. 1 ccm n/l0 Silbernitrat-
16sung entspricht 5,8 mg Bernsteinsaure. 

Aus dem Versuch wird der allmahliche Anstieg der Fumarsaure
menge bis zu einem Maximum von 40-60% der Theorie ersichtlich, 
sodann findet wieder ein Abfall der Fumarsauremenge statt, die 
.Apfelsaure steigt bis zu einem Maximum von etwa 20-30% an, das 
allerdings wesentlich spater erreicht wird als bei der Fumarsaure, die 
Menge an Bernsteinsaure bleibt dauernd relativ gering und zwar 
etwa 4-6% d. Th. (vgl. Abb.37). . 

b) Praparativer Versuch1• Man benutzt einige FERNBACH
Kolben von 2 1 Inhalt (versehen mit einem weiten Trichterrohr 
zum Einfullen von CaCOs sowie zur Probeentnahme und einem 
dunnen Rohr zur konstanten Beluftung des Gasraumes oberhalb 
der Pilzdecken). Kaufliche Kartoffelstarke wird nun in Portionen 
zu je 100 g in 500 ccm Leitungswasser aufgeschwemmt und in eine 
siedende Lasung von je 3 g konzentrierter Salzsaure oder 2,1 g 
konzentrierter Schwefelsaure in 400 ccm Wasser allmahlich ein
getragen, wobei das Gemisch dauernd im Sieden gehalten wird 
(20-30 Minuten). Es bildet sich zunachst Starkekleister, dann 
findet Klarung statt. SchlieBlich wird noch 45 Minuten im vor
geheizten Autoklaven auf 1330 (2 Atm.) erhitzt. Mankocht dann 
nach Zusatz von wenig CaC03 auf und filtriert ab oder man stellt 
durch Zusatz von Soda oder Pottasche auf den pH-Wert 6,2 
ein. Dann wird jede Portion auf 1000 ccm aufgefUllt und mit 
2 g (NH4)2S04 versetzt 2. Jeder Kolben erhalt nun je 400 ccm 
dieser Lasung. Nach dem Sterilisieren impft man in ublicher Weise 
wie unter a). Auch im ubrigen geht man wie dort vor. Der CaCOs-
Zusatz erfolgt zwischen dem 4. und 8. Tag (je nach der Pilz-

1 Nach Versuchen von H. LAHODA. - TAKAHASHI und SAKAGUCHI 
[J. Agr. Chern. Soc. Japan 1, Nr 10 (1925)] beschrieben die Gewinnung 
von Fumarsaure durch Einwirkung eines Rhizopus-Stammes auf 
Starkc direkt. Es haben jedoch nicht aIle Rhizopusarten ein aus
reichendes Star keverzuckerungsvermogen. 

2 Die anderen Nahrsalze sind in ausreichender Menge vorhanden. 
Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Auf!. 17 
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entwicklung). Die Abscheidung von Ca-Fumarat beginnt zwischen 
dem 8. und 11. Tag. Der Versuchsabbruch erfolgt in dem Zeit
punkt, in dem nur noch relativ wenig reduzierende Substanz vor
handen ist, wie durch Probeentnahmen und quantitative Zucker
bestimmung festgesteHt wird (zwischen dem 12. und 18. Tag). 
AIle Versuche werden dann absterilisiert und vereinigt, Pilz
deckengewicht wie oben ermittelt, Ca-FumaratkrystalIe gesammelt 
'und durch Abspiilen gereinigt. Die Losung wird auf ein kleines 
Volumen verdampft, wobei weitere Mengen Ca-Fumarat aus
krystallisieren, die abgesaugt und gewaschen werden. Die Aus
beute an Ca-Fumarat betragt bei Verwendung eines guten Pilzes 
in der Regel etwa 50% d. Th., kann aber auch bis 70% ansteigen. 
- Gewinnung der freien FumarRaure: Das vereinigte Ca-Fumarat 
wird unter Anwendung eines groBen Uberschusses verdiinnter 
Salzsaure in der Hitze gelost, beim Erkalten krystalIisiert freie 
Fumarsaure aus. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren aus Wasser 
2860 • Aus der salzsauren Mutterlauge kann durch Ausathem 
am Fliissigkeitsextraktor noch eine weitere Menge Fumarsaure 
gewonnen werden. Aus der urspriinglichen Mutterlauge erhalt 
man nach dem Ansiiuern mit Schwefelsaure durch Extraktion 
mit Ather neben etwas Fumarsaure vor aHem Bernsteinsaure. 
Apfelsaure kann nach dem Verdampfen der waBrigen Losung im 
Vakuum durch Atherextraktion des mit gegliihtem N atriumsulfat 
behandelten Riickstandes im SOXHLET-Apparat gewonnen werden. 

Anhang: Theoretisches. 
1. Erreger der,Fumarsiiuregiirung. Mit Ausnahme des A. fumaricus 

kommen als Erreger der Fumarsauregarung nur die Rhizopusarten 
in Betracht, und zwar vermogen besonders Stamme des Rh. nigricans 
gr6J3ere Mengen Fumarsaure zu erzeugen. - 1m allgemeinen sind zwei 
Gruppen von Rhizopusarten zu unterscheiden, und zwar bilden die 
Vertreter der einen Gruppe hauptsachlich Milchsaure, die der anderen 
vornehmlich Fumarsaure. [Die Fahigkeit zur Milchsaurebildung ist 
manchmal recht stark (besonders bei Rh. oryzae-Stammen) 1, so daJ3 
sogar eine technische Erzeugung von Milchsaure mittels Pilzen in 
Frage kame, noch dazu, da dabei nur die im tierischen Korper ver-
wertbare d-Form gebildet wird.] . 

2. Bedingungen der Fumarsiiuregiirung. Von entscheidender Be· 
deutung ist hier der PH-Wert der Losung, denn nur bei Abstumpfung 
der entstehenden Saure mittels CaCOa konnen groJ3ere Mengen 
Fumarsaure erhalten werden 2. Weiterhin ist die N-Quelle von Be
deutung, denn Rhizopnsarten konnen nur in Gegenwart von Ammon-

1 Vgl. LOCKWOOD, WARD und MAY: J. Agr_ Res. ;)3, 849 (1937). -
SELMAN, WAKSMAN und HUTCHINGS: Am. Soc. 59, 545 (1937). 

2 BUTKEWITSCH: Biochem. Z. 182, 99 (1927). - BUTKEWITSCH 
und FEDOROFF: Ebenda 206, 440 (1929). 
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salzen oder organischem N gedeihen, wahrend sie Nitrat-N nicht zu 
verwerten vermogen (im Gegensatz zu den Mucorarten im engeren 
Sinn)1. Die N-Menge mul3 auch bier beschrankt sein (etwa 0,2-0,3% 
(NH4)2S04)2, ebenso die Phosphatmenge (etwa 0,05% KH2PO,). -
Als C-QueUe kommt fUr Rh. nigricans insbesondere Invertzucker und 
Glucose in Betracht, da derselbe Rohrzucker nicht zu spalten vermag. 
Auch Starke kommt bili Pilzen mit reichIichem Amylasegehalt in 
Frage (vgl. oben). 

Die technische Verwertung der Fumarsauregarung ist bisher 
noch nicht verwirkIicht worden. Dabei darfte die Oberflachengarung 
besondere Schwierigkeiten bieten, da in Gegenwart von CaCOa ge
arbeitet werden muJ3. Andererseits ist noch kein geeignetes submerses 
Verfahren ausgearbeitet, da unter diesen Bedingungen vornehmlich 
Milchsaure entstehen solP. Vgl. Nachtrag. 

53. "Obung: 

Zwischenprodukte der Fumarsauregarung. 

a) UmwandlUIig von Alkohol4. In zwei oder mehreren 21 
fassenden ERLENMEYER-Kolben werden Pilzdecken ebenso wie in 
"Obung 52 a 6 -8 Tage zur Entwicklung gebracht, dann wird die 
Kulturfliissigkeit abgehebert, durch Nachspiilen mit. physio
logischer Kochsalzlosung vollstandig entfernt und durch je 300 ccm 
einer neuen NahrloRung folgender Zusammensetzung ersetzt: 2% 
Xthylalkohol, .0,.05% NH4NOa, .0,2% ~P04' .0,.01 % MgS04. 7 H 20 
und .o,?% NC1; weiterhin werden durch das Trichterrohr je 1.0 g 
CaCOa zugesetzt. Etwa alle 4-5 Tage fiigt man die 1% Alkohol 
entsprechende Menge hinzu (pro Versuch daher 3 g Alkohol), so daB 
schlieBlich je Versuch insgesamt etwa 15-18 g Alkohol zu
gesetzt sind. Nach dem letzten Zusatz laBt man die Kolben noch 
etwa 6-8 Tage bei 28-3.0° stehen und bricht dann die Versuche 
abo Wahrend der Verarbeitung des Alkohols findet weitere be
trachtliche Mycelentwicklung statt, Es krystallisiert hier kein 
Ca-Fumarat aus, da die gebildete Menge relativ klein ist, dagegen 
scheidet sich Ca-Oxalat abo 

Analyse der Kulturen wie in "Obung 52 a: Bestimmung des 
Mycelgewichtes und der atherloslichen Sauren, ferner des Ca
Gehaltes der Losung, des verbrauchten Alkohols und. der 
eventuell vorhandenen Essigsaure (durch Ansa~ern, Dampf
destillation und Titration des Destillates, vgl. S. 127). Die im 

1 LOCKWOOD: Mycologia 28, 542 (1936). 
2 BUTKEWITSCH: Biochem. Z. 182, 99 (1927). - BUTKEWITSCH 

und FEDOROFF: Ebenda 206, 440 (1929). 
3 Vgl. KANEL: Mikrobiologia (USSR.) 4,636 (1935). 
4 In Anlehnung an RUTKEWITSCH und. FEDOROFF: Biochem. Z. 

219, 103 (930). 
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Niederschlag befindliche Oxalsaure wird in folgender Weise be· 
stimmt: Der Riickstand wird in verdiinnter SaIzsaure gelOst, 
filtriert und das Filtrat aufgefiillt; in einem aliquoten Teil be
stimmt man dann die Oxaisaure durch Zusatz von Ammoniak usw. 

b) Umwandlnng von Essigsaure 1• Ziichtung einiger Pilz
decken und Vornahme der Versuche wie unter a. Die zweite 
Kulturfliissigkeit besteht aus 4% Essigsaure (als Ca-Acetat), 
unter Zusatz der gleichen SaIze wie oben. Nach etwa 10, 20 und 
30 Tagen werden die Versuche abgebrochen; Bestimmung der 
unverbrauchten Essigsaure und der atherl6slichen Sauren wie 
zuvor. Man erhalt dabei hauptsachlich Bernsteinsaure (10-14%). 

Anhang: Zum Chemismus der Fumarsauregarung. 
Die Fumarsaurebildner verursachen auch im normalen Stoff· 

wechsel, also unter aeroben Bedingt?lgen stets zunachst eine alko
holische Garung des Zuckers (vgl. Ubung 56 S.265). Der Alkohol, 
der sich bis zu etwa 2% in der L6sung anhauft, verschwindet wieder, 
wobei Sauren auftreten 1. Es erscheint daher eine Beziehung zwischen 
der zunachst stattfindenden alkoholischen Garung und del' Fumar
saurebildung naheliegend. Es konnte auch Alkohol selbst zu etwa 
10% in Bernsteinsaure und Fumarsaure umgewandelt werden 1 und 
ebenso entst,and aus Ca-Acetat unter der Einwirkung der Pilzdecken 
von Rh. nigricans ein 'Gemisch von Bernsteinsaure und Fumarsaure, 
das etwa 18-30% der umgesetzten Essigsaure ausmachte 2 • Wahrend 
jedoch in den Zuckerkulturen oder bei der Umwandlung von Alkohol 
das Verhaltnis von Fumarsaure: Bernsteinsaure wie 9: 1 oder 8: 2 war, 
iiberwog in den Acetatversuchen weitaus die Menge der Bernstein
saure. Bei der Einwirkung der Pilzdecken auf Bernsteinsaure wurde 
keine Fumarsaure gebildet, wohl abel' in Gegenwart von Invert
zucker. Auch in Acetatversuchen iiberwog in Gegenwart von Invert
zucker so fort die Menge der Fumarsaure. Es scheint daher ein aus 
dem Zuckerabbau (oder aus der Alkoholumwandlung) stammendel' 
H 2-Acceptor(vielleicht Acetaldehyd) fiir die Dehydrierung der Bern
steinsaure erforderlich zu sein. Die bei der Fumarsauregarung vor 
sich gehenden Reaktionen k6nnen durch folgendes Schema wieder
gegeben werden (bei Annahme von O2 als Acceptor): 

+20. 
C2H 120 6 ---+ 2 CHa• CH20H ---+ CHa· COOH + 0 ?H2 • COOH + 0 

(+ 2 CO2) CHaCOOH ---+ CH2 • COOH ---+ 
CH.COOH 0 CHOH.COOH 

+0 II +H, I 
---+ CH.COOH ---+ CH2 .COOH 

Daraus ergibt sich folgende Gesamtgleichung fiir die Fumarsaure
garung: 

C6H 120 6 + 3 O. ---+ C4H 40 4 + 2 CO2 + 4 H 20 
------

1 BUTKEWITSCH und FEDOROFF: Biochem. Z. 219, 103 (1930). 
2 BUTKEWITSCH und FEDOROFF: Ebenda 207,302 (1929); 219, 87 

(1930). 
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Die maximale Ausbeute an Furnarsaure wiirde daher 64,5% des urn
gesetzt,en Zuckers (Glucose odeI' Invertzucker) betragen. Dnter Beriick
sichtigung dieses Schemas betrug die bisher erreicht~.Hochstausbeute 
an C4 -Sauren (Bernsteinsaure, Fumarsaure und Apfelsaure) etwa 
90% d. Th. 1 

54. "Obung: 

Die OxalsiiuregiiJ'Ung. 

a) Analytische Versuchsreihe (unter zeitlicher Verfolgung der 
SaurebiIdung). In aeht ERLENMEYER-Kolben von 300 eem Inhalt 
je 100 eem Nahrlosung: 15% Rohrzucker, 0,2% (NH')2S0" 0,1% 
KH2PO,, 0,025% MgSO, .7 H20. Mit Sporensuspension von 
Aspergillus niger in iiblieher Weise geimpft. Naeh etwa 4 Tagen 
bei 30-35° (Pilzdeeken vollig gesehlossen) Zusatz von 10 g 
NaHCOa und 5 g Na-Aeetat pro Versueh; weiter etwa 8-10 Tage 
belassen. Abbrueh von je zwei Kolben am 8., 10., 12. und 
14. Tag. Aufarbeitung: Mit Essigsaure neutralisieren, erhitzen, 
filtrieren (je zwei Parallelversuehe gemeinsam), wasehen und auf 
250 eem auffiillen. Ermittlung des Restzuekers in iiblieher Weise 
(2-5 cem Probe). Bestimmung der Oxalsaure (etwa 10 eem Probe): 
Falhing mit Caleiumehlorid und Titration des in Sehwefelsaure 
gelosten Niedersehlages mit Kaliumpermanganat. 1 eem n/l0 
KMnO" = 6,3 mg Oxalsaure (+ 2 H20) = 4,5 mg Oxalsaure 
(krystallwasserfrei) . 

b) Praparativer Versuch. In einem 5 I-FERN'BAcH-Kolben 1 1 
Nahrlosung (wie zuvor); weitere Behandlung wie zuvor. Zusatz 
von 100 g NaHC03 und 50 g Na-Aeetat. Probeentnahme wie in 
Versueh 52b, yom 8. Tag an taglieh. Aufarbeitung: Mit Essig
saure neutralisieren, Filtrat mit Bleiaeetat fallen, Niedersehlag 
absaugen, auswasehen, in etwas Wasser suspendieren, Sehwefel
wasserstoff einleiten, Bleisulfid abfiltrieren, Filtrat am Wasser
bad verdampfen; Krystallisation der Oxalsaure; aus Wasser um
krystallisieren. Fp. 100° (krystallwasserhaltiges Produkt). 

Anhang: Theoretisehes. 
1. Ais Giirungserreger kommen hier so gut wie"alle Aspel'gillaceen 

in Frage; in geringerem MaJ3e vermogen auch die Mucoraceen sowie 
viele andere Pilze Oxalsaure zu bilden. Insbesondere Aspergillus niger
Stamme sind zur Oxalsaurebildung befahigt, abel' auch Penicillium
arten, wie das Pen. oxalicurn u. a. (Hinsichtlich Hefen vgl. S. 268). 

2. Bedingungen der OxalsiiurebiJdung. Von groJ3em EinfluJ3 ist 
auch hier del' PR-"Wert del' Losung. Ohne Neutralisationsmittel ist 
die Oxalsaurebildung bei den meisten Pilzen gering. Insbesondere in 
Anwesenheit freier anorganischer Sauren tritt in del' Regel keine Oxal-

1 BERNHAUER und THOLE: Biochem. Z. 287, 167 (1936). 
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saure aufl. Dagegen werd~n in Gegenwart von CaCOa reichliche 
Mengen derselben gebildet. Ahnlich wirkt auch tertiares Ca-Phosphat. 
Besonders reichlich findet aber Oxalsaurebildung aus Zucker in 
alkalischer Losung statt, so besonders in Gegenwart von sekundarer 
oder tertiarer Na- oder NH,-Phosphat1,2. - In Abwesenheit von 
N eutralisationsmitteln ist die Art der N -Quelle von grof3em Einfluf3 
auf die Oxalsaurebildung, da die bei Anwendung von physiologisch 
sauren N -Quellen freiwerdende Mineralsaure die Oxalsaurebildung 
so gut wie vollig hemmt. Besonders reichliche Oxalsaurebildung findet 
daher in Gegenwart von physiologisch alkalischen N -Quellen statt, 
besonders in Gegenwart von Pepton oder von Aminosauren 3• 

55. "Obung: 

Die Oxalsaurebildung aus Zwischenprodukten. 

a) Uniwandlung von Natriumacetat in Oxalsaure. In einigen 
ERLENMEYER-Kolben werden in gleicher Weise wie in Ubung 54a 
Pilzdecken zur Entwicklung gebracht. Nach etwa 4-5 Tagen 
bei 30-35° wird die NahrlOsung entfernt, durch Nachspiilen mit 
physiologischer Kochsalzlosung ausgewaschen und durch eine 
neue Nahrlosung folgender Zusammensetzung ersetzt (je 50 ccm): 
5,6% Natriumacetat (entsprechend 2,5% Essigsaure). Zwischen 
dem 7. und 10. Tag der Pilzdeckeneinwirkung werden die Ver
suche abgebrochen und analysiert. Bestimmung des Mycelge
wichtes; Auffiillen des Filtrates und Bestimmung der Oxalsaure 
an 5--10 ccm in iiblicher Weise. 

Die Versuche werden zweckmii.Bigerweise mit verschiedenen 
Aspergillus niger-Stammen durchgefiihrt, um so den geeignetsten 
Pilz zu ermitteln. Dabei kann auch gleichzeitig das Vermogen der 
PiIze zur Bildung von Glycolsaure und Glyoxylsaure festgestellt 
werden4• Zur Priifung auf diese Sauren entnimmt man von Zeit 
zu Zeit 1-2 ccm Probe und geht dann in folgender Weise vor: 

Prufung auf Glycolsiiure (Kodein-Reaktion): 1 ccm del' Probe 
wird mit konzentrierter Schwefelsaure bis zum Entweichen 
kleiner Gasblasen erhitzt. Nach Zusatz eines Tropfens einer 
5 %igen alkoholischen Kodeinlosung findet Gelbfarbung statt, 
die in Violett iibergeht. 

Prufung auf Glyoxylsiiure (Pyrogallol-Reaktion): 1 cern Probe 
wird mit 1 %iger Pyrogallol-Schwefelsaure versetzt. Tiefblaue 

1 WEHMER: Ber. D. Bot. Ges. 9, 218 (1891). - Bot. Ztg. 49, 233 
(1891). - A. 269, 383 (1892). - C. Bact. II 3, 102, 147 (1897). 

2 TSCHESNOKOV: Mikrobiol. (USSR.) 1, 390 (1932). 
3 CHRZ~SZCZ und TIUKOW: Biochem. Z. 218, 73 (1930). 
4 CHALLENGER, SUBRAMANIAM und WALKER: Soc. 1927, 200. 

BERNHAUER und SCHEUER: Biochem. Z. 253, 11 (1932). 
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Fiirbung beim Erwiirmen. Auf Wasserzusatz carminrot, durch 
Zugabe von Schwefelsiiure wieder blau 1. 

b) Umwandlung von Na-Succinat in Oxalsaure. Man geht genau 
so, vor wie unter a), nur daB an Stelle von Na-Acetat eine Na· 
Succinatlosung verwendet wird, die 2,5% an Bernsteinsaure 
enthiilt. 

c) Umwandlung von Ca-Fumarat unter Bildung von Ameisen
saure, Glyoxylsiiurc nnd Oxalsaure2• Man geht in der gleichen 
Weise wie unter a) oder b) vor, nur daB man eine 1 %ige Fumar
siiurelOsung und CaCOa verwendet. Nach etwa 10-12tagiger Ein
wirkung der Pilzdecken werden die Versuche abgebrochen und 
in gleicher Weise wie oben aufgearbeitet. Priifung auf Glyoxyl
saure und Bestimmung der Oxalsiiure .wie oben. Priifung und 
Bestimmung von Ameisensiiure wie in Ubung 27 b (S.180). 

Anhang: Zum Chemismus der Oxalsauregiirung. 

Der Verlauf der Oxalsaurebildung scheint vallig verschieden zu 
sein, je nachdem ob der Proze13 in sauer oder alkalischer Lasung vor 
sich geht. 

1. Oxalsiiurebildung in saurer Liisung findet nur durch gewisse 
Pilze statt. Dabei entsteht die Oxalsaure nur aus Zuckerarten (Glucose, 
Fructose, Galaktose, Arabinose, Xylose) sowie Gluconsaure. Andere 
organische Sauren geben keine Oxalsaure, sondern erwiesen sich bei 
Zusatz zu Zuckerlasungen sogar hemmend (insbesondere Milchsaure)3. 
Die freien organischen Sauren werden dabei ohne Bildung'von CO2 

assimiliert (vgI. S. 253). Die Oxalsaurebildung aus Zuckerarten soIl 
bier uber Gluconsaure und 2-Ketogluconsaure fiihren, doch Hegen 
hierfiir noch keine Beweise vor. Weiterhin soll die Oxalsaure in einem 
reversiblen Gleichgewicht mit Reservekohlehydraten stehen 8: 

Glycogen 0( )0 Glucose 0( )0 Oxalsaure -+ CO2, 

Die Vorstellung uber die Oxalsaurebildung aus Oxalessigsaure' lie13 
sich nicht stutzen, denn aus dieser konnte niemals Oxalsaure erhalten 
werden 8. 

2. Oxwsiiurebildung in physiologisch a.lkalischer Liisung findet aus 
sehr zahlreichen C-Verbindungen statt; aul3er den Zuckerarten kom
men dabei Zuckeralkohole, Glycerin, Alkohol, sowie besonders die 
Alkalisalze der Cn C4- und C6-Sauren in Fr~ge, namlich Essigsaure, 
Glycolsaure, Bernsteinsaure, Fumarsaure, Apfelsaure, Aconitsaure, 
Tricarballylsaure, Cit.ronensaure, Gluconsaure, Glucuronsaure, Zucker
saure. Dagegen wird aus den freien Sauren in der Regel keine Oxa.l
saure gebildet. (vgI. oben). Die Menge der frei werdenden ~ase soll 
die Menge der ent.stehenden Oxalsaure bestimmen 5. - Uber die 

1 FRARON: Bioch. J. 14, 548 (1921). 
2 CHRzo}szcz und ZAKOMORNY: Biochem. Z. 2.59, 156 (1933). 
3 ALSsoPP: New Phytologist 36,327 (1937). 
4 RAISTRJCK und CLARK: Bioch. J. 13, 329 (1919). 
5 WEHMER: Bet.. Zt.g. 49, 233 (1R91). 
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Bildung von Oxalsaure wurde angesichts der so verschieden in Betracht 
kommenden C·Quellen verschiedene Vorstellungen entwickelt. Von 
besonderem Interesse sind jene Anschauungen, bei denen aus dem 
Zuckerabbau stammende Substanzen als Zwischenprcdukte der Oxal· 
saurebildung in Frage kommen, wobei vor aHem Essigsaure und die 
aus dieser entstehenden Sauren von Wichtigkeit sind. 

Bei der Einwirkung von A. niger auf Ca·Acetat konnten. Glycol. 
saure sowie Glyoxylsaure in Form von Derivaten isoliert werden 1. 

Das Verm6gen zur Durchfiihrung dieser Oxydation kommt zahl
reichen Pilzen zu2. In hohen Ausbeuten wurde Oxalsaure aus Na· 
Ace1;at und Na·Succinat erhaltens. Von besonderem Interesse ist 
sodann die Bildung von Ameisensaure und Glyoxylsaure bei der 
Einwirkung von Aspergillus- und Penicilliumarten auf Ca-Fumarat4~ 
Es wurde daher die Vorstellung entwickelt4, daB die weitere Bildung 
von Oxalsaure tiber Ameisensaure fUhren k6nnte, gemaB der Formu
lierung: 

2C2H50H-~2CH3COOH~ CHz.COOH CH.COOH 
I ~ II ~ 
CH2 .COOH CH.COOH 

CHO.COOH 2 H.COOH 2 COOH 
~ -~ -~I 

CHO.COOH 2H.COOH COOH 
Es konnte dann auch bei der Einwirkung von Pilzdecken auf Ca· 
oder Na-Formiat oder bei der Kultivierung der Pilze auf dem ersteren 
Oxalsaure erhalten werden 5, doch wurde dabei die M6glichkeit, daB 
dieselbe aus Mycelsubstanzen entstanden sei, nicht ausgeschlossen 6, 

so daB dieser Weg der Oxalsaurebildung noch nicht bewiesen erscheint. 
- Andererseits lieB sich aber auch kein Beweis fUr die Oxalsaure· 
bildung iiber Oxalessigsaure erbringen (vgl. oben), indem dasNa·Salz 
derselben durch die Pilze unter Bildung von Brenztraubensaure 
decarboxyliert wurde. - Auf Grund von Ausbeutebestimmungen bei 
der Oxalsaurebildung aus Zucker in Gegenwart von Phosphatpuffer 
(vom PH 9,5) wurde wahrscheinlich gemacht, daB aus 1.Mol. Hexose 
3 Mol. Oxalsaure gebildet werden 7 (also 150% d. Th.): 

C6H 120 a + 9 0 -~ 3 CzHaO, + 3 H 20 
Falls das Zuckermolekiil durch Pilze unter Spaltung in Cs·Ketten 
abgebaut werden sollte, miiBte daher auch hier mit einer Resynthese 
von Kohlehydraten gerechnet werden (vgl. dazu S. 253). 

1 CHALLENGER, SUBRAMANIAM und WALKER: Soc. 1927, 200. 
2 BERNHAUER und SCHEUER: Biochem. Z. 253,11 (1932). 
3 BUTKEWITSCH und FEDOROFF: Biochem. Z. 219, 87 (1930). 

BERNHAUERund SIEBENAUGER: Bio.Z. 240, 232 (1931). - BERNHAUER 
und SLANINA: Biochem.Z. 274, 97 (1934). 

4 CHRZ.o}Szczund ZAKOMORNY: Biochem. Z. 259, 156 (1933). 
5 CHRz+SZCZ und ZAKOMORNY: Biochem. Z. 263, 105 (1933); 279, 

64 (1935). - BERNHAUER und SLANINA: Biochem. Z. 264, 109 (1933); 
274, 97 (1934). 

6 BUTKEWITSCH: 272, 371 (1934). - BUTKEWITSCH, MENZSCHINS
RAJA und TROFlMovA: Biochem. Z. 276, 446 (1935). - BUTKEWITSCH 
und OSNICKAJA: C. r. Ak. Sc. USSR. 10, 361 (1936). 

7 TscHEsNoKOFF: Mikrobiol. (USSR.) 1, 390(1932). 
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56. Ubung: 

Alkoholische Garung der Schimmelpilze. 

a) Die alkoholische Giirung durch Rhizopus nigricans. Die 
Pilze werden in einigen Kolben in analoger Weise wie in Ubung 52 a 
zur Entwicklung gebracht; dann wird die eine HaUte der Ver
suche unter normalen Verhaltnissen weiter belassen, die andere 
HaUte mit einem GarverschluB versehen. Nach etwa 4 Tagen 
werden Kolben von jeder Serie abgebrochen und analysiert, 
ebenso in weiteren Intervallen von 4--;-5 Tagen.Es wird 
jeweils das Mycelgewicht ermittelt, ferner der Zuckerverbrauch, 
die Aciditiit der Losung usw.; die Bestimmung des Alkohols 
erfolgt im Destillat eines aliquoten Teiles in der gleichen Weise 
wie in Ubung 7 d. Es zeigt sich bei dem Versuch, daB auch unter 
normalen (aeroben) Bedingungen Alkohol in betrachtlicheh 
Mengen in der Nahrlosung (gegen 2%) angehauft wird und unter 
anaeroben Bedipgungen etwa doppelt so viel. Sauren treten 
unter anaeroben Bedingungen nur in geringen Mengen auf. 

Hinsichtlich einer besonderen Methodik und Apparatur zur Be
stimmung des Garvermogens der Schimmelpilze unter anaeroben Be
dingungen mittels fertiger Pilzdecken vgl. TAMIYA und MIwA 1. Be· 
sonders empfehlenswert scheint jedoch auch fiir derartige Versuche die 
Verwendung von submersem Mycel (Schiittelmycel) zu sein (vgl. S. 240). 

b) Die Sulfitgarung des Aspergillus niger2• In einigen ERLEN
MEYER-Kolben von 300 ccm Inhalt werden auf je 100 ccm Niihr
losung (5% Zucker, 0,1% NH4NOs, 0,05% KH2P04 und 0,01% 
MgS04 • 7 H 20) die Pilze bei 300 zur Entwicklung gebracht 
(Aspergillus niger, vorteilhafter Weise einige verschiedene Pilz
stiimme); nach etwa 4 Tagen werden pro Kolben je 2 g N a2SOS 

zugesetzt; am 2., 4. und 8. Tag nach dem Zusatz werden die Ver
suche abgebrochen und aufgearbeitet, Filtration, Bestimmung des 
Pilzdeckengewichtes, Auffiillen des Filtrates, Entnahme von Proben 
fiir die Zuckerbestimmung und Acetaldehydbestimmung wie in 
Ubung 8 b. (Die Ausbeute an Acetaldehyd betragtbei Anwendupg 
geeigneter Pilze 5-10% d. Th., bezogen auf verbrauchten Zucker. 
Bei Berechnung der Acetaldehydmenge unter Bezugnahme auf 
den Zuckerverbrauch in den zweitagigen Intervallen sind die 
Ausbeutezahlen wesentlich hoher.) 

Unter grundsatzlich analogen Bedingungen konnte auch die 
Bildung von Brenztraubensaure und Dimethylbrenztraubensaure beob
achtet werden 3 • (Isolierung derselben im Wasserdampfdestillat mittels 
2,4-Dinitrophenylbydrazin. ) 

1 TAMIYA und MIWA: Z. Bot. 21, 417 (1929) .. 
2 Vgl. BERNHAUER und THELEN: Biochem. Z. 263, 30 (1932). 
3 HmA: J. Shanghai Sci. Inst. 4 (1), 201 (1935). 
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c) Gewinnung von MethylglyoxaP. In vier ERLENMEYER
Kolben von 300 ccm Inhalt werden die Pilze auf einer L6sung von 
5% Glucose mit den erforderlichen Nahrsalzen (wie zuvor) zur 
Entwicklung gebracht, nach 2 Tagen bei 30° wird die Kultur
flussigkeit entfernt, das Mycel grundlich ausgewaschen und die 
Pilzdecken zweimal je 3 Stunden bei 30° hungern gelassen. Dann 
werden je 100 ccm einer 0,25%igen L6sung von Natriumbexose
diphosphat und 1% Toluol zugesetzt. Nach 24 Stunden bei 30° 
werden die LOsungen filtriert, vereinigt und mit etwa 100 ccm 
einer 1,6%igen L6sung von 2,4-DinitropheI!-ylhydrazin in 2 n
Salzsiiure versetzt. 1m ubrigen wird wie in Ubung 12 b (S. 135) 
weiter vorgegangen. 

Anhang: Beziehungen zwischen der alkoholischen 
Garung und den Saurebildungsprozessen bei den 

Schimmel pilzen. 
Eine Reihe von Befunden spricht dafiir, daJ3 bfli manchen oxy

dativen Sauregarungen der Schimmelpilze zunachst eine alkoholische 
Zuckerspaltung stattfindet und daJ3 dann erst die typischen Prozesse 
einsetzen, die fiir die oxydativen Sauregarungen charakteristisch sind. 
1m folgenden sollen die Beziehungen zwischen del' alkoholischen Garung 
und den Saurebildungsprozessen bei den einzelnen Gruppen von Pilzen 
noch kurz zusammengefa13t werden. 

1. Fussrien-Giirungen. Die alkoholische Garung ist boi dieser Pilz
gruppe sehr stark ausgepragt. Das Garvermogen mancher Fusarien 
ist von der gleichen Gro13enordnung wie das der Hefen 2. Dieselben 
vermogen aber nicht nur die Zymohexosen, sondern auch Pentosen 
sowie Rhamnose zu vergaren. Weiterhin tritt vielfach Acetaldehyd iIi 
den Pilzkulturen auf3, ferner ~rden auch Essigsaure und Bernstein
saure' und schlieBlich auch Apfelsaure und Citronensaure nachge
wiesen'. Diese Sauren wurden auch bei der Einwirkung der Pilze 
auf Alkohol oder Essigsaure beobachtet', 6. 

2. Mucoraceen-Garungen. Wohl aIle Mucoraceen sind zur alko
holischen Garung unter aeroben Bedingungen in mehr oder weniger 
hohem MaJ3e befahigt. Manche Arten besitzen sogar ein recht erheb
liches Garvel'mogen. Der Alkohol hauft sich in der Fliissigkeit zu 
etwa 2-4% an, unter anaeroben Bedingungen in del' Regel noch 

1 Vgl. SUTHERS und WALKER: Biochemic. ,T. 26, 317 (1932). 
2 Vgl. ANDERSON: Res. Pub. Univ. Minn. BioI. Sci 0,237 (1924). -

NORD: Protoplasma 2,303 (1927). - WHITE und W"ILLAMAN: Bioch. 
J. 22, 583 (1928). - MAHDIHASSAN: Biochem.Z. 226, 203 (1930). 
- RAIST~ICK und Mitarbeiter: Phil. Trans. B 220, Teil V (1931). -
ANDERSON, EVERETT lmd ADAMS: J. Agr. Res. 46, 473 (1933). 

3 LECHTER und 'VILLAMAN: Phytopath. 16, 941 (1926). 
4 ANDERSON, EVERETT und ADAMS, I. c. - YABUTA, KATSUJI und 

HAYASHI: .J. Agr. Chern. Soc. Japan 10, 1059 (1934). - LOCKWOOD, 
STUBBS und SENSEMAN: C. Bact. II 98, 167 (1938). 

5 DAMMANN, ROTINI und NORD: Biochem. Z. 297, 184 (1938). 
6 ROTINI, DAMMANN und NORD: Biochem. Z. 288, 414 (1936). 
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mehr. Als weitere Produkte der alkoholischen Garung finden sich 
vielfach auch Glycerin und Acetaldehyd vor. Beide Stoffe lassen 
sich in Gegenwart von Sulfit (2. Vergarungsform, vgl. S. 118) in reich
lichen Mengen anhaufen (so bcsonders bei M. javanicus 1 ). Wahrend 
nun in tlaurer Losung der Alkohol nur langsam wieder abgebaut wird, 
verschwindet derselbe in Gegenwart von Calciumcarbonat recht rasch 
unter Bildung von Sauren (vgl. S. 258). Die Fumarsauregarung scheint 
gema13 den bisherigen Befunden stets eine alkoholische Garung zur 
Voraussetzung zu haben (vgl. S. 260) und auch Essigsaure la13t sich meist 
- wenn auch nur in geringer Menge - in den Pilzkulturen nachweisen. 

3. Aspergillaceen - Giirungen. Die Aspergiltaceen besitzen das 
Vermogen zur alkoholischen Garung in recht verschiedenem Ausma13e. 
So vermag die Allescheria Gayoni bei beschrankter Luftzufuhr bis 8 % 
Alkohol anzuhaufen und unter aeroben Bedingungen auch sehr hohe 
Konzentrationen von Alkohol anzugreifen (bis 10%). Ferner soIl 
Asp. clavatus unter anaeroben Bedingungen in seinem Garvermogen 
der Hefe kaum nachstehen 2. Auch andere Pilze wie Asp. oryzae 
oder Asp. niger zeigen unter anaeroben Bedingungen ein recht erheb
liches Garungsvermogen; insbesondere jiingere Mycelien sind fast 
immer garfahiger und zymasereicher als alte. Sonstige Daten, die 
fiir die alkoholische Garung der Aspergillaceen sprechen: Abfangung 
von Acetaldehyd 3, Auffindung von Glycerin als Stoffwechselprodukt4, 
Gewinnung von Methylglyoxal aus Hexosediphosphat 5. Wahrend 
sich also unter anaeroben Bedingungen die alkoholische Garung der 
Schimmelpilze recht gut bewerkstelligen la13t, kommt es unter aeroben 
Bedingungen selten zur Anhaufung des Alkohols, sondern es setzt 
rasch Saurebildung ein. 

Ob bestimmte Beziehungen zwischen der alkoholischen Garung 
der Aspergillaceen und den Saurebildtmgsprozessen besteht, la13t sich 
noch nicht mit Sicherheit entscheiden (vgl. dazu S. 252). 

Zur Charakteristik der Unterschiede im Verhalten der verschiedenen 
Pilzgruppen bei der alkoholischen Garung moge folgendes dienen: 
Bei den Fusarien liberwiegt wie bei den Hefen auch unter aeroben 
Bedingungen die alkoholische Garung; oxydative Saurebildung findet 
nur in sehr geringem Ausma13e statt. Bei den Mucoraceen findet unter 
aeroben Bedingungen auch stets alkoholische Garung statt, doch ver
laufen die im Anschlu13 daran stattfindenden oxydativen Saure
bildungsprozesse vielfach recht intensiv. Die Aspergillaceen bilden 
dagegen unter aeroben Bedingungen in der Regel liberhaupt keinen 
Alkohol, die Saurebildung iiberwiegt zumeist sofort nber aIle anderen 
Prozesse. Sie besitzen jedoch gleichfalls ein komplettes Zymasesystem, 
das aber nur unter anaeroben Bedingungen zur Wirkung kommt. 

4. Anhang: Oxydative Wirkungen der Hefen. In Gegenwart von 
Sauerstoff und ausreichender Nahrsalzmengen wird der Zucker fast 
vollig zum Aufbau neuer Hefezellen verwendet (vgl. S. 98ff.) Dabei 
wird jedoch der Zucker nicht als solcher assimiliert, sondern wohl 
auf dem Weg liber Alkohol weiter verwertet. Auch verschiedene 

1 NEUBERG und COHEN: Biochem. Z. 122, 204 (1921). 
2 TAMIYA und MIWA: Z. Bot. 21, 417 (1929). 
3 Vgl. BERNHAUER und THELEN: Biochem. Z. 293, 30 (1932). 
4 Bei Asp. niger: MOLLIARD, 1922; bei Asp. Wentii: RAISTRICK 

und Mitarbeiter, 1931. 
5 SUTHERS und WALKE.R: Biochemic. J. 26, 317 (1932). 
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andere Stoffe konnen in Gegenwart von O 2 und Nahrsalzen assimiliert 
und in Leibessubstanz libergefUhrt werden (vgl. S. 99). In Gegenwart 
nicht ausreichender Nahrsalzmengen und gleichzeitiger starker Be
lliftung wird dagegen ein Teil des Zuckers bis zu CO2 veratmet. Auch im 
PH -Bereich 8 -11 existiert nur noch A tmung ohne gleichzei tige Garung 1. 

Von besonderem Interesse sind sodann die Dehydrierungen, die 
unter der Einwirkung von Hefe auf Alkohol vor sich gehen. So wird 
Alkohol durch verarmte Hefe hauptsachlich zu CO2 veratmet, doch 
konnten als Zwischenprodukte auch Essigsaure (zu 30-40%) und 
Bernsteinsaure (zu etwa 13% bezogen auf umgesetzten Alkohol) nach
gewiesen werden 2. Auch .kleine Mengen Fumarsaure wurden dabei 
isoliert. Bei der Einwirkung der verarmten Hefe auf Ba-Acetat 
konnten neben Bernsteinsaure auch etwa 10% Citronensaure (bezogen 
auf umgesetzte Essigsaure) gewonnen werden 3. N euerdings gelang es die 
Ausbeute an Citronensaure auf 20% zu steigern 4. Analoge Versuche mit 
Trideutero-Essigsaure ergaben gleichfalls Bernsteinsaure und Citronen
saure s; dabei wies der Gehalt der Reaktionsprodukte an Deuterium 
darauf hin, daB eine direkte Umwandlung der Trideutero-Essigsaure 
in Bernsteinsaure und Citronensaure stattgefunden haben muB. 
Daraus geht zugleich hervor, daB die Reaktionsprodukte nicht aus 
Reservestoffen der Hefe entstanden sein konnen. Aber auch die An
nahme, daB die Reaktionsprodukte aus den Ausgangsmaterialien auf 
dem Weg liber Kohlehydrate gebildet worden sein konnten, erwies 
sich als unwahrscheinlich, da diese nur einen sehr geringen Gehalt an 
Deuterium aufwiesen. Die Vorstellung liber die direkte Dehydrierung 
der Essigsaure unter Bildung von Bernsteinsaure und Citronensaure 
erscheint daher in diesem Fall gut gestlitzt (vgI. auch S. 252 und 260). 

Von Interesse sind auch die oxydativen Wirkungen gewisser 
Spezialhefen und wilder Hefen. Hierher gehort das Vermogen einiger 
solcher, in Gegenwart von CaC03 reichliche Mengen von brenztrauben
saurem Ca anzuhaufen 6. Die Brenztraubensaure entsteht dabei durch 
Oxydation von Milchsaure. Kulturhefen erwiesen sich zu dieser Re
aktion nicht befahigt 7, wohl aber Oidien und manche Schimmelpilze 8. 

Schlie.l3lich sei noch erwahnt, daB N ektarhefen auch zur Bildung 
von Gluconsaure und Zuckersaure befahigt sind 9, und daB auch 
Bildung von Oxalsaure durch Hefen nachgewiesen werden konnte, 
so durch Sacch. Hansen, eine Hefeart, die durch ihr Unvermogen zur 
alkoholischen Garung charakterisiert istl0 sowie durch Torulaarten 11. 

1 TRAUTMANN und WASSERMANN: Biochem. Z. 236, 35 (1931). 
2 WIELAND und CLAREN: A. 492, 203 (1932). - WIELAND und 

WILLE: A. 503, 70 (1933). 
3 WIELAND und SONDERHOFF: A. 499, 213 (1932). 
4 SONDERHOFF und DEFFNER: A. 536, 36 (1938). 
S SONDERHOFF und THOMAS: A. 530, 195 (1937). 
6 FERNBACH und SCHOEN: C. r. 157, 1478 (1913); 158, 1719 (1914); 

170, 764 (1920). 
7 KERB: B. 52,1795 (1919). - KERB und ZECKENDORF: Biochem.Z. 

122, 307 (1921). 
8 MAZE und RONT: C. r. Soc. BioI. 78, 706 (1916); 79, 336 (1917)_ 
9 GRUSS: Jb. wiss. Bot. 66, 155, 171, 177 (1926); Wschr. f.Brauerei 

44, 233 (1927). 
10 ZOPF: Ber. bot. Ges. 7,94 (1889). 
11 PERWOZWONSKY: C. Bact. II 81,372 (1930). 
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Anhang I. 

Allgemeine Einrichtungen und Anordnungen 
im garungschemischen Laboratorium. 
(Organisatorisches zum Laboratoriumsbetrieb.) 

1. Allgemeine Einrichtungen zum Mikroskopieren. 

Die notwendigen Einrichtungsgegenstande werden am besten 
in einem gesonderten Raum untergebracht, in dem eine Anzahl von 
Platzen fUr die Durchfiihrung der mikroskopischen Arbeiten vor
handen sind. Ferner wird dieser Raum auch als Impfraum benutzt. 

a) Gerate zum l\'likroskopieren: Einige Mikroskope mit ein
fachem Stativ, mit Kondensor, Irisblende und Objektivrevolver, 
zwei bis drei Objektive und zwei bis drei Okulare, Einrichtung 
fUr Immersion; VergroBerung etwa 50, 100, 200, 400, 600, fiir 
sehr kleine Bakterien (z. B. manche Essigbakterien) bis 1200. Ein 
Mikroskop mit groBerem Stativ fiir besondere Zwecke (Mikro
photographie u. a.), VergroBerung bis 1500. Ein Binokular
mikroskop zur Untersuchung von Plattenkulturen. 

Sonstige Hilfsmittel: Okularmikrometer, Objektmikrometer, 
Zeichenapparat, Einrichtung zum Mikrophotographieren, SKAR
scher Apparat oder STEINER-THoMA-Kammer fUr Zahlungen, Glas
geriite wie Objekttrager (auch mit Hohlschliff), Deckglaschen usw. 

b) Reagentien und FarbstoffIosungen sind geordnet in einem 
eigenen Kasten oder auf einem Regal aufzubewahren. Man benutzt 
StammlOsungen, die von Zeit zu Zeit zu erneuern sind. Die 
wichtigsten Farbstoffe, von denen man StammlOsungen anfertigt, 
sind etwa: Methylenblau, Methylviolett, Fuchsin, Bismarck
braun, Methylgriin, Gentianaviolett, Nigrosin, Naphtoresorcin, 
Lackmusblau; ferner haIt man bereit: Lugolsche Losung, 
Tusche, Xylol, Alkohol usw. 

c) Sonstige Hilfsmittel: Glasstabe, Pinzetten, CORNETsche 
Pinzette, Skalpelle, Canadabalsam, Asphaltlack, Vaselin-Paraffinol, 
Prapariernadeln, Glasschalchen, Glasdosen, passende Brenner usw. 

2. Anordnungen fUr die Kultivierung der Organismen. 

a) Einrichtungen zur Ziichtung der Garungsorganismen. Die 
Vorberv;itung der NiihrbOden wird in der sogenannten "Nahrboden
kiiche" (vgl. unten) vorgenommen, in der auch die Vorbereitung 
der Garversuche erfolgt. 

Die Impfung der NiihrbOden mit den Organismen, also die An
legung der Kulturen, nimmt man am besten im Mikroskopierraum 
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an besonderen, moglichst zugfreien Arbeitsplatzen vor. Oberhalb 
derselben bringt man vorteilhafterweise zum Schutz gegen 
herabfallende Keime eine Glasplatte an. Die erforderlichen Gerate, 
z. B. Impfnadeln, Pinzetten, Skalpelle, Pipetten, bringt man in 
besonderen Holzblocken unter, so daB sie stets verwendungsbereit 
sind. ~ Impfschranke, Einrichtungen fur Reinzuchtungen (Feder
strichkultur usw.) u. a. werden gleichfalls in der Nahe bereitgestellt. 

b) Aufbewahrung der NiihrbOden und Substrate fiir die Ziiehtung 
der Giirungsorganismen. Dieselben werden in dem gleichem Raum 
wie die Kulturen selbstaufbewahrt (vgl. unten), also bei tiefer 
Temperatur 1; manche Nahrboden werden zweckmaBigerweise 
(urn Austrocknen zu verhindern, z. B. Agarrohrchen) in Eis
schriinken aufbewahrt. Die wichtigsten Substrate sollen stets in 
gebrauchsfertigem Zustand, bezeichnet mit allen erforderlichen 
Angaben (vgl. S. 32) vorhanden sein. 

e) Einriehtungen fUr die Aufbewahrung der Giirungsorganismell. 
Proberohren mit Organismen (z. B. Ag(Lrkulturen) werden am 
besten in Holzb16cken mit funf bis sechs Lochern zur Aufnahme 
der Rohren aufgestellt. Ebenso verwendet man solche fUr die 
Aufbewahrung kleinerer Glaskolbchen (z. B. fur FREUDENREICH

Kolbchen) mit den Garungserregern. Die Holzblocke mit den 
Kulturen bewahrt man in besonderen Sehranken auf, die mit 
Lochern zum Luftaustausch versehen sind. Dieselben werden in 
einem eigenen Raum, der yom sonstigen Betrieb streng getrennt 
ist, aufbewahrt. Dort soIl relativ niedrige und moglichst konstante 
Temperatur herrschen (am geeignetsten ein trockener Kellerraum). 
Bei manehen Organismen ist zur Erhaltung des Garvermogens die 
Aufbewahrung bei noeh tieferer Temperatur (etwa 4---60) erforder
lieh (z. B. in Kuhlsehranken, die in dem gleiehen Raum aufgestellt 
werden, in dem sieh die Kulturen befinden). 

3. Allgemeine Einriehtungen fUr die Durehfiihrullg 
von Giirversuehen. 

a) Vorbereitung der Giirversuehe. Es dient dazu am besten 
ein eigener Raum, der zugleieh zur Herstellung der Nahrboden 
fUr die Kultivierung der Organismen dient ("Nahrbodenkuehe"). 
Einriehtungsgegenstande: W asserbader, Tara waagen und groBere 
Waagen, Schranke mit den einfachen gebrauchlichsten Gar
geraten und KulturgefaBen usw. 2. Ferner bewahrt man hier die 

1 Ebenso konnen hier die fUr die Durchfiihrung der Garversuche 
erforderlichen Materialien verwahrt werden. 

2 Apparaturen und Gargerate fUr besondere Zwecke werden 
zweckmaJ3igerweise in einem eigenen Magazin aufbewahrt. 



Allgemeine Eimichtungen von Garversuehen. 271 

8tammwsungen der wichtigsten Nahrsalze auf, und zwar in etwa 
10-100fach konzentriertem Zustand, also z. B. wenn die Losung 
0,05% MgS04 enthalten solI, so bereitet man eine 5%ige Stamm
IOsung vor und nimmt von dieser 1 ccm fiir 100 ccm NahrlOsung. 
Losungen organischer Su bstanzen (Pepton, Hefesaft usw.) werden 
zweckmaBigerweise frisch bereitet; fUr kurze Zeit Mnnen dieselben 
nach dem Sterilisieren im Kulturraum bzw. 
Kiihlschrank au£bewahrt werden, ahnlich 
wie die £ertigen NahrbOden selbst. Ferner 
konnen sich im Vorbereitungsraum die Ab
ziige mit den Sterilisationsapparaten be
finden (vgl. unter b). Fiir die Vorbe
reitung von Reihenversuchen braucht man 
hier geraumige Arbeitstische, auf denen 
die GefaBe aufgestellt und mit den Nahr
lOsungen beschickt werden konnen. 

Bei der Vorbereitung der Reihenversuche 
selbst geht man etwa folgendermaJ3en vor, wie 
an einem Beispiel erIautert sei: 20 ERLEN
MEYER-Kolbensollenmit je 100 cern einer Nahr-
16sung von bestimmter Zusammensetzung 
beschickt werden; und zwar z. B.10% Rohr
zucker, 0,2% NH,N03, 0,1 % KH?,PO, und 
0,025% MgSO,. Man lost zu diesem Zweck 
zunachst 220 g Rohrzucker in etwa 1 I Wasser 
in der Warme auf, dann fiigt man von den 
Stamm16sungen (20 %ige NH,NOa - Lasung, 
10%ige KH2PO,-Losung und 2,5 %ige MgSO,
Losung) je 22 ccm hinzu und fiilit das Ganze 
nach dem Erkalten auf 2200 cem auf. Nach 
gutem Umschiitteln flint man die Losung in 
einen Abfiillapparat (vgl. Abb. 38), mit dessen 
Hilfe je 100 ccm in die einzelnen ERLEN
MEYER-Kolben verteilt werden. Handhabung 
des Apparates: Man IaLlt mitteis des Zweiweg- Abb. 38. Abfiillapparat fiir 
hahnes die Fliissigkeit aus der Flasche in NlthrlOsungen. 
die Burette einflie.l3en (unter eventuellem 
schwachem Ansaugen bei a) und stellt auf die oberste Marke ein. 
Durch Drehen des Zweiweghahnes liiJ3t man dann das gewiinschte 
Fliissigkeitsvolumen in die Kolben einflie.l3en, ohne den Kolbenhals 
zu benetzen. (Der verbleibende Rest der Lasung kann fUr die Be
stimmung des pH-Wertes, fUr die Kontrolle des Zuckergehaltes u. a. 
verwendet werdeR.) 

b) Einrichtungen zum Sterilisieren. Fur Proberohren und 
kleine KulturgefaBe benutzt man am besten einen kleinen 
Dampftopf. fur groBe GargefaBe sowie Reihenversuche ent
sprechend groBe Sterilisatoren, zur Keimtotung unter Druck 
Autoklaven. Man stent diese Apparaturen zweckmaBigerweise in 
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einem Abzug auf, der sich in der "Niihrbodenkiiche" befindet 
(vgI. oben), oder man benutzt eigene, mit Ventilatoren sowie 01-
anstrich versehene Sterilisationskammern, die an die "Nahr
bodenkiiche" angrenzen. 

Hinsichtlich der Handhabung der Sterilisatoren sei noch bemerkt, 
dall von denselben nach dem Sterilisieren der Deckel sofort ab
genommen werden mull, und die Gefalle gleich entnommen werden 
sollen, urn ein Feuchtwerden der Wattestopsel zu verhindern. Beim 
Sterilisieren im Autoklaven geht man so vor, da13 man nach dem 
Beschicken, Schliellen und Anheizen desselben zunachst durch den 
Liiftungshahn die Luft ausstromen lallt; erst sobald Dampfentwick
lung einsetzt, wird der Entliiftungshahn geschlossen. Empfehlenswert 
ist die Benutzung von Apparaten mit einer automatischen Regulier
vorrichtung zurn Heizen. Der Autoklav solI nach dem Sterilisieren 
erst dann geOffnet werden, sobald der Druck auf etwa 0,1-0,2 Atm. 
gefallen ist. Die Wattestopsel der Gefa13e mussen mittels einer Kappe 
aus Pergamentpapier gegen Feuchtigkeit geschiitzt werden. Ein 
langeres Verweilen der Kolben, Proberohren usw. im Autoklav ist 
zu vermeiden. 

c) Kulturscbranke und Garkammern. FUr kleinere Versuche 
Bowie fUr die Entwicklung der Impfkulturen usw. benutzt man die 
iiblichen Brutschranke, die entweder mit einem Wassermantel oder 
einem anderen Warmeschutz umgeben sind und einen Thermo
regulator besitzen. FUr besondere Zwecke verwendet man die 
Wasserthermostaten, die mit genauen Reguliervorrichtungen zur 
Konstanthaltung der Temperatur versehen sind. Brutschranke 
und Thermostaten werden zweckmaBigerweise in einem eigenen 
"Thermostatenraum" untergebracht. 

Zur Durchfiihrung groBerer Garversuche (besonders in pra
parativem AusmaB) sowie fUr groBe Reihenversuche dienen Gar
kammern, die auf einer bestimmten Temperatur gehalten werden 
(entweder durch Gas, elektrisch oder durch Dampf). Dieselben 
werden zweckmaBigerweise mit einem Olanstrich versehen oder 
mit Kacheln ausgelegt, ferner mit einem Ventilator, Leitungen 
(gekennzeichnet durch entsprechenden Anstrich) fiir ver
schiedene Gase (Sauerstoff, Wasserstoff, Stickstoff, Kohlen
dioxyd, Druckluft); ferner befinden sich bier verstellbare Regale 
fUr die Aufstellung der GargefaBe, sowie groBere Arbeitsplatze 
fUr besondere Garapparaturen. FUr die Durchfiihrung groBerer 
Garversuche unter Riihren (z. B. Milchsauregarung, Propion
sauregarung, praparative Versuche mit Hefe usw.) installiert man 
eine durch einen Elektromotor betriebene Transmission, an die 
die einze1n,en Riihrversuche angeschlossen werden kollnen. Ferner 
kann man in den Garkammern bequem Schiittelvorrichtungen 
unterbringen, wie sie fUr die Durchfiihrung mancher Garversuche 
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benotigt werden (z. B. Versuche mit Massenkulturen von Bak
terien, Hefen usw., fUr das Arbeiten mit "Schuttelmycel" von 
Schimmelpilzen u. a.). 

Fur Versuche in halbtechnischem AusmaB benutzt man be
sondere Garkammern, die fur die jeweiligen speziellen Zwecke 
eingerichtet werden. 

4. Einrichtungen zur Aufarbeitung der Garversuche 1• 

Die allgemeinen Destillations- und Extraktionsanlagen sowie 
die Apparaturen fUr besondere analytische Zwecke usw. konnen 
zumeist in einem groBen Arbeitsraum untergebracht werden und 
bleiben hier wahrend der Durchfuhrung der garungschemischen 
Arbeiten dauernd aufgestellt. 

a) Destillierapparate fUr analytische Zwecke, z. B. fur die 
"Ha.lbdestillation", Mikrodestillation, fur allgemeine analytische 
Trennungen, Apparate fur die Bestimmung von Milchsaure, 
Acetaldehyd usw. (vgl. S. 119, 174, 189, 190 u. a.). 

b) Destillationsapparate fUr praparative Aufarbeitungen: Dampf
destillation, groBe Kolonnenapparate, Destillierapparaturen fur 
die fraktionierte Destillation der Garprodukte, Vakuumdestil
lationen; Vakuumverdampfungsanlagen bzw. Verdunstungskasten 
(FAUST -HEIM -Apparat) fur die Gewinnung nicht fluchtiger 
Garprodukte usw. 

c) Extraktionsapparatl.l zur Gewinnung von Giirprodukten aus 
den Garmaischen (Flussigkeitsextraktoren) oder aus festen Ein
dampfruckstanden (Apparate nach dem SOXHLET-Prinzip) usw. 

d) Zentrifugen zur Klarung . von Flussigkeiten, zum Ab
schleudern von Bakterienmassen, von Hefe usw. bringt man am 
besten in eigenen Raumen unter. 

e) Einrichtungen zur Titration sind an einem besonderen 
Arbeitsplatz des allgemeinen Aufarbeitungsraumes unterzubringen 
oder in einem besonderen kleineren analytischen Raum. Man ver
wendet zweckmaBigerweise automatische Buretten. Die erforder
lichen MaBflussigkeiten sollen stets gebrauchsfertig vorhanden sein. 

I) Einrichtungen fUr sonstige analytische Zwecke sind gleich
falls an bestimmten Arbeitsplatzen unterzubringen; z. B. Zucker
bestimmungen, Bestimmung verschiedener Sauren usw. 

Bei allen Einrichtungen muB streng darauf geachtet werden, 
daB aIle erforderlichen Hilfsmittel, Reagenzien usw. stets in 

1 Hinsichtlich der wichtigsten allgemeinen Methoden und Appara
turen sowie einiger organisatorischer Fragen vgl. auch BERNHAUER: 
Einfiihrung in die organisch-ehemische Laboratorimnstechnik. Berlin: 
Juliuc; Springer 1934. 

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 18 
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verwendungsfahigem Zustand gehalten werden, um eine rasche 
Abwicklung des Betriebes zu ermoglichen. 

-oberblick der fur die garungschemischen Arbeiten 
erforderlichen Riiume und allgemeinen Anordnungen. 

1. Kiihlraurn. Dieser dient fiir die Aufbewahrung der Kulturen 
und Nahrbi:iden sowie verschiedener Substrate fUr die Garversuche; 
derselbe ist mit Kiihlschranken zu versehen. Vgl. 2b und c. 

2. Mikro8kopierraurn, der zugleich als lrnpfraurn zu benutzen ist. 
Vgl. 1 sowie 2a. 

3. Vorbereitung8raurn fUr die Garversuche; dieser dient zugleich als 
"Nahrbodenkuche"; samt der Sterili8ation8karnrner. Vgl. 3a und b, 
sowie 2a. 

4. Garkarnrnern sowie Therrno8tatenraurn, fUr die Durchfiihrung 
der Garversuche. Vgl. 3c. 

5. Allgerneiner Aufarbeitung8raurn, eventuell mit anschlie13endem 
analyti8chen Raurn (Titrierraum). V gl. unter 4. 

6. Magazin und Glaskammer, fur die Aufbewahrung der er
orderlichen speziellen Gerate sowie der Reagentien usw. 

Anhang II. 

Umrechnungstabellen und Leitlinien 
der Protokollfiihrung. 

1. Verschiedene U mrechnungstabellen. 

a) Zuckerkurven fUr die Berechnung der Analysen nach der 
Methode von BERTRAND und LEHMANN-SCHOORL-MAQUENNE 1. 

In den Abb. 39 und 40 sind, abweichend von den ublichen Zucker
tabellen, die Werte in Kurvenform wiedergegeben. Aus den er
mittelten Titrationswerten lassen sich so mit Hilfe der Kurven 
direkt die Milligramm Zucker ablesen. 

Bei der Zuckerbestimmung nach BERTRAND ist noch zu beachten, 
da13 die Stammli:isungen nicht alter als 2-3 Monate sein sollen, da 
sonst die Zuckerwerte zu hoch ausfallen 2. Saure Li:isungen sind vor der 
Bestimmung stets abzuneutralisieren. In Gegenwart von viel Proteinen, 
Peptonen oder Aminosauren fallen d!~ Werte zu niedrig aus. 

b) Die Molekulargewichte und A quivalentgewichte der wich
tigsten Substrate find Garprodukte sind in Tab. XXIII wieder
gegeben, da dieselben fUr garungschemische Berechnungen sehr 
haufig gebraucht werden. 

c) Die Molekulargewichte der wichtigsten Nahrsalze, deren 
Zusammensetzung (Krystallwassergehalt) sowie Gehalt an be
stimmten Elementen finden sich in Tab. XXIV. 

1 Hinsichtlich sonstiger Zuckertabellen vgl. H. PRINGSHEIM 
und LEIBOWITZ, in KLEIN, Hdb. der Pflanzenanalyse, II, 1, S. 781 ff. 
Wien: Julius Springer 1932. 

2 Vgl. JOSEPHSON: B. 56, 1758 (1923). 
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Tabelle XXIII. 
,: 
'~exose- Verhaltnis 

,Substrate und Formel l 
Molekular- aqui- zu Hexose 

Garprodukte gewicht valentI in %3 

Acetaldehyd. C2H,0 44 88 48,9 
Acetaldol . C,HS0 2 88 88 48,9 
Acetessigsaure. C,H6Oa 102 102 56,7 
Acetoin . C,HS0 2 88 88 48,9 
Aceton CaH 60 58 58 32,2 
Aconitsaure . C6H sOe 174 - -
Aldehydgluconsaure . C6H lO0 7 194 194 107,8 
Apfelsaure. C,H6OS 134 (134) (74,4) 
Athanol. '. C2H 6O 46 92 51,1 
Athylenglycol C2H 6OS 62 ---.. -
Ameisensaure CH20 S 46 - -
Arabinose.' CSHlOOS 150 - -

Arabit CSH120s 152 - -
Arabonsaure CsH] 006 166 - -
Bernsteinsaure C,H6O, 118 (118) (65,5) 
Brenztraubensaure. CaH,Oa 88 88; 176 48,9; 97,8 
Butanol. C,H100 74 74 41,1 
Buttersaure . C,HS0 2 88 88 48,9 
2,3-Butylenglycol C,H100 2 90 90 50,0 
Butyraldehyd . C,HsO 72 72 40,0 

Citronensaure . C6H s07 192 (128; 192) (71,1; 106,7) 
Crotonaldehyd. C,H6O 70 - -
Crotonsaure. C4H s0 2 86 - -

Diacetyl C,H60 2 86 86 47,8 
Dioxyaceton CaHsOa 90 180 100 
Dulcit I CSH 140 6 182 - -
Erythrit I C,H100 4 122 - -
Essigsaure C2H 4OS 60 120 66,7 

Fructose . C6H 120 6 180 180 100 
Fumarsaure. C,H,O, 116 (116) (64,4) 

1 Und zwar stets ohne Kl'ystallwasser. 
2 Auf Grund der Garungsgleichungen, 80weit diese g'3klart sind; 

falls diese noch nicht ganz gesichert sind, wurden die betreffenden 
Zahlen in Klammern gesetzt bzw. fiir beide Moglichkeiten des Reak
tionsablaufes die Zahlen eingesetzt. Also z. B.: 180 g Glucose konnen 
theoretisch 58 g Aceton Hefem. 

a Die Zahlen geben demnach die aus 100 Teilen Hexose erzielbaren 
Hochst,au.sbeuten an. 
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Substrate und 
Garprodukte 

Galaktonsaure . 
Galaktose. 
Gluconsaure . 
Glucose. 
Glycerin. 
Glycerinaldehyd . 
Glycerinsaure 
Glycolsaure . 
Glyoxylsaure 

Itaconsaure . 
Isopropanol . 

l(etogluconsaure 
l(ohlendioxyd . 
l(ojisaure . 
Malonsaure 
Maltose. 
Mannit 

annonsaure 
annose 
ethan. 
ethylglyoxal. 
ilchsaure 

M 
M 
M 
M 
M 

Oxalsaure. 
Oxalessigsaure 

ropandiol P 
P 
P 
P 
R 

ropanol 
ropionsaure 
ropyraldehyd 

ohrzucker 

s 
S 

orbit. 
orbose • 

ricarballylsaure. 

einsaure. 

ylose 

uckersa ure . 

T 

W 
X 
Z 

Tabelle XXIII (Fortsetzung). 

Molekular-
Hexose- Verhaltnis 

Formel aqui- zu Hexose 
gewicht valent in% , 

I 
C6H I20 7 196 196 108,9 
C6H I2Oe 180 180 100 

I CeH l20 7 196 196 108,9 
CaH120 a 180 180 100 
CaHsOs 92 92; 184 51,1; 102,2 
CaHeOa 90 180 100 
CaH G04 116 116~_ 232164,4~128,8 
C2H 4Oa 76 
C2H 2Oa 74 - --

C.HsO. 148 - -
CaHsO 60 60 33,3 

CaHI007 194 194 107,8 
CO2 44 - -
C.He0 4 142 142 78,9 

CaH,04 104 - -
C12H 220 11 342 171 95,0 
CaHI40 e 182 182 101,1 
CaH 120 7 196 196 108,9 
CaH120s 180 180 100 
CH, 16 - _. 

CaH 40 2 72 144 80,0 
CaH 60 a 90 180 100 

C2H 20 4 90 (100; 270) (100; 150) 
C4H 4O. 132 (132) (73,3) 

CSH S02 76 - -
CaHsO 60 120 66,7 
CaH a0 2 74 148 82,2 
CaHsO 58 116 64,4 

C12H 22OU 342 171 95,0 

C6H llOe 182 182 101,1 
C6H'20 a 180 180 100 

CeHsOs 172 - -
C4HeOs 150 - -
C6H 1,,05 150 - -
CeHIOOS 210 210 116,7 
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Tabelle XXIV. 

I Mole- Prozentgehalt 
Name Formel I kular- an bestimmten 

gewicht Elementen1 

Ammonium I 
-carbonat (NH4)2COa' H 2O 114,10 I N 12,3 
-chlorid . NH4CI 53,50 N 26,1 
-nitrat NH4NOa 80,05 N 35,0 
-phosphat, prim .. NH4H 2P04 115,10 N 12,2; P 26,96 
-phosphat, sek. (NH4 )2HP04· 132,13 N 21,2; P 23,5 
-sulfat (NH4 )2S04 132,15 N 21,2; S 24,24 

Calcium 
-carbonat CaCOa 100,07 
-chlorid . CaCI2 110,99 Ca 36,0 
-chlorid-hydrat CaCI2 ·6H2O 219,05 Ca 18,2 
-nitrat Ca(NOa)2' 4 H 2O 236,13 N 5,9; Ca 16,9 

Kalium 
-carbonat, prim .. KHCOa 100,11 
-carbonat, sek.. . K 2COa 138,20 
-carbonat, hydrat, sek. K 2COa .1,5 H 2O 165,22 
-chlorid ..... KCI 74,56 K 52,2 
-nitrat KNOa 101,11 N 13,86; K 38,67 
-phosphat, prim .. KH2P04 136,16 P 22,8; K 28,8 
-phosphat, sek. K 2HP04 174,25 P 17,8; K 44,9 
-sulfat K 2S04 174,27 S 18,3; K 44,9 

Magnesium 
-carbonat. MgCOa "' 84,32 
-chlorid . MgCI2 '!" 95,24 Mg 25,5 
-chlorid-hydrat MgCI2·6H2O 203,34 Mg 11,97 
-nitrat .... Mg(NOa)2' 6 H 2O 256,43 N 5,5; Mg 9,5 
-sulfat. MgS04·7H2O 246,50 S 12,6; Mg 9,8 

Natrium 
-carbonat, prim .. NaHCOa 84,01 
-carbonat, sek. Na2COa 106,00 
-carbonat, hydrat, sek. Na2COa . 10 H 2O 286,16 
-chlorid . NaCI 58,46 Na 39,65 
-nitrat i NaNOa 85,01 N 16,47; Na 27,0 
-phosphat, prim. NaH2P04. 2 H 2O 156,06 P 19,9; Na 14,74 
-phosphat, sek. Na2HP04·12H2O 358,24 P 8,66; Na 12,84 
-sulfat. Na2S04 142,07 S 22,5; Na 32,4 
-sulfat-hydrat . Na2S04. 10 H 2O 322,23 S 10,0; Na 14,3 
-sulfit . Na2SOa 126,07 
-sulfit-hydrat Na2SOa . 7 H 2O 252,18 

1 Aus dem Prozentgehalt kann sofort die fiir einen Versuchsansatz 
erforderliche Menge eines Nahrsalzes berechnet werden. Z. B. pro 
Versuch sollen 0,07% N vorhanden sein; fiir NH4NOa ergibt sich 
daher ausderTabelle 0,07 . 100/35 =0,2g NH4NOa; oder fiir (NH4)2S04: 
0,07.100/21,2 = 0,33g usw. 
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d) Zur Umrechnung der bei versehiedenen Temperaturen und 
Luftdrueken abgelesenen Kohlensiiurevolumina, die bei Ver
garungen erhalten werden, auf 0° und 760 mm dient die von 
Kr.UYVER gegebene Tab. XXV. Und zwar werden vom abgelesenen 
COs-Volumen die auf dieses umgerechneten Prozentzahlen ab
gezogen. Z. B.: Das abgelesene Volumen betragt 39 ccm bei 21° 
und 740 mm. Es sind daher 9,6. 39/100 = 3,7 cem abzuziehen. 
Das COs-Volumen bei 0° und 760 mm betragt also 35,3 ccm. 

Temperatur I 
o C 730 

11 7,7 I 
12 8,0 
13 8,3 
14 8,6 
15 8,9 
16 9,3 
17 9,6 
18 9,9 
19 10,2 
20 10,5 
21 10,8 
22 11,0 

Tabelle XXV. 

Luftdruek in mm Queeksilber 

740 I 750 I 760 I 770 

6,4 5,1 3,9 2,6 
6,7 5,4 4,2 2,9 
7,1 5,8 4,5 3,3 
7,4 6,1 4,9 3,6 
7,7 6,4 5,2 3,9 
8,0 6,8 5,5 4,3 
8,3 7,1 5,9 4,6 
8,6 7,4 6,2 4,9 
9,0 7,7 6,5 5,3 
9,3 8,0 6,8 5,6 
9,6 8,3 7,1 5,9 
9,8 8,6 7,4 6,2 

2. Leitlinien der ProtokolHiihrung. 

780 

1,3 
1,7 
2,0 
2,4 
2,7 
:~,O 

3,4 
3,7 
4,0 

'4,4 
4,7 
4,9 

a) Protokollierung von Giirversuchen. Dieselbe hat stets mog
Iiehst genau und unter Beriicksichtigung aIler in Frage kommender 
Faktoren zu gesehehen. Widersprechende Angaben in der Literatur 
oder ebensolche eigene Befunde, sehlechte Reproduzierbarkeit von 
Ergebnissen usw. sind vielfaeh auf mangelhafte Protokollierungen 
zuriickzufiihren, indem nicht aile einzelne Faktoren, die von 
Bedeutung sein konnen, notiert wurden. Bei der Protokollierung 
der Garversuehe sind folgende Punkte zu beriicksichtigen: 

a) Angaben iiber die Herkunft und Vorbehandlung der ver
wendeten Kulturen; und zwar: Art der Aufbewahrung der Stamm
kultur, Alter der Impfkultur und Art der Kultivierung (Nahr
boden, Temperatur usw.); vgl. auch unter b). 

{J) Die Zusammensetzung des Giirsubstrates ist stets mogIichst 
genau zu notieren; so Z. B. auch die Zusammensetzung der ver-
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wendeten Nahrsalze (Krystallwassergehalt), die Herkunft der
selben (Bezugsquelle, Herstellerfirma), deren Reinheitsgrad usw. 

y) Die Art der Herstellung des Garsubstrates ist gleichfalls 
kurz zu beschreiben, denn vielfach kann es von EinfluB sein, in 
welcher Reihenfolge oder in welcher Form. (gelost oder in festem 
Zustand) Nahrsalze zugesetzt werden 1. Ferner sind Angaben tiber 
die Art der Gargefiif3e (Herstellerfirma, Zusammensetzung des 
Glases) sowie tiber die Art der Sterilisation der Substrate zu 
machen. 

15) Giirverlauf. Man vermerkt die Temperatur (auch eventuelle 
Schwankungen derselben), Beginn der Garung, Vornahme von 
Zusatzen und sonstige Operationen (Riihren, Schtitteln usw.); 
ferner Aussehen der Kultur, Beobachtungen tiber das Wachstum 
der Organismen; Anderungen im Aussehen des Garansatzes 
(Sedimentierungen usw.); Zeitpunkt des Versuchsabbruches, Art 
des Versuchsabbruches usw. 

e) Die Art der Aufarbeitung der Giirversuche ist gleichfalls mit 
allen notwendigen Einzelheiten zu vermerken 2• 

b) Protokollfiihrung iiber die Kulturen. a) Anlegung eines 
Kataloges der Organismen. Jede Kultur erhalt zweckmaBigerweise 
eine fortlaufende Nummer und wird in einem Katalog gefiihrt, 
in dem der Name der Kultur, die Bezugsquelle 8 bzw. bei selbst
geztichteten Kulturen die Fundstelle und Art der Reinztichtung 
vermerkt wird. 

(J) Anlegung der Zuchtungsprotokolle fur die einzelnen Kulturen. 
Es sind hier tiber die in Kultur gehaltenen Organismen fortlaufend 
etwa folgende Daten einzutragen: Zusammensetzung des Nahr
bodens ftir die Kultivierung, Art und Zeitpunkt der Fortztichtung 

1 Vgl. z. B. BERNHAUER und IGLAUER: Biochem. Z. 286, 45 (1936). 
2 V gl. diesbeziiglich auch BERNHAUER: Einfiihrung in die 

organisch-chemische Laboratoriumstechnik, S.117. Berlin: Julius 
Springer 1934. 

3 Anschriften einiger Sammlungen von Mikroorganismen: 
American Type Culture Collection, Washington, D. C. 3900 Reservoir 

Road (U. S. A.). 
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Javalaan 4 (Holland). 
Prof. Dr. E. PRIBRAMS mikrobiologische Sammlung, vorm. KRALS 
bakt.~riologisches Museum, Wien IXj2, Michelbeuerngasse 1 a 

(Osterreich). 
Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin N 65, SeestraJ3e 13 (Deutschland). 
Bakteriologisches Institut der preuJ3ischen Versucbs- und FOlschungs
anstalt fiir Milchwirtschaft. Kiel, PrUne 48 (Deutschland). 

Als weitere BezugsqueUe kommen naturp;emaJ3 die mit den 
gewiinschten Organismen arbeitenden Autoren in Frage. 
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(Uberimpfung auf frisches Substrati), Anderungen im Substrat, 
Wechseltiberimpfungen, Temperatur wahrend der Entwicklung 
und Aufbewahrung der Kulturen, sowie deren Dauer; Beob
achtungen tiber das Wachstum der Organismen und tiber 
Anderungen im morphologischen und physiologischen Verhalten; 
Eintragungen betreffend die Uberprtifung der Garkraft der 
Kulturen. 

Vielfach erhalt man von einer Stammkultur durch Ztichtungen 
(z. B. aus einzelnen ZelIen oder Sporen), durch Passagen (Ge
wohnung an besondere Substrate) usw. Subkulturen, die dann 
als eigene Kulturen unter einer besonderen Nummer fortgefiihrt 
werden konnen; auch hier mtissen aIle Wege und einzelnen 
Etappen, die zur Gewinnung solcher Kulturen gefiihrt haben, 
genau vermerkt werden. 

1 Die Proberohren und Kulturgefii.l3e mit den fortgeztichteten 
Stammkulturen sind stets genau zu beschriften: Name, Nr. der 
Sammlung, abgekiirzte Bezeiclmung des Nahrbodens, Datum der 
Abimpfung (vgl. auch S. 32). 



Nachtrag. 

Zu Seite 48. Zur Kultivierung in indifferenter Gasatmosphare 
wurde auch die Anwendung einer gasdicht verschlieBbaren Ap
paratur empfohlen, aus der die Luft durch Wasserstoff verdrangt 
wird. Diesen entwickelt man in dem Gerat durch Einwirkung von 
Schwefelsaure auf Chromo Das entstehende Chromsulfat bindet 
die letzten Reste des Sauerstoffes1. Ferner sei auch auf andere 
neuere Methoden der Anaerobenziichtung hingewiesen 2. 

Zu Seite 51. Theorien der Enzymanpassung: Gegeniiber der 
von KARSTROM vertretenen Anschauung halt QUASTEL adaptive 
und konstitutive Enzyme nicht fUr verschiedene Klassen; diese 
sollen vielmehr gewissermaBen die Grenzen darstellen, zwischen 
denen die Enzyme einer Zelle variieren konnen 3. Nach YUDKIN4 

sollen inaktive Enzymvorlaufer in den Zellen vorhanden sein, aus 
denen sich auf Grund des Massenwirkungsgesetzes in Anwesenheit 
des betreffenden Substrates die aktiven Enzyme bilden. KOOHO
LAT'Y und WElLs kombinieren die beiden obenerwahnten Theorien 
folgendermaBen: Der Enzymvorlaufer von YUDKIN soIl mit dem 
kolloidalen Trager (Apoferment, vgl. S. 126) identisch sein, der 
mit verschiedenen prosthetischen Gruppen im Gleichgewicht steht. 
Durch auBere Einfliisse werden diese Gleichgewichtszustande 
gestort, und es findet eine Vereinigung mit anderen aktiven 
Gruppen unter Bildung neuer Enzyme statt. 

fiber eine enzymatische Adaption im Sinne KARSTROMS bei 
der Vergarung von d-Arabinose durch Vertreter der Coli-Aerogenes
Gruppe berichten KOSER und V AUGHAN 6• 

ZU Seite 52. Substratwechsel zur Regenerierung des Gar
vermogens: Eine Nahr1i:isung zur physiologischen Regeneration 
von Mikroorganismen hat ZELLER angegeben7 • 

Zu Seite 56. Modifikation der Gramfarbung (CLAUDIUS
Farbung): An Stelle der wenig haltbaren Gentianaviolettlosung 
wird Methylviolett1i:isung und an Stelle von Jod Pikrinsaure ver-

1 ROSENTHAL, L.: J. Bact. 34, 317 (1937). 
2 MULLER: C. Bact. I 140, 66 (1937). - KoscHucHARoF: C. Bact. I 

140, 69 (1937). 
3 QUASTEL: Enzymologia 2, 37 (1937). 
4 YUDKIN: BioI. Rev. Cambridge Philos. Soc. 13, 93 (1938). 
5 KOCHOLATY und WElL: Bioch. J. 32, 1696 (1938). 
6 KOSER lmd VAUGHAN: J. Bact. 33, 587 (1937). 
7 ZELLER, A.: Bio. Z. 300, 82 (1938). 
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wendet. Die Farbung zeichnet sich durch besondere Haltbarkeit 
aus. Reagenzien: I. waBrige MethylviolettlOsung. II. Pikroeosin: 
Zu 100 cern Magnesiapikrat 1 gibt man 5 cern einer 1 %igen waB
rigen Lasung von Eosin sowie 0,5 cern Phenol liquid. III. Pikrin
anilin: 100 ccm Anilinal mit 109 Pikrinsaure versetzt. V organg : 
Nach Abflambieren 1 Minute Methylviolett, Abspulen mit Wasser, 
2-3 Minuten Pikroeosin, Abtrocknen mit Filtrierpapier entfiirben 
mit Pikrinanilin bis zum Verschwinden der dunkelvioletten Farbe, 
AbspUlen mit Xylol, Abtrocknen mit Filtrierpapier. Grampositive 
Zellen sind blau, gram negative eosinrot 2 • 

Zu Seite 92. Der Biosgehalt der Hefe ist besonders bei Beginn 
der Garung sehr hoch und nimmt dann periodisch ab, wobei 
einige Maxima und Minima durchlaufen werden. Durch Zuchtung 
biosarmer Hefen auf biosreicher Wurze gelingt es nicht, den Bios
gehalt in denselben zu steigern3 . Extraktbios und Hefebios durften 
daher nicht identisch sein 4 . 

Als Wuchsstoff fur den Diphtheriebacillus wirkt auch Pimelin
saure 5 . 

Zu Seite 93. Bei der Untersuchung des Einflusses der Kom
ponenten des Vitamin Bl auf das Wachstum von Torulaarten 
konnten sehr groBe Verschiedenheiten, abhangig von der Hefeart, 
beobachtet werden6 . 

Zu Seite 98. Hefeausbeute: Bezuglich der Assimilation ver
schiedener Aminosauren konnte gezeigt werden, daB von den 
normalen C2-CS-Sauren die Endglieder nur schlecht aufgenommen 
werden. EinfUhrung einer Methylgruppe in a-SteHung bewirkt, daB 
die Saure nicht mehr aufgenommen werden kann. Asparagin und 
Asparaginsaure werden besonders gut assimiliert 7. 

Es sei auch noch erwahnt, daB keine wesentlichen Unter
schiede in der Zusammensetzung des EiweiBes bei Bierhefen und 
technisch gezuchteten Torulahefen (Sulfitablauge, Holzzucker u. a.) 
bestehen8 . 

Zu Seite 100. Durch LUften der garenden Wurze wahrend der 
Bierbereitung laBt sich die Ausbeute an Bierhefe betrachtlich 

1 O,54%ige wa13rige Pikrinsaure16sung wird mit 2 g MgO einige 
Minuten gekocht, abgekiihlt und filtriert. 

2 JENSEN: C. Bact. I 139, 333 (1937). 
3 ENDERS, C und E. HEGENDORFER: Bio. Z. 299, 346 (1938). 
4 NIELSEN, N.: C. R. Ser. PhysioI. 21, 163 (1935). 
5 MULLER, J. H.: J. BioI. Chern. 119, 121 (1937). 
6 ROBBINS W. J. und F. KAVANAGH: C. 1938 II 4257. 
7 HARTELIUS: Bio. Z. 299, 317 (1938). 
8 FINK, H. und F. JUST: Bio. Z. 300, 84 (1938). 
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steigern, wobei das Bier eiweiBarmer wird, ohne daB im iibrigen 
die Qualitat desselben leidetl. 

Zu Seite 101. Der Vitamin B1-Gehalt der Refe wird durch 
Ziichtung derselben auf verschiedenen Medien (Bierwiirze, Melasse, 
Glucose) merklich beeinfluBt. Den groBten Vitamin B1-Gehalt 
wies eine auf Malzwiirze gezogene .Refe auf2. 

Zu Seite 104. Bestimmung des Fettgehaltes in der Trocken
substanz: Die bei 60-70° getrocknete und fein zerriebene Pilz
masse wird in einer Extraktionshiilse eingewogen und 6 Stunden 
mit Tetrachlorkohlenstoff extrahiert. Nach dem Abdampfen des 
Losungsmittels wird der Fettriickstand in 5 ccm Ligroin aufge
nommen. Dann fUgt man 4 ccm Citratpuffer (PH 4,9) und 50 mg 
Rizinuslipase hinzu. Nach 6stiindigem Schiitteln bei 20° werden 
10 ccm 96%iger Alkohol zugesetzt und die gebildeten Fettsauren 
nach Zugabe von 10 ccm Ather mit n/10 KOR titriert (Phenol
phthalein). Durch Testversuch wird der Verbrauch an Lauge fUr 
Puffer und Ferment ermittelt. Fehlerquelle bis zu 20 mg ± 5% 3. 

Zu Seite 107. Mittels eines geeigneten Trocknungsverfahren 
kann man aus Bierhefe Praparate erhalten, die iiberwiegend aus 
lebenden Zellen bestehen und als Anstellhefe empfohlen wurden4• 

Zu Seite 118. Vgl. Nachtrag zu Seite 98, Refeausbeute. 
Zu Seite 126. Vgl. auch die Aktivierung bzw. Remmung der 

Carboxylase durch verschiedene Salze5. Siehe ferner die Beein
flussung der enzymatischen Synthese von Co-Carboxylase durch 
Natriumfluorid und Pyruvinat 6 . 

Die Co-Carboxylase kann auch als prosthetische Gruppe eines 
dehydrierenden Fermentes wirken, wobei aber keineswegs De
carboxylierung stattfinden muB 7. 

i'<lt Der Gehalt der Refe an Co-Carboxylase kann durch Ziichtung 
derselben unter Zusatz von Vitamin B1-Rydrochlorid gesteigert 
werden 8 • Auch Trockenhefe vermag unter geeigneten Bedingungen 
Co-Carboxylase zu synthetisieren 9. 

1 FINK, H. und F. JUST: Wochenschr. f. Brauerei 04,349 (1937). 
2 PAVCEK, PETERSON und ELVEHJEM: Ind. Eng. Chern. 30, 802 

(1938). 
3 REICHEL, L. und W. REINMUTH: Bio. Z. 299, 359 (1938). 
4 KOCH, R.: Wochenschr. f. Brauerei 54, 329 (1937). 
5 TAUBER, H.: J. BioI. Chern. 125, 191 (1938). 
6 LIPSCHITZ, POTTER und ELVEHJEM: J. BioI. Chern. 124, 147 

(1938). 
7 LIPMANN, F.: EJ;IlZymologia 4, 65 (1937). 
8 KINERSLEY, H. W. und R. A. PETERS: Bioch. J. 32, 697 (1938). 
B LIPSCHITZ, M. A., VAN RENSSELLAER POTTER und C. A. ELVEH-

JEM: Bioch. J. 32, 474 (1938). 



286 Nachtrag. 

Zu Seite 133. Es gelang auch, Glycerinaldehyd-Phosphorsaure 
mittels Hydrazin und neuerdings auch mittels Bisulfit abzufangen 1. 

Zu Seite 140. Bei der Oxydation des hydrierten Co-Enzym I 
ist ein bestimmtes Ferment wirksam, das als Co-Enzymfaktor 
bezeichnet wurde 2. 

Zu Seite 142. Isomerisierung von Phosphorsaureestern: Es sei 
hier auch noch auf die Auffindung der Phospho-Glucomutase 
verwiesen, die Glucose-l-Phosphorsaure (entstanden durch Phos
phorylierung von Glykogen mittels Hefeextrakt 3) in Glucose-6-
Phosphorsaure umwandelt 4• 

Zu Seite 143. Nach neueren Befunden muB der alkoholischen 
Garung durch lebende Hefe keineswegs eine Glykogensynthese 
vorangehen 5. 

Zu Seite 163. Die Art der gebildeten Milchsaure ist auch sehr 
vom verwendeten Bakterienstamm abhangig. So bildet L. acido
philus Stamm S die d-Saure, Stamm R die dl-Saure6 . 

Die Milchsaure-Racemase aus C1. butylicum wurde neuerdings 
naher untersucht. Der Mechanismus der Reaktion beruht mag
licherweise in einer Dehydrogenasewirkung, wobei mangels eines 
Acceptors ~acemisierung sta ttfindet 7 • 

Milchsaureerzeugung durch Pilze in submerser Kultur: Die 
Fahigkeit von Rhizopus oryzae zur MilchsaurebiIdung kann be
sonders unter Anwendung des Verfahrens der rotierenden Gar
trommel gut ausgeniitzt werden. Innerhalb 35 Stunden erzielte 
man so eine Ausbeute von rund 70%. Daneben entstanden 8% 
Athanol 8 . 

Zu Seite 168. Zur Bestimmung von Milchsaure in Gegenwart 
von Methylglyoxal entfernt man zweckmaBigerweise letzteres 
durch Oxydation mittels H 20 2 9. 

1 MEYERHOF, M. 0.: Bull. Soc. Chim. BioI. 20, 1033, 1345 (1938). 
2 DEVAN, J. G. und D. E. GREEN: Biochem. J. 32, 626, 1200 

(1938). 
3 CORI, G. T., COLOWICK und C. F. CORI: J. BioI. Chem. 123, 

375 (1938). 
4 Dieselben, ebenda 124, 543 (1938). 
5 GODA, T.: Bio .. Z. 298, 431 (1938). 
6 KOPELOFF und KOPELOFF: J. Bact. 33, 331 (1937). - Die Be

zeichnung S und R leitet sich von morphologischen Verschiedenheiten 
ab (S = smooth und R = rough). 

7 CHRISTIENSEN, W. B., PETERSON, W. H. und M. J. JOHNSON: 
J. BioI. Chem. 123, Sci. Proc. 21 (1938). 

8 WARD, G. E., LOCKWOOD, L. B., TABENKIN B. und P. A. WELLS: 
Ind. Eng. Chem. 30, 1233 (1938). 

9 BAUER, E. und F. ZIEGLER: H. S. 247, 1 (1937). 
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Zu Seite 169. Weiterer Abbau der Milchsaure: In Milchsaure
bakterien (z.B. L. SAKE oder L. plantarum,.Leuconostocarten u.a.) 
wurde eine Milchsaure-Dehydrogenase festgestellt. Unter den 
Oxydationsprodukten wurden bis 60% Brenztraubensaure auf
ge£undenl. 

Zu Seite 170. Die Mannitgarung des Invertzuckers wird durch 
hohes PH des Mediums begiinstigt. Bei der Vergarung der Glucose 
iiberwiegt unter diesen Bedingungen die Alkoholbildung. Sorbose 
wird nicht zu Sorbit reduziert 2• 

Zu Seite 176. Phosphatbestimmung: Man bestimmt zunachst 
das anorganische Phosphat und nach Zerstorung der organischen 
Substanz durch Oxydation das Gesamtphosphat auf colorime
trischem Weg. Die Differenz ergibt das organisch gebundene 
Phosphat 3. 

Zu Seite 178. Note 8. Vgl. dazu auch WOOD, ERB und WERK
MANN: Iowa State ColI. J. Sci. 11, 287 (1936). 

Zu Seite 182. Phosphoglycerinsaure wird durch Escherichia 
und Aerobacter aus Glucose und Phosphat in Gegenwart von 
Toluol angehauft 4 . 

GemaB einem abgeanderten Schema der Coligarung solI Essig
saure zu Acetaldehyd reduziert und dieser iiber Acetoin in 2,3-
Butylenglykol umgewandelt werden. Auch zuge£iigte Essigsaure 
wird in dasselbe iibergefiihrt5. Diese Reaktion fiihrt auch Aero
bacter polymyxa durch 6 . 

Zu Seite 183. Bei der Bernsteinsaurebildung durch Bact. coli 
konnte durch Erhohung des CO2-Druckes eine Steigerung der 
Ausbeute erzielt werden 7. 

Zu Seiie 185. Die Fahigkeit, Acetoin zu bilden bzw. abzubauen, 
wurde als Unterscheidungsmerkmal in der Coli-Aerogenesgruppe 
angewendet 8 , doch scheint dieses Vermogen sehr von den Kultur
bedingungen abhangig zu sein9 . 

1 KATAGIRI, H. und KrrAHARA, K.: Biochem. J. 32, 1654 (1938). 
2 SCHOEN und ERAS: Enzymologia 4, 198 (1937). 
3 MARTLAND, M. und R. ROBISON: Biochem. J. 20, 847 (1926). 
4 STONE und WERKMAN: Iowa State CoIl. J. Sci. 11, 1 (1936). 
5 REYNOLD und WERKMAN: J. Bact. 33, 603 (1937). - REYNOLD, 

JACOBSSON und WERKMAN: ebenda 34, 15 (1937). 
6 STAHLY: Iowa State CoIl. J. Sci. 11, 110 (1936). 
7 ELSDEN, S. R.: Biochem. J. 32, 187 (1938). 
8 TOMIYASU: C. 1938 II, 4259. 
9 REYNOLD und WERKMAN: Arch. Mikrobiol. 8, 149 (1937). 
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Zu Seite 194. Der Zusatz von Asparagin zu Maismaische be
wirkt die Bildung groBerer Mengen Butanol an Stelle von Butter
saure l . 

Zu Seite 195. Garungserreger: Die durch einen Ultravirus 
hervorgerufenen Schleimgarungen konnen durch geeignete V or
ziichtung der Bakterien vermieden werden2. 

Als Ausgangsstoff fUr die Butanol-Acetongarung kommen auch 
hydrolysierte Haferspelzen in Gegenwart von etwas Kornmaische 
in Betracht 3 . 

Butanol-Acetongarung des Holzzuckers mittels Cl. butylicum 
und Cl. felsineum, wobei das erstere neben Butanol groBere 
Mengen Isopropanol erzeugt (hauptsachlich aus der in den Hydro
lysaten vorhandenen Essigsaure 4). 

Zu Seite 201. Die butylogenen Bakterien vermogen auch Acetoin 
zu bilden; einige von ihnen reduzieren es weiter zu 2,3-Butylen
glykol 5 . 

Zu Seite 203. Eine Steigerung der Isopropanolausbeute aus 
Glucose wurde durch Zusatz von Buttersaure erzielt 6 • 

Zu Seite 207. Note 6. Vgl. auch SEVERSON, G. M.: Iowa .State 
ColI. J. Sci. 11, 103 (1936). 

Zu Seite 223. Eine zusammenfassende Ubersicht des Chemis
mus der Dehydrierungsvorgange gibt SZENT-GYORGY: Bull. Soc. 
Chim. BioI. 20, 846 (1938). 

Zu Seite 226. Bei der Untersuchung verschiedener organischer 
Substanzen hinsichtlich ihrer Angreifbarkeit durch Essigbakterien 
zeigte sich, daB Glucose, Milchsaure und die Sauren des THUN
BERG-WIELAND-Schemas stets ungefahr gleich schnell angegriffen 
werden. Verschiedene Alkohole werden verschieden rasch oxydiert, 
was auf eine weitgehende Spezifitat der Alkoholdehydrasen hin
deutet 7 • 

1 BROWN, R. W., G. L. STAHLY und C. H. WERKMAN: Iowa State 
CoIl. J. Sci 12, 245 (1938). 

2 A. P. 2 132358 (1938), 
3 UNDERKOFLER, FULMER und REYMAN: Ind Eng. Chern. 29, 

1290 (1937). 
4 SJOLANDER, N. 0., LANGLYKKE, A. F. und W. H. PETERSON: 

Ind. Eng. Chern. 30, 1251 (1938). 
5 BROWN, R. W., STAHLY, G. L. und C. H. WERKMAN: Iowa 

State Coll. J. Sci. 12, 245 (1938). 
6 OSBURNE, O. L., BROWN, R. W. und WERKMAN C. H.: Iowa 

State ColI. J. Sci. 12, 275 (1938). 
7 TANAKA: J. Sci. Hirosirna Univ. B (2) 3, 1 (1938). 
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Zu Seite 229, Note 2. Neuerdings konnte gezeigt werden, daB 
Bogar 25%ige Glycerinlosungen innerhalb 12 Tagen fast quanti
tativ umgesetzt werden. 15%ige Losungen verarbeitet A. sub
oxydans in 3-4 Tagen. MaBgebend ist hierfiir eine strenge 
Kontrolle des PH-Wertes der nicht unter 4,5 sinken darf 1. 

Zu Seite 242. Neben der Aero-Gluco-Dehydrase wurde bei 
Fusarium auch eine - allerdings schwacher wirksame - Aero
Pentose-Dehydrase nachgewiesen 2• 

Zu Seite 259. Vgl. dazu Nachtrag zu Seite 163, letzter Absatz. 

Zu Seite 268 (letzter Absatz). Aus Hefesaft konnen Enzym
zubereitungen gewonnen werden, die Glucosephosphorsaure zu 
Phosphogluconsaure, Phosphoketogluconsaure und Phosphopen
tonsauren zu oxydieren vermogen; auch die Anwesenheit von 
Phosphoerythronsaure wurde wahrscheinlich gemacht. Mittels 
intakter Zellen konnte dieser Abbau nicht verwirklicht werden 3. 

Zu Seite 270. Bei der Aufbewahrung von NahrbOden sind 
Insekten, besonders Fliegen fernzuhalten, da sie Milbentrager 'sein 
konnen. Durch das Eindringen von Milben werden die KuIturen 
mit fremden Mikroorganismen verunreinigt. Die Vernichtung 
dieser Schiidlinge geIingt am besten mit p-Dichlorbenzo14• 

1 BUTLIN, K. R.: J. Soc. Chern. Ind. 57, 463 (1938). 
2 HAYASIDA, A.: .Bio. Z. 298, 169 (1938). 
3 DICKENS: Biochem. J. 32, 1626, 1645 (1938). 
4 PEASE, D.: J. Bact. 33, 619 (1937). 
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Druckdestillation von Alkohol115. 
Druckperkolatoren 114. 
Druckverfahren 24. 
Dulcit, Oxydation 229. 
Diinger 64. 
- Speckigwerden 65. 
Durchliiftungsverfahren 227, 237. 
Dysenteriebacillen 93. 

Einzelkultur 45. 
Einhorn-Garrohrchen 109. 
Eintauchessigbildner 220. 
Eisen-Ammonium-Alaun 255. 
EiweiB 30. 
EiweiBfallung 84,96,120,130,226. 
EiweiB-Liicke 100. 
EiweiB-Schlempe-V erfahren 19, 

101. 
EiweiB-Synthese 100. 
Embden-Meyerhof-Schema 172. 
Embden-Ester 133. 
Emmentaler Kase 21. 
Endomyces vernalis 5, 33. 
- Verfettung 106. 
Endosporen 67. 
Enolase 141, 142. 

Entbitterung von Bierhefe 19. 
EnteiweiBung 96, 120, 131, 226. 
Entfetten von Glas 54_ 
Entwicklung der Garungschemie 

17. 
Entwicklungsformen, ultramikro-

skopische 59. 
Enzyme 99, 170. 
- adaptive 51, 283. 
- Chemie der 126. 
- konstitutive 51, 283. 
Erdkulturen 50. 
ErdnuBschalen 21. 
Erlenmeyerkolben 28, 72, 74. 
Erreger, anoxydativer Garungen 

15. 
- oxydativer Garungen 15. 
Erythrit 230. 
Erythrulose 230. 
Escherichia 182. 
Essig als Substrat 44. 
- Herstellung 219. 
Essigbakterien 15, 17, 65, 88. 

Aufziichtung 215, 216. 
Ausschaltung 88. 
Gewohnung an Substrate 215. 
Herstellung von Acetonprapa
raten 217. 
- - Impfkulturen 215. 
- - Massenkulturen 216. 
- - ruhenden Bakterien 217. 
Isolierung aus Bier 214. 
NahrbOden 49. 
Vorkommen 44. 

Essigbakterien-Dehydrase 23, 222_ 
Essigdarstellung 23. 
Essiggarung, Abfangen von Acet

aldehyd 220. 
Ausgangsmaterialien 219. 
Chemismus 222. 
Technologie 219. 
Zwischenprodukte 220. 

Essighaut 23, 219. 
Essigsaure 17, 21. 
- Verwendung 3. 
- Welterzeugung 3. 
Essigsaure-Acetatpuffer 125. 
Essigsaure- Glyceringarung 164, 

170. 
Essigsaure-Mannitgarung 165, 171. 
Eudiometer 84, 109, 111, 136. 
Eulers-Faktor 14. 
Exkremente, als Fundort fUr Bak

terien 44. 
Exiguus-Hefen 59, 87. 
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Exoporen 67_ 
Extraktion 84, 85_ 
Extraktionsapparate 273_ 
- nach Schm.llfuss 104_ 

Fadenbakterien 59_ 
Faktor Z 14, 143_ 
Faktoren der Garprozesse 12, 13_ 
Farbemethoden 55_ 
Farbstoffe 55_ 
Farbstofflosungen 269_ 
Faulschlamm 65_ 
Faust-Heim-Apparat 120_ 
Federstrichkultur 45, 46, 89_ 
Fehlingsche Losung 160_ 
Ferment, Gelbes 127, 140_ 
Fermente, Extrahierbarkeit der 58_ 
Fernbachkolben 74, 104_ 
Fettbaume 105_ 
Fetterzeugung 5, 19_ 
Fettgehalt, Bestimmung 104_ 
Fettreagens 102_ 
Fettsauren, hohere 197_ 
Fettsynthese aus Kohle 6, 19_ 
- durch Hefe und Oidien 102, 104_ 
- Mechanismus 105_ 
Feuchte Kammer 28, 46_ 
Feuchtigkeitsgehalt, Regelung 82_ 
Filterkerzen 78_ 
Filtration von Fliissigkeiten 30, 42_ 
- von Gasen 37_ 
- - NahrbOden 30_ 
Fixierung von Praparaten 53_ 
Flavin-Enzym 156_ 
Fleischextrakt 29_ 
Fleisch-Peptonwasser 35_ 
Fleischwasser 35_ 
Flockenmilchsaurebakterium 87,88_ 
Foliencolorimeter 30_ 
Formaldehyd 42, 224_ 
- Hydrierung 150_ 
Formicodehydrase 224_ 
Formolgrad 96, 100_ 
Fortziichtung 47, 49_ 
Fremdinfektion 49_ 
Freudenreichkolbchen 27_ 
Fructose 21. 
- im Holzzucker 114_ 
- Vergarbarkeit durch Hefe 117_ 
- Vergarung der 171. 
Fructosemdnophosphat 131. 
FuchsinlOsung 56, 87_ 
Fumarsauregarung 17, 24, 254 ff. 

Bedingungen 258_ 
- Chemismus 260_ 

Fum!tl'sauregal'ung. Erreger 258_ 
- Zwischenprodukte 259_ 
Fungi imperfecti 59_ 
Furfuralkohol 150_ 
Furfurol 115, 150_ 
Fusariengarungen 266_ 
Fusarium lini 143_ 
Fuselole, B~standteile 115_ 
- Entstehung 117, 118_ 
- Verwendung 2_ 
Futterhefe 5, 19, 100_ 
Futtermittelerzeugung 4_ 

Galaktose 7_ 
- im Holzzucker 114_ 
- Vergal'barkeit durch Hefe 117_ 
Galaktose-Zymase 51. 
Galaktonsaure 231_ 
Gallensaure, Reduktion 153_ 
Gallerten 45_ 
Gasatmosphare, indifferente 48, 81_ 
Gasentwicklung 82_ 
Gasmesser 94_ 
Gasmessung 195_ 
Gasometer 84_ 
Gaswaschflaschen 72, 77_ 
Gay-Lussac-Gleichung 117_ 
Gararoma 115_ 
Garaufsatze 72_ 
Garfiihrung 14, 82_ 
Gargase 82_ 
Gargefaf3e 72 ff. 
Gargeschwindigkeit 12, 53_ 
Garkammer 82_ 
- Einrichtung 272_ 
Garkraft, Bestimmung bei Hefe 

109_ 
Garprodukte, £liichtige 84_ 

gasformige 83, 84_ 
- nichtfliichtige 84, 85_ 
- Trennung bei d3r Butanol-

Acetongaruhg 189. 
Garprozesse, . B~d~utung 2. 
- Faktoren, auf3ere 13_ 
- - innere 12. 
- Umschaltung 10. 
Garrohrchen 109, 124, 125. 
Garsubstrat, Herstellung 81. 
- Sterilisierung 81. . 
Gartemperatur 13, 82_ 
Gartrommel 23, 79, 227, 243_ 
Gartrommelverfahren 227. 
Garung, anoxydative 15. 

Charakteristik 15. 
- oxydative 15_ 
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Garung, alkoholische, bei der Ci
tronensaurebildung 252_ 
- bei der Fumarsaurebildung 
260. 
- Beziehung zur Saurebildung 
260. 
- von Rhizopus nigricans 265. 

Garungsaktivatoren 14. 
Garu:n.gschemie Bedeutung 

industrielle 1. 
- praparative 6. 

- - wissenschaftliche 6. 
- Entwicklung 17. 
- technische 9. 
Garungsendprodukte 9. 
Garungsgleichung 18. 
Garungsindustrie 1. 
Garungsorganismen, Anforderung 

an 12. 
Aufbewahrung 270. 
Auffindung 12, 43. 
Aufziichtung 12. 
Auswahl 12, 53. 
Bedeutung 5. 
Gewinnung 12, 43. 
Identifizierung 54. 
Vorkommen 44. 

Garungsschema 9, 83, 142. 
Garungsvorgange, Aufklarung 6, 8. 
Garungszwischenprodukte 8. 
GarverIauf, Kontrolle 82. 
Garvermogen, Abnahme 50. 
- Konstanthaltung 12. 
- Schwankungen 53. 
Garverschlu13 72. 
Gitrversuche, Ansetzen 79. 
- Aufarbeitung 83. 
- Vorbereitung 270. 
GefaJ3material, EinfluJ3 14. 
GeiJ3elfarbung 56. 
Gelatine 29. 
Gelbes Oxydationsferment 127, 

140, 156, 223. 
Gemisch, azeotropes 115. 
Gemmen 72. 
Generationsdauer, Bestimmung 96. 
Generatorverfahren, englisches.220. 
Gentianaviolett 55. 
Geraniol 150. 
Gerste 115. 
Gesamtfarbung 55. 
Getreidemaische 34. 
Getreideschrot 34. 
Gewinnung von Garungsorganis

men 12. 

Gewohnung von Organismen 12, 
51, 215. 

Gewohnung an Substrate 51. 
Gipsblockkultur 58. 
Glasballon 72. 
Glaserprobe 97. 
Glassinterfilter 42, 91, 103. 
Glassorten 29. 
Gleichgewichtsester 129, 133. 
Gleichteilverfahren 54. 
Glucoheptit 230. 
Glucoheptulose 230. 
Gluconsauregarung 23, 24. 
- Durchliiftungsverfahren 242. 
- Oberflachenverfahren 242. 
Gluconsaure 17. 

Bildung durch Enzympraparate 
238. 

- Essigbakterien 230. 
- - Nektarhefen 268. 
- - Pilze 237. 
- in Schiittelkultur 240. 
Darstellung 230, 237. 
Oxydationsprodukte der 232. 
Zwischenprodukt bei der Ci
tronensauregarung 252. 
- - - Oxalsauregarung 263. 

Gluconsaurebildung, Bedingungen 
241. 

- Enzymchemie 231, 242. 
Glucose, Bestimmung 160. 
- Vergarung 171. 
Glucoseaquivalente, Berechnung 

191. 
Glucosemonophosphat 131. 
Glucoseoxydase 238, 242, 244. 
Glucosonsaure 233. 
Glutaminsaure 92, 118. 
Glutathion 170, 172, 222. 
Glycerin 23. 

Bestimmung 120, 165. 
Bildung durch Aspergillaceae 
267. 
- - Mucoraceae 267. 
Darstellung 121. 
Destillation 121. 
Erzeugung 2, 19. 

- Probe auf 122. 
- Verwendung 3. 
Glycerinaldehydphosphorsaure 

133, 172, 286. 
Glyceringarung, Technologie 123. 
Glycerinphosphorsaure 131, 183. 
Glycerinsaure 183. 
Glykogen 58, 108. 
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Glykogensynthese 143, 286. 
Glykolaldehyd 150, 170, 253. 
Glykolase 170. 
Glykole, Bildung durch Essig-

bakterien 230. 
Glykolsaure 253, 264. 
- Prufung auf 262. 
Glyoxylsaure 264. 
- Prufung auf 262. 
Gramsche Farbung 55, 283. 
Granula 58. 
Granulobacter 66. 
Grlinfuttersilierung 4, 163. 
Grunmalz 115. 
Guluronsaure 233. 

H 2-Acceptor 177. 
HaferhUlsen 21. 
Halbdestillation 174, 191. 
Halbierungsverfahren 54. 
Haltbarkeit der Hefe, Bestimmung 

97. 
Haminsystem 223. 
Hansenkolbchen 27. 
Harden-Young-Ester 133. 
Harn, Biosgehalt 92. 
HartfiIter 42. 
Hauptgar.ung 82, 116. 
Hefe 15, 60, 80. 

Abtrennung 100. 
Ausbeute 98, 284. 
Biosgehalt 92, 284. 
Einteilung 58, 59. 
Fortzuchtung 89. 
Morphologie 58. 
als N ahrungsmittel 101. 
ol:;ergarige 58. 
pathogene 57, 59. 
Physiologie 58. 
rote 59. 
schwarze 59. 
sporenbildende 58. 
sporenlose 59. 
untergarige 58. 
Untersuchung 86, 96. 
verarmte 80, 107. 
Verfettung 102. 
Vorkommen 57. 
Wirkungen, oxydative 267. 
Zuchtung 88. 

Hefeausbeute, Bestimmung 95. 
Hefeautolysat 34. 
Hefeextrakt, Wuchsstoffnachweis 

91. 
Hefefarbung nach Moller 86. 

Hefegarung 17, 19. 
- Umschaltung 170. 
Hefekochsaft 110. 
Hefenahrboden 33, 36, 41. 
HefepreI3saft 19. 
Heferassen, Verhalten gegen Bios 

93. 
Hefereinzucht 18. 
Hefesaft 34. 
Hefesubstanz, Aufbau 97, 98. 
- Entstehung 99. 
Hefetherapie 101. 
Hefetrockensubstanz, Bestimmung: 

91. 
Hefewasser 29, 34, 228. 
Hefezuchtung 88. 
HeiI3!uftsterilisator 37. 
Hemmungskorper 126. 
Henneberg-Nahrboden 35. 
Henze-Dampfer 113. 
Heptylaldehyd 150. 
Heptylalkohol 115. 
Heubacillen 44, 157, 158, 186. 
Hexenol 150. 
Hexosen 16. 
Hexosediphosphat, Darstellung 

128. 
- Reinigung 129. 
Hexosemonophosphat 129. 
Hexylaldehyd 150. 
Hexylalkohol 115. 
Hida-Kolben 74. 
Hilfsmittel, mikroskopische 269. 
Histidin 118. 
Hochdruck-Dampfverfahren 18. 
Hochziichtung von Organismen 13, 

52, 53. 
Holoferment 126. 
Holzbottich fUr Garungen 94. 
Holzkohle 195. 
Holzmehl, Vergarung 213. 
Holzverzuckerung 18, 114. 
Holzzucker 114. 
- Hefegewinnung aus 100. 
Hopfen 18, 115. 
Hormone 92, 127. 
Hoshigaki 23. 
Houle-Kolben 74. 
Humifizierung 65. 
Hydrierungen, biochemische 6. 

von Aldehyden 148. 
Ketonen 150. 

- Nitrokorpern 153. 
- ungesattigten Verbindungen 
153. 
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Hydrierungen von Sauren 208. 
- durch butylogene Bakterien 

201, 208. 
- - Hefen, Mechanismus 156. 
Hydrochinon 152. 
Hydrokinasen 223. 
Hydrozimtalkohol 153. 
Hyphen 67. 
Hypertrophische Zellformen 65. 

Impfkultur 47, 53, 79. 
- Anlegung einer 235. 
Impfraum 274. 
Impfung 269. 
Indoylessigsaure 92. 
Infektion, Fernhaltung von 88. 
Ingwerbier 58. 
Inosit, Oxydation 230. 
Invertase 128. 
Ionenzuchtwahl 45. 
Isobutylalkohol 115, 118. 
Isobutyraldehyd 115, 150. 
Isolierung von Zwischenprodukten 

10. 
Isoleucin 118. 
Isomerasen 132. 
Isopropylalkohol 22. 
- Bildung 191, 288. 
- Oxydation 224. 
Isovaleraldehyd 150. 
Itaconsaure, Verwendung 4. 

Jodessigsaure 133, 253. 
J odoformprobe 111. 
J odpriifung 35. 
Joghurt 20, 158. 

Kahmhefen 59, 88. 
- Vorkommen 44. 
Kaliumgluconat, Herstellung 232. 
Kalomelmethode 180. 
Kammer, feuchte 28, 46. 
Kanadabalsam 56. 
Kartoffel 101. 
Kartoffelbrennerei 18, 101, 114. 
Kartoffelmaische, Vergarung auf 

Aceton 192. 
Kartoffelnahrboden 38. 
Kasein 41. 
Kasereifung 20. 
Katalase 16, 223. 
Kefir 20. 
Keimgehaltsbestimmung 53. 
Keimung der Gerste 115. 
Keimzahlung 57. 

Keltern 116. 
Kernhefe 90. 
Kerzen, zur Filtration 42. 
Ketipinsaure 252. 
2-Ketogluconsaure 17. 
- Bildung 232. 
- Identifizierung 233. 
5·Ketogluconsaure 17. 
- D.ustellung 232. 
- Nachweis 232. 
Ketonaldehyd·Mutase 170 ff., 222. 
- der Essigbakterien 225. 
Ketonald~hyde, Hydrierung 152. 
Ketone, Hydrierung 150, 152. 
- ungesattigte, Hydrierung 154. 
Ketosauren, Dacarboxylierung 125. 
- Entstehung aus Zuckercarbon-

sauren 6, 232. 
- Hydrierung 150, 154. 
Ketosen, Bildung durch Essig

bakterien 229, 230. 
- Vergarung durch Essigbakterien 

226. 
Kettenmilchsaurebakterium 87. 
Kieselalgen 106. 
Kieselgur 42. 
Kinasen 126. 
KIarschichten 31. 
Klarung von Substraten 30. 
Kleingarmethode 108. 
Kloeckera 59 .. 
Kluyver.Kolben 77, 94. 
Knospen 96. 
Knospung 58. 
Kochkolben 28. 
Kochsalzlosung, physiologische 216. 
Kochscher Dampftopf 37. . 
Kochsches Plattenverfahren 46. 
Kodeinreaktion 262. 
Kognak 117. 
Kohlensaure-Tabellen 280. 
Kojisaure 17, 25. 

Bildung durch Essigbakterien 
245. 

- Bestimmung 243. 
- Gewinnung 244. 
- Priifung auf 243. 
Kojisauregarung 25. 
- Chemismus 244. 
- Erreger 244. 
Kolonien 53. 
Kolonnenapparate 115. 
Kombucha 58. 
Komplemente 126. 

I Kompressor 94. 
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Kondensationsprozesse 22, 208. 
Konidien 67. 
Konservierung von Nahrungs

mitteln 4, 20. 
Konstanthaltung des Garver-

mogens 12. 
Konzentration der Nahrlosung 13. 
Kopfchenschimmel 72. 
Kornbrennerei 114. 
Kraut, Einsauern von 4. 
Kreatin 131. 
Kristallviolett 55. 
Kiihlraum 274. 
Kugelmiihle 104. 
Kugeizellen 72. 
Kultur, Aufbewahrung 50. 
- submerse 237. 
- Vorbereitung 80. 
Kumys 20. 
Kunstfasererzeugung 101. 
Kunsthefefabrikation 18. 

Laboratoriumsessigbildner 218. 
Lactatvergarung 179. 
Lactobacillus 20. 

acidophil-aerogenes 170. 
Beijerincki 62, 87. 

- bulgaricus 158, 169. 
- casei 21, 175. 
- caucasicum 172. 
- cucumeris 163. 
- Delbrucki 20, 21, 50, 62, 113, 

163, 169, 172. 
fermentatus 170, 171. 

- fructivorans 170. 
- gracilis 170. 
- helveticum 63, 172. 
- Herstellung von Impfkulturen 

158. 
Isolierung 157. 
lycopersici 164, 170. 
mannitopeus 164, 170. 
mobile 21. 
pentoaceticus 21, 170. 

- pentosus 170. 
Lactoflavin 93, 127. 
Lactoflavinphosphorsaure 141. 
Lange-Kolorimeter 96. 
Lauterbottich 116. 
Leuchtgas 84. 
Leucin 92, 118. 
Liebermann·Burchardsche Re-

aktion 103. 
Lignin, Vergarung 213. 

Lignin-Huminsauren, Vergarung 
213. 

Lipase 127. 
Lipoidgehalt-Bestimmung 103,285. 
Lochbildung im Schweizerkase 21, 

61. 
Loffler3che Methylenblaufarbung 

87. 
Lohnsteinsches Saccharometer 109. 
Luftbad 113. 
Lufthefeverfahren 94 ff. 
Lugolsche Losung 56. 
Lupulin 115. 
Lysin 92. 

Macerationssaft 108, 130. 
Magazin, Einrichtung 274. 
Magnesiumionen, Einflul3 132. 
Maisbrennerei 114. 
Maischebakterien 67. 
Maischprozel3 
Maiskolben, Verwertung 21. 
Maiswurze-Agar 39. 
Malachitgriin 55. 
Maltose, Vergarbarkeit 59, 117. 
Malzessig 220. 
Malzgewinnung 115. 
Malzwurze 33. 
Manganionen, Einflul3 von 132. 
Mangelerkrankungen 101. 
Mannit 21. 
Mannit, Bestimmung 165. 
- Identifizierung 167. 
- Isolierung 166. 
Mannitgarung del' Pilze 25, 166. 
- - Ruben 171. 
Mannit.Essigsauregarung 21, 165. 
Mannonsaure 231, 242. 
Mannose, Vergarbarkeit 117. 
Mannose-6-Phosphorsaure 131,133. 
Massenkulturen von Bakterien 159, 

180, 216. 
- - Schimmelpilzen 235. 
Melasse 100. 
- Backhefegewinnung aus 94. 
- Klarung 99. 
- N-Gehalt 95. 
Melassebrennerei 114. 
Melassewiirze 33, 94. 
Membranfilter 42. 
Messokular 57. 
Messungen, mikroskopische 57. 
Metallschalen, bei der Garung 74_ 
Metallspuren, Einflul3 14, 93. 
Methan, Verwendung 4, 212,214. 
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Methanbakterien 212. 
- Vorkommen 44. 
Methangarung 23, 65, 212, 214. 
- Chemismus 213, 214. 
Methanol 84. 
Methode der natiirlichen Reinzucht 

45. 
- nach Zeisel·Fanto-Stritar 120. 
Methyl-Athyl-Keton195. 
- Hydrierung 152. 
Methylenblau 55, 222. 
Methylenblau-Atmung 221. 
Methylglyoxalase 16 

(vgl.auchKetonaldehyd-Mutase). 
Methylglyoxim '167. 
Methyl-Phenyl-Carbinol 151. 
Methyl-Phenyl-Glykol 146. 
Methyltetronsauren, Bildung von 

Derivaten 245. 
Methylviolett 55. 
Michaelisverfahren 220. 
Mikrobenfiltration 37. 
Mikrobensuspension 57. 
Mikrodestillationsapparatur 189, 

190. 
Mikromanipulator 235. . 
Mikroorganismen, Sammlungen 

von 281. 
Mikroskop 54, 269. . 
Mikroskopierraum 274. 
Milch als Substrat 44. 
Milchpraparate 20. 
Milchsaure 16, 20, 21, 23, 88. 

Abbau 287. 
als Hemmstoff der Oxalsaure
bildung 263. 
Bestimmung 160, 165, 286. 
Darstellung 162. 
Gewinnung 161. 
Identifizierung 175. 
optische Aktivitat 163, 286. 
Racemisierung 163, 286. 
Verwendung 3. 
Welterzeugung 3. 
Zn-Salz 168. 

d-Milchsaure, Gewinnung durch 
Pilze 163; 286. 

Milchsaurealdehyd7, 150. 
Milchsaure-Athanoigarung 164,165. 
Milchsaurebakterien 20, 61, 88, 93, 

185. 
heterofermentative 21, '170. 
Impfkulturen von 159. 
Massenkulturen 158. 
NahrbOden 49. 

Milchsaurebakterien, Regenerie-
rung 157. 

- Trockenpraparate 159. 
- Vorkom nen 44. 
Milchsauregarung 3, 20, 157. 

Faktoren 163. 
heterofermentative 164, 170. 
homofermentative 169. 
- Erreger 169. 
Technologie 162. 
Umschaltung anderer Garungen 
in 170. 

Milchsaure-Essigsauregarung 21. 
Milchserum-Kreide-Agar 38. 
Milchzucker, Vergarbarkeit 59. 
Milieuanderungen, Einflu.13 10. 
Mineralsalzlosungen 52. 
Mischkulturen 13. 
- bei Buttersauregarung 197. 
- - Hefegarung 13. 
- - Propionsauregarung 175. 
ModelIzuchtungsversuche 98. 
Modifikation von Bakterien 50. 
Molekulargewichte 277 ff. 
Molke 101. 
- ButyIgarung der 195. 
Molke-Pepton-Agar 38. 
Montanin 42. 
Most 116. 
Mucoraceengarung 266. 
Mucorarten 72, 93, 114. 
- Vorkommen 44. 
Mucor javanicus 267. 

mucedo 71. 
- piriformis 248. 
- racemosus 71. 
- stolonifer 24. 
Mutase 222. 
Mutation 50, 52. 
Mycel 67. 
- submerses 81, 236. 
- technische Erzeugung 237. 
- verarmtes 236. 
Mycoderma 59, 87. 
- aceti 23. 
- cerevisiae 60. 
- variabile 60. 
Mycodermen, Unterdruckung 214. 

Nachgarung 82, 116. 
Nahragar 39. 
Nahrboden nach Bernhauer

Gorlich 40. 
- Bredemann 40. 
Czapek-Dox 41. 
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Nahrboden, Hayduck 41. 
Henneberg 35, 40, 41. 
Knop 40. 
Meyer 40. 
Uschinsky 40. 
Woeltje 41. 

Nahrb6den, Aufbewahrung 270, 289. 
fUr Bakterien 34, 35, 38, 39, 
40, 49. 
- Hefen 33, 36, 41, 49. 
- Schimmelpilze 33,36,41,49. 

Nahrbodenkiiche 270. 
Nahrgelatine 39. 
Nahrl6sung, Abfiillen 31, 271. 
- Berdtung 30. 
Nahrsalze 13. 
Nahrsubstrate, natiirliche 29. 
- kiinstliche 29, 32. 
- Zusammensetzung 28. 
Nahrungsmittel, Hefe als 101. 
Nahrungsmittelerzeugung 4. 
Naphtholgriin 103. 
Natriumfluorid 139, 141. 
N-Bedarf, Berechnung 95. 
N -Gehalt, Bestimmung 96. 
N ektarhefen 268. 
N ephelometrische Bestimmung, 

der Hefemenge 92. 
Neubergester 133. 
Nickeldimethylglyoxim 147. 
Nicotinsaureamid 93. 
Nitroaldehyde, Rf!~uktion 150. 
Nitrobenzoesaure-Athylester 112. 
Nitrobenzol, Reduktion 154. 
Nitroglycerin 123. 
Nomenklatur 59. 
N-Quellen 13. 
N -Stoffwechsel 93. 

Oberflachengarung 74. 
Oberflachenkultur 81. 
Oberflachen-Volumen, Verhaltnis 

76_ 
Objektmikrometer 57, 269. 
Objekttrager, Reinigung 56. 
Obstbrennerei 117. 
Octadienol 7, 150, 154. 
Octatrienal 7, 150, 154. 
Octatrienol 150. 
Oidien 88. 
- Vorkommen 44. 
Oidium lactis 5, 19, 104, 106. 
Okularmikrometer 57, 269. 
Opekta 29. 
Orcinprobe 232. 

Organismen, Fortziichtung 47. 
Organismenmaterial 80. 
Organismenkatalog 281. 
Orleans-Verfahren 219. 
Osmiumsaure 103. 
Ostsche L6sung 1~1. 
Oxalsauregarung17, 25, 261 ff. 
- Bedingungen 261, 262. 
- Chemismus 263. 
- Erreger 261. 
Oxalessigsaure 252, 263. 
Oxanthin 7, 23. 
Oxyaldehyde, Reduktion 150. 
Oxyanthrachinone, Bildung durch 

Pilze 245. 
Oxydationen mit Essigbakterien 7. 
Oxydo-Redukase 135, 140. 
Oxydo-Reduktion 223. 
- Fermentsystem 140, 142. 
- Kupplung mit der Phosphory-

lierung 141. 
Oxydo-Reduktionsbilanz 9. 
Oxyhiimoglobin, Reduktion 150. 
Oxyterephthalsaure, Bildlmg durch 

Pilze 245. 

Palmwein 116. 
Pansen 65. 
Parallelkulturen 49. 
Passagen 215. 
Pasteurisierung 187. 
Pasteurkolben 28, 89. 
Pasteurverfahren 221. 
Pastorianus-Hefe 59. 
Pediokokken 44. 
Pektin 29. 
Peligot-Rohr 119. 
Penicillien 24, 88. 
- Vorkommen 44. 
Penicillium glabrum 70. 

glaucum 25, 70. 
javanicum 106. 
luteum 70. 
luteum-purpurogenum 242. 
oxalicum 261. 

Pentabromaceton-Methode 250. 
Pentosen, Vergarung durch Bakt. 

Coli 182. 
- - - Butylbakterien 201. 
- - - Mi chsaurebakterien 170. 
- - zu Essigsaure 21. 
Pepton 29. 
Perithetien 67. 
Perseit 230. 
Perseulose 230. 
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Petrischalen 26, 46, 102. 
Phenolcarbonsauren, Bildung 

durch Pilze 245. 
Phenylacetaldehyd 150. 
Phenyl-Acetyl-Carbinol, Darstel-

lung 144, 145. 
- Derivate 144, 145. 
Phenyliithylalkohol 150. 
Phloroglucinprobe 232. 
Phosphatase 131, 225. 
Phosphatbestimmung 287. 
Phosphobrenztraubensaure131,141. 
Phosphoglyceromutase 141, 142. 
Phosphoglycerinsaure 16, 287. 

Bildung 139, 177. 
- Darstellung 138. 
- Umwandlung 169, 183. 
- Zerfall 141. 
Phosphohexomutase 132, 142. 
Phosphorylase 131, 141, 142. 
Phosphorylierung 16, 131. 
Phosphotriomutase 132. 
pH-Wert 30, 82. 
Phycomyces 93. 
Phytohormone 92. 
Phytovitamine 92. 
Pilze, Isolierung 234. 
- holzzerstorende 25. 
Pilzdecken, fertige 81. 
Pinzette nach Cornet 56. 
Piperazin 115. 
Piperidinlosung 119. 
Pipette, automatische 91. 
Plattenmikroskop 46. 
Plattenverfahren 45, 46, 53. 
Polyenaldehyde 105. 
Praparate, mikroskopische 54. 
Prazisionsaccharometer nach 

Lohnstein 109. 
Pre:ss-Kolben 74. 
Pre13hefe, Gewinnung 94. 

Infektionen 87. 
- Untersuchung 87. 
- Verwendung 5. 
- Zusammensetzung 98. 
Probe nach Mendel-Neuberg 122. 
- - Schwarz (Chloralhydrat) 149. 
Probeentnahme 82. 
Proberohren 26. 
Propandiol 123. 
Propionaldehyd 178, 
Propionibacterium sp. 61, 64. 
Propionsaurebakterien 21, 61, 159. 

Isolierung 173. 
- Massenkulturen 159. 

Propionsaurebakterien, Nahrboden 
49. 

- Regenerierung 173. 
- Vorkommen 44. 
Propionsauregarung 17, 21, 173 ff. 
- Chemismus 177. 
- Zwischenprodukte 178. 
Propylalkohol, Oxydation 223. 
Protolgarung 19. 
Protokollfiihrung 280 ff. 
Provitamin D 101. 
Pseudo saccharomyces 59. 
Pukallfilter 42. 
Pyridin 115. 
Pyridin-Flavin-Katalyse 223, 230. 
Pyrogallol-Kalilauge 49. 
Pyrogallolreaktion 262. 
Pyruvinatgarung 179. 

Qualitatsessig 219. 
Quetschwasser 219. 

Radikalkettentheorie 9. 
Raffination 115. 
Raffinose, Vergarung 58. 
Rahmsauerung 20. 
Rasse XII 114. 
Raumeinteilung im Laboratorium 

274. 
Reaktionsketten 8. 
Redoxpotential 48. 
Reduktionen (vgl. auch Hydrie

rungen) durch Hefe 7. 
Reduktionsprozesse bei der Butyl

garung 208. 
Regenerierungsgarung 123. 
Regenerierung butylogener Bak-

terien 187. 
- der Saurebildung 248. 
Reihenvehmche, Vorbereitung 271. 
Reinheitspriifung 97. 
Reinigung'3garung 45, 88. 
Reinzuchtapparat 90. 
Reinzucht, absolute 45, 88. 
~ natiirliche 88, 113. 
Reinziichtungsmethoden 45. 
Reisbrennerei 114. 
Reiskleie 92. 
ReisnahrbOden 36. 
Rektifikation 115. 
Reservefett 105. 
Respirationsapparat 83. 
Rest-C-Bestimmung 83. 
Resynthese von Glykogen 254. 
- - Kohlenhydraten 253. 
Rhizoiden 72. 
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Rhizopin 92. 
Rhizopusarten, Vorkommen 44. 
Rhizopus nigricans 71, 254. 
- suinus 92. 
Rieseltum 76. 
Rieselwiesen 65. 
Riesmkolonien 58. 
Riesenzellen 65. 
Rimini-Reaktion auf Aldehyd 118. 
Rolison·Ester 133, 172. 
Roggensuppe 34. 
Rohstoffe der alkoholischen Ga-

lUng 113. 
Roux-Kolben 26, 94. 
Riibenbrennerei 114. 
Ruheverfahren 226. 
Rum 117. 

Saccharomyces-Arten 58. 
SacchaICmycEs-Einheit 91. 
Saccharcmyces cerevisiae 59, 60. 
- ellipEOideus 59, 60, 88. 
- Hansen 268. 
- Ludwigii 52. 
Sauren, fliichtige, Bestimmung165, 

211. 
Sauregrad 99. 
Saurehydrazide 124. 
Sake 116. 
Salicylaldehyd 150. 
Saligenin 150. 
Salmonella .182. 
SalzwiIkung 123. 
Sammlungen von Mikroorganismen 

281. 
Sauerfutter 44. 
Sauexkraut 4, 20, 44. 
SauerE'toff, Entfernen von 48, 49. 
Sauerteig 4, 20, 44. 
Schachtelprobe 97. 
SchichthOhe, Einflul3 76, 249. 
Schimmelpilze 15, 67, 80. 

IsolielUng 234. 
Massenkultur 235. 
NahrbOden 33, 36, 41. 
Trockenpraparate 235, 236. 

Schlamm, belebter 65. 
SchleiInessigbakterien 67. 
Schlempe 19. 
Schnellessigbakterien 67. 
- Isolielung 215. 
- Trennung von Bieressigbak-

terien 215. 
Schnellessigverfahren 23, 76, 218, 

220. 

Scholler-Tornesch-Verfahren 18, 
100, 114. 

Schragagar 31. 
Schiittelkultur 48, 81. 
Schiittelmycel 78, 81. 
Schwefeldioxyd als Desinfektions-

mittel 42. 
Schwermetallspuren 29. 
Schweizer Kase 21. 
Sclerotinia 25. 
Seitz-Filter 31, 42_ 
Sexualhormone, Reduktion 153_ 
Eharplt s-Zentrifuge 81. 
Silierung 4, 163. 
Silo 4. 
Silofutter, Bewertung 164. 
Sionon 24, 226. 
Skarscher Apparat 57. 
Sklerotien 70. 
Sojabohne 101. 
Sorbinaldehyd 150, 154_ 
Sorbinalkohol 150, 154_ 
Sorbinylidenbrenztraubensaure 15() 
Sorbosebakterium 23. 
Sorboseerzeugung 23, 227. 
Sorbose-1-Phosphorsaure 134. 
Sorburonsaure 233. 
Speckigwerden des Diingers .£)5. 
Spiritus (siehe Alkohol und Atha-

noll. 
Sporangientrager 72. 
Sporenbildung bei Bakterien 59. 
- - Hefe 58_ 
- - Pilzen 67. 
Sporenfarbung 56. 
Sporensuspension 235_ 
Sprit, Welterzeugung 2. 
Spritessig 219. 
Sprol3pilze 58_ 
Sprossung 86, 96. 
Stamml6sungen 30, 271. 
Staphylococcus aureus 93. 
Starke Hydrolyse 257. 
- Verkleisterung 113. 
- Verzuckerung 113, 114, 116, 

161, 162, 257. 
Stehrundkolben 72. 
Steinerkammer 57, 269. 
Stellhefe 94, 100. 
Sterigmen 67. 
Sterilinkubator 74, 236. 
Sterilisation 32. 

chemische 42. 
durch Hitze 37. 

- - Wasserdampf 37. 
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Sterilisationskammer 274. 
Sterilisationszeit 37. 
Sterilisatoren 271, 272. 
Sterinbestimmung 103. 
Stichkulturen 31, 48, 187. 
Stoffwechsel 15. 
Stoffwechselbilanz 9. 
Stolonen 72. 
Streptokokken 158. 
Streptococcus lactis 63. 
- thermophilus 158. 
Strichkultur 49, 87. 
Stromungsmesser 94. 
Sublimat 42, 81. 
Substratbeschaffenheit 13. 
Substratgewohnung 51. 
Substratkonzentration 13. 
Substratspezifitat 126, 132, 141. 
Substratwechsel 13, 52, 283. 
Sulfitgarung von Aspergillus niger 

265. 
Sulfitlauge 18, 100, 114. 
Sul£:tlauge, Butylgarung 195. 
Superzentrifuge 81. 

Takadiastase 237. 
Teestaub, Gehalt an meso-Inosit 

92. 
Tetrite, Oxydation 230. 
Thermobacterium (siehe unter 

Lactobacillus) . 
Thermobakterien, cellulosever· 

garende 209. 
Thermostaten 82, 90, 272. 
Thialdin 150. 
Thioaldehyde, Reduktion 150. 
Thoma·Zeiss-Kammer 57. 
Tierkohle, Wuchsstoffgehalt 92. 
Titrationseinrichtungen 273. 
Toluol 43, 117. 
Tolylaldehyd 146. 
Tomatensaft, Wuchsstoffgehalt 92. 
Topinambur 171. 
Torf, Alkoholerzeugung aus 115. 
Torula 59, 88. 

lactis 101. 
- pulcherrima 105. 
- utilis 19, 60, 100. 
Trager 126, 161. 
Traubenwein 116. 
Treber 116. 
Trehalose 117. 
Tribomathanol 150. 
Trichlorathanol 149. 
- Identifizierung 149. 

Triebkraft 87. 
- Bestimmung 97, 109. 
Trimethylenglykoll 123. 
Triosephosphorsaure 16, 133, 172. 
Trockenhefe 5, 100, 107, 285. 
Trockenpraparate 55. 
- von Bakterien 159. 
- - Schimmelpilzen 236. 
Trockensubstanz 98. 
- Bestimmung 91, 107. 
Tropfen, hangender 54. 
Tropfchenkultur 46, 87, 89. 
Trub 19. 
Tryptophan 118. 
Tryptophol 118. 
Tuschepunktverfahren 45, 47. 
Tyrosin 118. 
Tyrosol 118. 

Ultrafilter 42. 
Umschaltung von Garungen 10. 
Umwandlungsphasen 9. 
U nterteilungsverfahren 54. 

Vakuolen 58, 86. 
Vakuum, Kultivierung 48. 
Vakuumdestillation 84. 
Vakuumverdampfungsanlage 273. 
Valeraldehyd, Reduktion 148. 
Valeraldehydammoniak 149. 
Valeriansaure 197. 
Valin 118. 
Varianten 52. 
Variation 50. 
Veratmung von Sauer stoff 49. 
Verdauungsfermente 101. 
Verdiinnungsverfahren 45, 186. 
Verfahren, submerses 24. 
Verfettung 52. 
- von Hefe 102. 
Vergarungsform, Chemismus 123. 

erste 108. 
zweite 118. 
dritte 127. 
vierte 136. 
fiinfte 134. 

Vermehrungsfahigkeit 98. 
Verwertung landwirtschaftlichl'l" 

Produkte 2. 
Vibrio 56. 
Vierkantflaschchen 26. 
Vitalfarbung 55, 56. 
Vitamine 127. 
Vitamin-B 93, 101. 
- Gehalt der Refe 285. 
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Vitamin C 24. 
Vitaminreichtum 101. 
Vorkommen von Garungserregern 

44. 
Vorzuchtung 81. 

Wachstumsstimulatoren 29, 93. 
Warburgsches Coferment 140. 
Waschung von Gasen 48. 
- physiologische 30. 
Wasser, Bedeutung fUr die Garung 

14. 
Wasserdampfdestillation 211. 
Wasserstoff 21, 48. 
Wasserstoffacceptoren 177, 222. 
Wasserstoffdonatoren 177, 223. 
Wasserstoffionenkonzentration 13, 

30, 138. 
Wasserstoffsuperoxyd 223. 
Wasserstofftransport 223. 
Watteverschliisse 31. 
Wechsel, des Substrates '12. 
Wechseliiberimpfungen 187. 
Weichfilter 42. 
Wein, Alkoholgehalt 117. 

Geschichte 18. 
- Gewinnung 116. 
- Reifen 116. 
- Welterzeugung 2. 
Weinbrennerei 117. 
Weinessigbakterien 67. 
- Isolierung 214. 
Weinhefen, Untersuchung 88. 
- Vorkommen 44. 
Weinsaure 25. 
Wei13bier 20, 116. 
Weltmarkteiwei13 5. 
Whisky 117. 
Widmer-Kolonne 112. 
WLlandsche Theorie 222. 
Wirkgruppe 126. 
Wirkstoffe 14. 
Wirkungsspezifitat 126. 
Woulffsche Flasche 72, 94. 
Wuchshefen 100. 
Wuchsstoffe 29. 
- Trennung von Z-Faktor 144. 
Wuchsstoffbedarf, Bestimmung 91. 
Wuchsstoffgehalt, Nachweis 91. 
Wurzeagar 36. 
Wurzebakterien 67. 
Wurzebereitung 116. 
Wurzegelatine 36. 
Wurze-Kreide-Agar 36. 
Wurze, Vergarung 116. 

Xyloketose 230. 
Xylonsaure 231. 

Zahlkammern 57, 87. 
Zahlplatten 53. 
Zahlungen 57. 
Zeichenapparat 269. 
Zellformen, hypertrophische 65. 
Zellgeschehen, Chemismus 6. 
Zellgifte 10. 
Zellstoffproduktion 100. 
Zellvergro13erung 52. 
Zentrifugen 273 .. 
Zephirol 42. 
Z-Faktor 14, 143. 
Zimtaldehyd 150. 
Zimtalkohol 150, 154. 
Zink 93. 
Zuchtung von Hefe 88. 
Ziichtungskammern 210. 
Zuchtungsprotokolle 282. 
Zuckerabbau 15, 16, 141. 
Zuckeralkohole, Oxydation 229. 
Zuckerbestimmung nach Bert-

rand 160. 
- - Lehm'1nn-Maquenne-

Schoor! 164. 
Zuckerkonzentration, Einflu13 98. 
Zuckerkurven 275, 276. 
Zuckersaure, Bildung durch Nek-

tarhefen 268. 
Zucker, Oxydation 17, 229. 
- vergarbare 11 7. 
Zulaufverfahren 94, 98. 
Zusammensetzung des Substrates 

13. 
Zusatze 82. 
Zwischenprodukte 8. 

bei der Butylgarung 200, 202, 
203, 207. 

250. 
Citronensauregarung 

Coligarung 183. 
Essiggarung 220. 
Fumarsauregarung 259. 
Oxalsauregarung 262. 
Propionsauregarung 178. 

Festlegung 10. 
Umwandlung 11. 

Zymase 19, 142. 
- der Essigbakterien 225. 
- - Schimmelpilze 267. 
Zymin 107. 
Zymohexasesystem 132, 135, 142. 
Zymohexosen 11 7. 

Bernhauer, Glirungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 20 



II. SpezieUes 
(Bildung, Umwandlung, Nachweis 

Bildung 
Garprodukte uud 

durch 

I 
Substrate aus 

(Organismen usw.) (Substrate usw.) 

Acetaldehyd Hefe 10, 17, ll8, 142 bei der zweiten Vergarungs-
Essigbakterien 10, 220 form 10, 118, 123, 184, 185, 
Butylogene Bakt. 198, 202, 198, 202, 207, 265 

207 Brenztraubensaure 16, 124, 
Colibakterien 184 142, 184 
Schimmelpilze 265, 266, 267 Alkohol220 
Carboxylase 124 Zucker ll8, 123, 265 

Methylglyoxal 184 
Athylenglykol 184 

Acetaldol 

I 

-

I 

-

Acetessigsaure I butylogene Bakterien 205 I Essigsiiure 17, 206 

Acetoin (Methylace- Hefe 146, 155 Acetaldehyd 146, 147 
tylcarbinol) Aerogenesbakt. 184, 185 Brenztraubensaure 155, 201 

Aerobacillen 208 Kohlehydraten 170 
butylogene Bakt. 201 2,3-Butylenglykol 230 
Essigbakterien 230 

Acetol I Essigbakterien 230 I Propylenglykol 230 

Aceton butylogene Bakt. 66, 190, Kohlehydraten 188, 208 
204, 205 Essigsaure 17, 205 

Aerobacillen 208 Acetessigsaure 17, 205 
Essigbakt. 225 Isopropanol 225 

Apfelsaure I Rh. nigricans 256 I Glucose 256 
Fusarien 256; Pflanzen 253 

Athanol Hefe 108, 109, ll3ff. Cellulose 23, 212 
Butylbakt. 66, 189 Sulfitablauge ll4 
Cellulosevergarer 23, 212 Torf ll5 
heterofermentative Milch- Zuckerarten ll7, 164,225,265 

saurebakt. 164 Acetaldehyd ll, 17, 183, 184, 
Colibakt. 180, 183 221 
Thermobact. mobile 21 
Essigbakt. 221, 225 
Rh. nigricans 265 
Schimmelpilze 10, 266 
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und Bestimmung del' wichtigsten Garprodukte.) 

Umwandlung Isolierung, 

durch I in Nachweis und Quantitative 

(Organismen usw.) (Umwandlungs· Identifizierung Bestimmung 
produkte) 

Hefe 138, 142, 146 Xthanol11, 17, 184, Nitroprussidnatri- ma13analytisch 119 
butylogene Bakt. 202, 207, 220 umreaktion 118 

11, 207 Essigsaure 17, 184, mittels Dimethon 
Essigbakterien 221 221 124 

Acetoin 146, 201 als 2,4-Dinitrophe-
Aceton 207 nylhydrazon 169 

Hefe 150 1 1,3-ButYlenglYkol I 
-

I 

-
butylogene Bakt. 7, 150 

207 Aceton 207 

butylogene Bact. I Aceton 11, 17, 206, I - I neben Aceton 206 
206, 207 207 

Hefe 152 2,3-Butylenglykol als p-Nitropbenyl- als Nickeldimethyl-
Aerobacillen 208 152, 184, 208 osazon 146 glyoxim 147 

Hefe 152 1 Propylenglykol 152 1 - 1 -
Butylbakterien 203 Isopropanol 203 p-Nitropbenylbydr- UmwandIung in 

azon 194 Jodoform 190 
Dibenzalaceton neben Acetoin 190 

194 neben A(letessig-
saure 206 

--
-

I 
-

I 
- I tJberfiihrung in 

Fumarsaure 256 

Essigbakt. 217 ff, Essigsaure 3, 23, p-Nitrobenzoe- Zeisel-Fanto 112, 
220 217 saurester 112 180 

Rh. nigricans 259 Acetaldehyd 220 Jodoformprobe 111 Oxydation zu Essig-
Hefe 99, 267, 268 Bernsteinsaure 268 Oxydation zu Acet- saure 112, 180 
Aspergillus 267 Fumarsaure 259 aldebyd 112 pyknometriscb 112 
Schimmelpilze 266 Oxalsaure 268 neben Acetaldehyd 

Citronensaure 268 121 
Fett 102, 105 neben Butanol 189 
Zellsubstanz 99 neben Essigsaure 

218 

20* 
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Bildung 
Garprodukte und 

durch 

I 
Substrate aus 

(Organismen usw.) (Substrate usw.) 

Xthylenglykol I - I -

.Ameisensaure Colibakterien 180, 182 

I 
Koblebydrate 180, 208 

Butylbakterien 200, 201 Brenztraubensaure 182, 200, 
Aerobacter 208 201 
Cellulosevergarer 23, 213 

I 

Glycerinpb. 182 
Schimmelpilze 264 Cellulose 23, 213 

Fumarsaure 264 

Bernsteinsaure I Colibaktericn 17, 182 Essigsaure 11, 180, 260 
Aerobacillen 208 Glucose 176, 182, 254 
Propionsaurebakterien 17, Glycerin 180 

176, 179 Glutaminsaure 118 
Rh. nigricans 254. 258 Alkohol 259 
Hefe 268; Fusarien 266 

Brenztraubensaure Hde lO, 136ff, 26~ Zuckerarten lO, 136, 183, 
Milchsaurebakt. 169, 172 200ft 
Propionsaurebakterien 178 Hexosedipbosphat 136 
Colibakterien 183 Phospboglycerinsaure 169, 182 
Schimmelpilze 265 Abfangung 172, 178, 265 
Butylbakt. 200, 202, 204 

-
Butanol Butylbakt. 66, 188, 198, 203 Koblehydrate 188 

Hefe 115, 150, 152 Buttersaure 198, 203 
Crotonaldehyd 150, 154 
Crotylalkohol 154 
im Fuselol 115 

Buttersiiure Butylbakt. 66, 188, 198, 207 Getreidemaische 188, 198 
Cellulosevergarer 22, 212 Acetessigsaure 203 
Hefe 115 Brenztraubensaurealdol 200 

Cellulose 22, 212 
im Fuse161 115 

1,3-Butylengly kol 
I 

Hefe 7, 150, 152 

I 
Acetaldol 7, 150 
Acetessigaldebyd 152 

2,3-Butylenglykol Hefe 7, 152 Acetoin 152, 181, 184,208 
Aerobacillen 21, 181, 184 Glucose 181 
Aerogenesgruppe 21, 181 Diacetyl 7, 152 
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Umwandlung I~o1ierung, 

I 

-
Nachwf>is und Quantitative 

durch in 
(Organismen usw.) (Umwandlnngs- Identifizierung Bestimmung 

pro(Jukte) 

Colibakt. 18! I Acetaldehyd 18! I - I -
Colibakt. 18! CO2 und H2 182, - neben Essigsiiure 
Bakterien 182, 183 183 180 
Aspergillusarten Oxalsiiure 264 Kalomelmethode 

264 180 

Propionsaurebakt. Propionsiiure 178 Extraktion 175 Ag-Salz 256 
178 

Hefe 124 Acetaldehyd ] 1, 16, 2,3-Dinitrophenyl- Cerisulfat 137 
heterofermentative 124, 142, 183 hydrazon 136, 

Milchsiiure bakt. Milchsiiure 171, 172 169 
177 1b2, 183 

Colibakt. 183 Essigsiiure 170,177, 
Butylbakt. 200, 202, 178, 182, 1b3, 

204 200, 202 
Carboxylase 124 Propionsiiure 177, 

178 
Ameisemiiure 182, 

183, 200, 202 
Butylprodukte 202 
Acetoin 202 
Aceton 202 

- - Destillation 193 neben Athanol 189 

Butylbakt. 198, 207 Butanol 198, 201 Ag-Salz 196 neben Essigsiiure 
Aceton 207 Ca-Salz 197 191 

-
I 

-

I 
-

I 
-

Essigbakt. 230 I Acetoin 230 

I 

-

I 
Nickeldymethyl. 

glyoxim 182 
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Bildung 
Garprodukte und 

durch 

I 
Substrate aus 

(Organismen usw.) (Substrateusw.) 

Butyraldehyd 

I 
-

I 
-

Citronensii,1;ra I Aspergillusarten 245 ff. I !tohrzucker 245 
M. piriformis 248 Ca-Acetat 250 
Fusarien 266; Hefe 268 Ba-Acetat 268 

Crotonsaure 

I 
-

I 
-

Diacetyl 

I 
-

I 
-

Dioxyaceton 

I 
Essigbakt.7, 23, 228, 289 

I 
Glycerin 7, 23, 228, 289 

Dioxyacetonphos- Hefemacerationssaft 132 Hexosediph. 132, 139 
phorsaure Zymohexase 132 Abfangung 132 

Essigsaure Hefe 127, 128, 268 Acetaldebyd 17, 183,184,220££. 
heterofermentative Milch- Pentosen 21, 170 

saurebakt. 21, 164 Hexosen 21, 164, 170, 183, 
homofermentative Milch- 199, 226 

saurebakt. 163, 170 Cellulose 23, 211, 213 
Propionsaurebakt.22, 173, 176 Getreidemaische 188, 192 
Colibakt. 180, 182 Milchsiiure 173, 176 
Butylbakt. 189ff., 198, 201 Brenztraubensaure 176 
Aerobacillen 204 Xthanol 3. 23. 259, 268 
Cellulosebakt. 23, 211 ff_ im Fuselol 115 
Essigbakt. 217, 22J, 226 bei der 3. Vergarungsform 127, 
Schimmelpilze 259, 266, 267 128 

Fructose l Essigbakt. 230 Mannit 230 

Fumarsaure I !th. nigricans 24. 254 ff. Bernsteinsiiure 11, 260 
Asp. fumaricus 258 Glucose 255 

I 
Alkohol 259 
Ca-Acetat 260 

Galaktonsaure I Essigbakt. 7, 231 I Galaktose 7, 231 , 

1 In diesem Fall sind nur einfache Umwandlungsvorgange angefiihrt. 
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Umwandlung Isolierung, 

durch I in Nachweis und Quantitative 

(Organismen usw.) (Umwandlungs- Identifizierung Bestimmung 
produkte) 

I 

I I Butylbakt. 203, 2071 Butanol 203 - -
Aceton 203, 207 ! 

-

I 

- Ca-Salz 246 als Ca-Salz 246 
als Pentabrom-

aceton 250 

Butylbakt. 203, 207/ Butanol 203, 207 

1 

-

1 

-
Aceton 203, 207 

Hefe 7, 152 1 Butylenglykol 7, 

I 
-

I 
-

152 

Hefe 152 

1 

Glycerin 152 1 Krystallisation 2291 FebIing-Reduktion 
229 

Hefemacerations- Glycerinaldehydph. - -
saft 132 139 

Phospboglycerin-
saure 139 

Glycerinphosphor-
saure 139 

Butylbakt. 205, 207 Aceton 205, 207 Ag-Elalz 176,192,196 neben Propion-
Asp. niger 250 Berusteinsaure 11, p-Brompbenacyl- saure 173, 174 
Rh. niwicans 260 260, 268 ester 174 neben Buttersaure 
Hefe 268 Fumarsaure 260, 191 

268 neben Athanol 218 
Citronensaure 250 
Oxalsaure 250, 262 
4cetessigsaure 208 
Athano1208 

heterofermentati ve Mannit 21. 165 - -
l\1iIchsiiurebakt. Kojisaure 245 
21, 165 

Essigbakt. 245 

Rh. niwicans 260 Apfelsaure 260 Ca-Salz 254, 255, Mercurosalz 255 
Aspergillus 264 Ameisensaure 264 258 

Glyoxylsaure 264 

- I -"- I - I -
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Bildung 
Garprodukte und 

durch 

I 
Substrate aus 

(Organismen usw.) (Substrate usw.) 

Galaktose I Essigbakt. 229 I Dulcit 229 

Gluconsaure Essigbakt. 23, 230 Glucose 7, 17, 23, 24, 230, 
Schimmelpilze 24, 237 ff. 237 

Glyoxylsiiure I Schimmelpilze 264 I Fumarsaure 264 

Glycerin Hefe 118 ff, 123, 127, 136, 152 beider 2. Vergarungsform 
heterofermentative Milch- 118, 123 

saurebakt. 164 bei der 3. Vergarungsform 127 
bei der 4. Vergarungsform 136 
Hexosephosphat 136, 138 
Dioxyaceton 152 
Glucose 164 

Glycerinphosphor- Hefe 139, 142 Triosephosphorsiiure 139, 142, 
saure Milchsiiurebakt. 172 172, 182 

Colibakt. 182 

Glycerinsaure 

I 
-

I 
-

Hexosediphosphat Hefe 128 ff. Glucose 182 
Milchsiiurebakt. 172 Rohrzucker 128 
Colibakt. 182 

i 
I 

Isopropanol I Butylbakt. 191, 203, 208 I Getreidemaische 191 ff. 
Arabinose 203 
.Aceton 203 

2-Ketogluconsaure I Essigbakt. 232 I Gluconsaure 7, 17, 232 

5-Ketogluconsaure I Essigbakt. 232 

I 
I Gluconsaure 7, 17, 232 
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Umwandlung Isolierung, 

durch 

I 
in Nachweis und Quantitative 

(Organismen usw.) (UmwandJungs· Identifizierung Bestimmung 
produkte) 

Essigbakt. 231 \ Galaktonsiiure 231\ -
I 

-
Hefe 117 Vergiirbarkeit 117 

Essigbakt. 7, 17, 2.Ketogluconsiiure Ca-Salz 231, 238 aua dem Ca-Gehalt 
232ff. 7, 17, 232, 233 231, 238 

5-Ketogluconsiiure 
7, 17, 232 

Schimmelpilze 264/Ameisensiiure 264 / -

I 
-

Oxalsaure 264 

Essigbakt. 7, 23, Dioxyaceton 22~ ff. Oxydation zu als Isopropyljodid 
228 ff. 1,2-Propandiol 123 Triose und Or- 120 

Bakterien 123 1,3-Propandiol 123 cinreaktion 122 nach Wagenaar 165 
PropioDsiiurebakt. Propionsiiure 178, durch Destillation 

178, 179 179 121 
Colibakt. 183 Propionaldehyd 

178 
.Alkohol 183 
Ameisensanre 183 

Milchsiiurebakt. 172 Triosephosphor- - -
Colibakt. 182, 183 saure 172 

Alkohol 182, 183 
.Ameisensaure 182, 

183 

Colibakt. 183 I Essigsiiure 183 
I 

-

I 
-

Ameisensaure 183 

Hefe 134. 135, 138 Phosphoglycerin- -

I 

-
MiIchsiiurebakt.167 saure 138 
Colibakt. 182. 183 Dioxyacetonph. 
Essigbakt. 225 142, 182 
Schimmelpilze 266 MethyIglyoxal 134, 
Propionsiiurebakt. 167, 178, 183, 

178 202, 225, 266 
Butylbakt. 202 Brenztraubensiiure 

136 

. Essigbakt. 224 I Aceton 224 

I 
- I neben Aceton 191 

-

I 
- I K-Salz 233 

I 
-

Chinoxalinderivat 
233 

-

I 
- I Ca-Salz 232 I -

Farbreaktionen 232 
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Bildung 
Garprodukte und 

durch I aus Substrate 
(Organil:lmen usw.) (Substrate usw.) 

Kojisaure SchimmelpiIze 243 Glucose 243 
Essigbakt. 245 Fructose 245 

Mannit 245 

Mannit I heterofermentative Milch- I Fructose 165 
saurebakt. 165 Zucker 25 

Schimmelpilze 25 

Mannonsiiure I Essigbakt. 231 I Mannose 231, 242 
Schimmelpilze 242 

Mannose I Essigbakt. 229 I Mannit 229 

Methylglyoxal I Hefe 134 bei der 5. Vergarungsform 
Milchsaurebakt. 167, 171 134 
Propionsaurebakt. 178 Triosephosphorsaure 16 
Colibakt. 183 Hexosediphosphat 134, 167, 
Butylbakt. 199, 202 172,178,183,202,225,266 
Essigbakt. 225 
SchimmelpiIze 226 

Milchsaure Milchsaurebakt. 159£f, 164, Pentosen 21,170 
170, 172 Hexosen 159, 164, 171, 172, 

Butylbakt. 170. 200, 202 173 
Cellulosevergiirer 23, 212 Cellulose 23, 212 
Colibakt. 170, 181 Hexosediphosphat 170 
Hefe 170 Brenztraubensiiure 182 
Aerobacillen 208 Milchsaurealdehyd 178 
Propionsaurebakt. 173, 178 Methylglyoxal 17, 168, 170, 

172, 178 

OxaIsaure Asp. niger 25, 261, 262, Zucker 261 
Pen. glaucum 25 Na-Acetat 262 
Coniophora cerebella 25 Ca-Formiat 263 

Holz 25 
andere Stoffe 263, 264 

Phosphoglycerin- Hefe 138 in Gegenwart von NaF 10,138 
saure Milchsiiurebakt. 172 Triosephosphorsaure 16, 138, 

Colibakt.182,183 172, 182 
Hexosediphosphorsaure ] 38, 

Propanol I Butylbakt. 208 I Propionsiiure 208 
im Fuselol 115 
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Umwandlung 

I 

Isolierung, 

durch 

I 
in Nachweis und Quantitative 

(Organism en usw.) (Umwandlungs-
I Identifizierung Bestimmung 

produkte) 

- - Eisenchloridreak- als Cu-Salz 243 
tion 243 

Krystallisation 244 

Essigbakt. 229, 2451 Mannose 229 Isolierung 166 nach Smit 165 
Fructose 229 Tribenzalverb. 167 
Kojisaure 245 

-
I 

-

1 

-
I 

-

Essigbakt. 231 
2421 

Mannonsaure 231'1 -
1 

-
Schimmelpilze 242 

Hefe 152, 170 Milchsaure 16, 168, als 2,4-Dinitrophe- als 2,4-Dinitrophe-
Milchsiiurebakt.168 170,172,178,183 nylosazon 134 nylosazon 135 

172 nach dem Brenz- als Dioxym 134, 
Colil.'akt. 184 traubensaure- 167 
Propionsaurebakt. schema 16, 184 
178 nach dem Ameisen-

siiureschema 16, 
184 

Propylenglykol ] 52 

Propionsaurebakt. Propionsaure 176, Ca-Salz 161 Oxydation zu Acet-
176, 178, 179 178, 179 Zn-Salz 168 aldehyd 160 

Essigsaure 176, 178, Extraktion 175 
179 .Oxydation 160 

I 
I 

I 
-

I 
- Pb-Saw 261 I Ca-Salz 261 

Krystallisation 261 

I 
I 
I 

Hefe 142 Brenztraubcnsaure -
I -

Milchsaurebakt.169 16, 139, 142, 169, I 

172 172, 182 
Colihakt. 182 Phospho brenz-

I 
traubensaure 
139, 142 

Essigbakt. 223 

I 
Propionsaure 223 

1 

- I -I 

I 
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Bildung 
Garprod ukte und 

durch 

I 
Substrate aus 

(Organismen usw.) (SubRtrate usw.) 

Propionsaure Propionsaurebakt. 173 Glucose 173 ff., 177 
Essigbakt. 223 Bernsteinsaure 178 

MiIchsaure 176, 179 
Brenztraubensaure 177, 179 
Glycerin 178. 179 
Propanol 223 

Propyraldehyd I Propionsaurebakt. 178 

I 
Glucose 178 
Glycerin 178 

1,2-Propandiol Hefe 7. 150, 152 Milchsaurealdehyd 7, 150 
Bakterien 123 Acetol 152 

Glycerin 123 

1,3-Propandiol 
\ 

BakteI"ien 123 
I 

Glycerin 123 

Sorbit 
I 

- I -
I 

Sorbose Essigbakt. 226 Sorbit 7, 24, 226 
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Umwandlung Isolierung, 

durch I in Nachweis und Quantit.ative 

(Organismen usw.) (Umwandlungs- Identifizierung Bestimmung 
pl·odukte) 

Butylbakt. 208 .1 Propanol 208 Isolierung 174 nebpn Essigsaure 
p-Bromphenaeyl- 173 

ester 174 
p·Chlorphenacyl-

ester 224 

Propionsaurebakt. I Propionsaure 178 I -

I 
-

178 I 
Essigbakt. 230 Acetol 230 - -

-
I - I -

I -
I 

Essigbakt. 226 I 
Sorbose 7, 24, 2261 -

1 
-

- - Krystallisation 227 Reduktion 227, 276 
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