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Aus dem Vorwort zur ersten Auflage.

Die Gdrungschemie 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 Gdrungschemie heute
auch auf dem Gebiete der organischen GroBprodukte
immer mehr geltend; es sei z. B. auf die gérungschemische Er-
zeugung von Aceton, Butanol, Essigsdure, Citronensdure, Milch-
siure verwiesen. Ferner ist eine groBe Anzahl weiterer Gar-
prozesse bekannt, die noch ihrer industriellen Verwertung harren,
wie z. B. die Propionsduregérung, die Cellulosevergérungen (die
zur Erzeugung von Alkohol, Essigsdure, Milchséure und anderen
Produkten fiithren konnten) usw. Weiterhin erscheint eine groBe
Reihe von Gérprozessen noch mannigfacher Verbesserungen fihig
(Ausbeuteerhéhung, Beschleunigung der Prozesse, Verwendung
billigerer Ausgangsmaterialien usw.). Dazu kommt sodann noch
eine bedeutende Anzahl der verschiedensten Garungsvorgéinge,
die zur Erzeugung mancher organischen Produkte in kleinerem
MaBe entweder bereits heute dienen oder noch verwertet werden
konnen, so z. B. die Gewinnung von Gluconsdure, Butylenglykol,
Mannit, Dioxyaceton usw.

Dabei muf3 noch weiterhin bedacht werden, daB8 wir uns — bei
der ungemein groBen Mannigfaltigkeit der biochemischen Abbau-
vorginge — heute zweifellos erst am Anfang der gidrungs-
chemischen und géirungstechnischen Entwicklung be-
finden; denn einerseits werden immer wieder neue Gérungs-
organismen aufgefunden, die besondere Prozesse zu bewirken
imstande sind, und anderseits sehen wir, dafl es durch geeignete
MaBnahmen gelingen kann, den Verlauf einer Gérung in andere
Richtung zu lenken und so zu anderen Endprodukten zu gelangen
(vgl. z. B. die Glycerinerzeugung auf dem Girwege); schlielich
erscheint es auch durchaus moglich, bestimmte, bei den Gdrungen
rasch durchlaufene Zwischenprodukte mittels besonderer Ver-
fahren so anzuhdufen, daB sie dann als Hauptprodukte auf-
treten und der technischen Erzeugung zugénglich werden.

Eine weitere grofle Bedeutung der Géarungschemie fiir
die Industrie beruht darauf, dafl die bei den Gérungen vor
sich gehenden Umsetzungen vielfach geringere Kosten verursachen
als die rein chemischen Prozesse. Bei den Gérungsvorgingen
kénnen zumeist billige Ausgangsmaterialien (Kohlehydrate) ver-
wendet werden, wobei vielfach auch die verschiedensten Abfall-
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produkte der Landwirtschaft einer industriellen Verwertung zu-
gefithrt werden.

Auch in wissenschaftlicher Hinsicht befindet sich die
Gérungschemie noch recht am Anfang, denn wenn man bedenkt,
wieviel Arbeit geleistet werden muBlte, um den Prozell der Hefe-
girung — also die physiologische Wirkung einer einzigen
Organismengruppe — einigermaflen aufzukldren, so ist leicht er-
sichtlich, welch ungeheuer groBes Gebiet bei Beriicksichtigung
der ungemein grollen Anzahl der Garungstypen noch der weiteren
Bearbeitung harrt. Dazu kommt ferner, da bei der wissenschaft-
lichen Kliarung der Gérprozesse nicht nur der Chemismus der
betreffenden Vorginge aufzukliren ist, also die Art des Reaktions-
ablaufes, sondern auch die Rolle und Natur der dabei beteiligten
Enzyme sowie schlieflich der den geordneten Ablauf der Pro-
zesse regulierenden Wirkstoffe; sodann gehdren hierher
endlich auch die den ,,physiologischen Zustand‘ der Gdrungs-
organismen betreffenden Fragen.

Wihrend nun auf dem Gebiete der Gédrungschemie einerseits
recht zahlreiche und vorziigliche Werke vorliegen, die- sich in
erster Linie und vielfach fast ausschlieBlich 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
lteren, bereitsgutdurchgearbeiteten Verfahren behandeln, mangelt
noch vollstdndig eine Einfiihrung in die Gérungschemie,
in der die laboratoriumsméafige Durchfithrung der ver-
schiedensten Garprozesse geschildert wire. Die vorliegende
Schrift soll dazu dienen, diese Liicke auszufiillen.

Auswahl des Stoffes. Im vorliegenden Buch sind nach Moglich-
keit alle Gebiete der Géarungschemie behandelt oder wenigstens
gestreift, die in wissenschaftlicher oder technischer Hinsicht von
‘Wichtigkeit erscheinen. Vor allem ist das Hauptgewicht nicht so
sehr auf die heute bereits allgemein 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 Méglichkeit vor allem nur
gut Gesichertes und einigermallen Abgeschlossenes beriicksichtigt,
doch liegt es in der Natur der Sache, daB vielfach auch noch nicht
ganz Abgeschlossenes behandelt werden mufite, um so auch auf
die zahllosen noch offenen Probleme der Gérungschemie hin-
zZuweisen,
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Die vorliegende Schrift bezweckt daher zunichst eine Ein-
fithrung in die Gadrungschemie, und zwar vor allem in
die girungschemische Praxis. Dadurch soll diese Arbeits-
richtung auch einem gréferen Kreis leichter zuginglich gemacht
werden und ferner soll das vorliegende Buch auch zur Weiter-
arbeit auf diesem Gebiete anregen; es wird ‘daher auch immer
wieder auf offene Fragen und Probleme hingewiesen. Schlief§lich
diirfte die Bedeutung, die die Gdrungschemie heute bereits besitzt,
es rechtfertigen, auch bei der Ausbildung der Studierenden an
den Hochschulen diesem Gebiete ein erhohtes Augenmerk zu-
zuwenden, denn die Gérungsvorgiange 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
auch zur Erweiterung des fachlichen Gesichtskreises der Chemie-
studenten von Wichtigkeit, wenigstens einige grundlegende
gérungschemische Kenntnisse zu vermitteln, und so auch die
chemische Ausbildung universeller zu gestalten.

Ubersicht des Stoffes. In der Einleitung wird auf die Bedeutung
der Géarungschemie kurz eingegangen; sodann werden einige
Richtlinien zur Loésung der theoretischen und praktischen Auf-
gaben der Garungschemie gegeben, ferner eine Charakteristik und
Ubersicht der verschiedenen (yirprozesse. SchlieBlich wird auf die
geschichtliche Entwicklung der Gérungschemie in wissenschaft-
licher und technischer Hinsicht kurz eingegangen und in diesem
Zusammenhang auf einige Probleme dieses Arbeitsgebietes hin-
gewiesen.

Im ersten Teil werden die allgemeinen Methoden der Géarungs-
chemie beschrieben, und zwar zunéchst 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 (ebenso im zweiten Teil), da diesbeziiglich einerseits das
umfassende Werk von LinpyER! vorliegt, und andererseits erst
vor kurzem ein sehr instruktiver und preiswerter Atlas der
Gérungsorganismen von GLAUBITZ? erschienen ist. Die erwdhnten
Abschnitte wurden moglichst kurz gefaBt und tiberall nur das
fiir den Géarungschemiker Wichtigste hervorgehoben.
Sodann wird die aligemeine Gérungstechnik geschildert, also die

1 LinDNER: Atlas der mikroskopischen Grundlagen der Gérungs-
kunde, 6. Aufl. Berlin 1928.
? GrausiTz: Atlas der Garungsorganismen. Berlin: Parey, 1934.
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grundsatzliche Methodik zur Durchfiihrung der Gérungen. SchlieB-
lich folgt noch das Wichtigste iiber die Aufarbeitung der Giir-
ansitze im allgemeinen.

Der zweite Teil, der den Hauptteil vorstellt, enthilt die Ubungs-
beispiele. Bei der Beschreibung derselben wurde von dem Grund-
satz ausgegangen, gelegentlich der Schilderung der praktischen
Durchfithrung der Gérungen auch theoretische Kenntnisse zu
vermitteln ; ein Grundsatz, der sich bei anderen Praktikumbiichern
bestens bewihrt hat!. Im Anschlu an die einzelnen Ubungs-
beispiele wird daher eine kurze theoretische Erdrterung tiber den
Chemismus der betreffenden Gérungsform sowie iiber die pripa-
rative Bedeutung bzw. die Technologie derselben angeschlossen.

In einem Anhang wird eine Ubersicht der Einrichtungen fiir
die Durchfithrung gérungschemischer Arbeiten gegeben. Ferner
sind Umrechnungstabellen zusammengestellt und es werden hier
Leitlinien fiir die Protokollierung entwickelt.

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

Herrn Dr. AntoN IerAavuER danke ich fiir seine eifrige Mit-
hilfe, insbesondere bei der Behandlung der biologischen Methoden
sowie bei der Durchfiihrung der Korrekturen.

Prag, im Oktober 1936.
KonrAD BERNHAUER.

! 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 Gérungschemie entgegengebracht wird,
sowie dafiir, dal die Erkenntnis der Wichtigkeit dieser Arbeits-
richtung in immer gréfere Kreise dringt. So soll es ja auch weiter-
hin eine Teilaufgabe dieses Buches bleiben, die Bedeutung der
Gérungschemie zu beleuchten, sie den Interessenten leichter zu-
génglich zu machen und ihr so weitere Mitarbeiter zuzufiihren.

Die letzten zwei Jahre haben wieder gezeigt, daB die
Gérungschemie 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 ndher zu bringen. Es sei z. B. auf
die biologische Erzeugung von Eiweill (Gewinnung von Futter-
hefe) hingewiesen, eine Frage, der gerade in Deutschland im
Rahmen des Vierjahresplanes ein groles Augenmerk zugewendet
wird. Auch sonst wird der Gélrungschemje im Vierjahresplan
immer mehr Beachtung geschenkt, was auch in den einschligigen
Verotfentlichungen deutlich zum Ausdruck kommt.

In der vorliegenden Neuauflage konnten Anlage und Rahmen
voll aus der ersten Auflage iibernommen werden. Naturgemi
wurden die seit dem Krscheinen der ersten Auflage gemachten
neueren Erfahrungen auf gérungschemischem Gebiete moglichst
vollstéindig beriicksichtigt, wodurch die Neuauflage wieder auf den
neuesten Stand gebracht wurde. Dies betrifft nicht nur die Her-
ausarbeitung der Probleme der Géarungschemie in wissenschaft-
licher und technischer Hinsicht, sondern vor allem die Erneuerung
und Umarbeitung der Ubungsbelsplele nach den letzten Veréffent-
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 erhsht. Die Umarbeitung und Neuaufnahme
betrifft vor allem die Erzeugung von PreBhefe (Futterhefe), die
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Fettsynthese durch Mikroorganismen, die oxydativen Gérungen
der Essigbakterien und Schimmelpilze, bei denen von submersen
Verfahren Gebrauch gemacht wird, da diesen die Zukunft gehort..
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 hauptsichlich theoretischer Natur gemacht.

Herrn Dr. HEiNnrRIicH KNOBLOCH, der in unermiidlicher Weise:
die Korrekturen und Ergdnzungen durchfiihrte, gebiihrt fiir seine
tatkriftige Mitwirkung an der Verbesserung des Buches mein
besonderer Dank.

Prag, im Januar 1939.
KONRAD BERNHAUER.
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Einleitung.
Bedeutung und Entwicklung der Gérungschemie.

A. Bedeutung der Girungschemie.

In der chemischen Industrie, die die Umwandlung der Roh-
und Grundstoffe in wertvollere Endprodukte zur Aufgabe hat,
nimmt neben den rein chemischen und physikalischen Vorgingen
die Erzeugung chemischer Produkte durch biochemische Prozesse
in den letzten Jahrzehnten einen immer groBeren Raum ein.
Vor allem kommt die Gérungschemie auf dem Gebiete der Er-
zeugung organisch-chemischer GroBprodukte immer mehr zur
Geltung; neben der Alkoholerzeugung sei z. B. auf die Butanol-,
Aceton-, Milchsdure- und Citronensédurefabrikation hingewiesen.
Dabei mull noch bedacht werden, dall wir uns — bei der ungemein
groBen Mannigfaltigkeit der biochemischen Abbauvorgingel —
vielfach erst am Anfang der girungschemischen und girungs-
technischen Entwicklung befinden, und daB sowohl in wissen-
schaftlicher wie in technischer Hinsicht noch eine ungeheuer
groBe Fiille von Problemen zu l6sen ist und daB eine Erschépfung
des diesbeziiglichen Forschungsgebietes noch iiberhaupt nicht
vorauszusehen ist.

Weiterhin hat die Gérungsindustrie 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 Gérungsindustrien. Dazu kommt noch die
Anwendung von Gérprozessen in der Landwirtschaft selbst, so
z. B. bei der Griinfuttersilierung usw.

Aber auch iiber den Rahmen der eigentlichen Gérungen hinaus
kénnen Mikroorganismen grofe industrielle Bedeutung erlangen:
verwiesen sei z. B. auf die Prefhefefabrikation fiir Backzwecke,
ferner auf die Erzeugung von stickstoffhaltigen Futtermitteln
(Futterhefe) sowie auf das Problem der Fetterzeugung durch
Hefen und Pilze.

Ferner hat die Gérungschemie auch in wissenschaftlicher
Hinsicht eine groffe Anzahl von Fragen und Problemen zu l6sen.

1 Vgl. z. B. FuLMER und WERKMAN: An Index to the chemical
Action of microorganisms on the nonnitrogenous organic compounds.

Springfield, Ill. and Baltimore, 1930.

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 1



2 Bedeutung der Garungschemie.

1. Industrielle Bedeutung der einzelnen Girprozesse in
engerem Sinne.

a) Die alkoholische Girung. GroBtechnische Verwertung der-
selben bei der Spritgewinnung (Brennereispiritus) sowie bei der
Erzeugung alkoholischer Getriinke (Bier, Wein). Der Alkohol ist
mengenmiBig das grofite, kiinstlich in Apparaturen erzeugte
organische Produkt. Welterzeugung an alkoholhaltigen Pro-
dukten pro Jahr!:

Bier, etwa 200 Millionen hl im Werte von

etwa . . . . . . . . . ... . . 5,8 Milliarden Mark
Wein, etwa 150200 Millionen hl im Werte
vonetwa . . . . . .. ... ... .5H2 ’s -
Sprit, etwa 20 Millionen hl im Werte von
etwa . . . . . . . ... .. ....10 ys v
zusammen . . 12,0 Milliarden Mark

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

Verwendung des Alkohols: Teilweise fiir GenuBlzwecke, die iiber-
wiegende Menge (etwa 859, der Erzeugung) fiir industrielle Zwecke
(in vergilltem sowie unvergilltem Zustand), z.B. als Brennstoff,
Treibstoff?, als Losungsmittel in der Spritlackindustrie, als Extrak-
tionsmittel, als Ausgangsmaterial fiir die Erzeugung von Athylchlorid,
Essigester, Chloroform usw., bei der Erzeugung von Farbstoffen,
Pharmazeutica, Riechstoffen usw. Dazu kommen noch die Neben-
produkte der Alkoholerzeugung wie Schlempe, Fuselsl usw.

Verwendung der Fuselile: Insbesondere als Losungsmittel in vielen
Zweigen der chemischen Industrie, auch in Esterform; manche Ester
dienen als Fruchtessenzen.

Sonstige Produkte der Hefegdrungen: Glycerin. Dasselbe kann
mit befriedigender Ausbeute auf dem Gérungswege erzeugt
werden, doch liegen unter normalen Verhiltnissen aus der Fett-
spaltung ausreichende Mengen vor. Im Weltkrieg wurden in
Deutschland schlieBlich monatlich iiber 1000 t girungschemisch
erzeugt.

1 Hinsichtlich der hier und im folgenden gegebenen handels-
statistischen Angaben vgl. ULLMANN : Enzyklopédie der techn. Chemie
(1928) sowie ScHMID: Die industrielle Chemie in ihrer Bedeutung im
Weltbild, de Gruyter & Co., Berlin u. Leipzig 1934. Vgl. weiterhin
Hdb. d. Lebensmittelchemie VII. Bd. Alkoholische GenuBmittel;
Berlin: Julius Springer 1938 (Kapitel iiber Bier, Wein usw.).

2 In Form absoluten Alkohols (fiir den Betrieb von Explosions-
motoren), entweder als Zusatz zum Benzin oder auch als selbstédndiges
Treibmittel.



Industrielle Bedeutung der einzelnen Gérprozesse. 3

Verwendung: Insbesondere in der Sprengstoffindustrie (Nitro-
glycerin), ferner in der Textil- und Féarbereiindustrie (Zusatz zu Druck-
farbstoffen), in der kosmetischen und Arzneimittelindustrie (als
Weichmachungsmittel), in der Lack- und Kunstharzindustrie (z. B. in
Form von Estern), in der Farbenindustrie, im Automobilwesen usw.

b) Die Butanol-Aceton-Girung. Die Welterzeugung an Aceton
soll 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 fiir Nitrocellulose bei

der Fabrikation des rauchlosen Pulvers, fiir Nitrolacke, zur Erzeugung
von Bromaceton (Gaskampfstoff).

Verwendung des Butanols: Als Losungsmittel in der Lackindustrie
(insbesondere fiir Nitrolacke), teils als solches, teils in Form von
Estern. (Ameisensédure-, Essigsdure-, Phthals@ureester); auch zu-
sammen mit anderen Losungsmitteln (insbesondere Alkohol).

Sonstige Produlkte der Butylgdrungen: Butlersdure. Verwendung:
zur Herstellung von Buttersdureestern des Athyl-, Benzyl-, Phenyl-
alkohols, Geraniols usw. fiir die Riechstoffabrikation, in verhéltnis-
maBig beschrankten Mengen. — Umwandlung des technischen Ge-
misches von buttersaurem und essigsaurem Calecium in Ketone; Ver-
wendung dieser als Loésungsmittel.

¢) Essiggirung. Erzeugung der Essigsdure auf dem Gérungs-
weg in Konkurrenz mit rein chemischen Verfahren. Welterzeugung
etwa 270000 t, entsprechen schitzungsweise 190 Millionen Gold-
mark, davon etwa 409, durch Garung (309, durch Holzverkohlung
und 309, durch Synthese).

Verwendung der Essigsdure: In verdiinntem Zustand in der
Nahrungsmittelindustrie (als ,,Essig®), in bedeutendem MaBe zur
Herstellung von Estern (Methyl-, Athyl-, Butyl-, Amylacetat), die
in der Lack- und Riechstoffindustrie usw. gebraucht werden; ferner
zur Erzeugung von Aceton und Essigsdureanhydrid (besonders wichtig
fiir die Herstellung von Acetyleellulose) usw.

d) Milehsiuregiirung. GroBtechnische Erzeugung der Milch-
sdure ausschlieBlich durch Gérung. Weltproduktion etwa 6000 t
im Werte von 7,7 Millionen Goldmark.

Verwendung der Milchsdure: Das technische Produkt (43 —48 % ig)
in der Gerberei zum Entkalken der Héute, in der Textilindustrie (zum
Criffigmachen von Textilien, Seide, Kunstseide usw.). Reine Milch-
sdure m der Lebensmittelindustrie (fiir Limonaden, Fruchtsifte, Obst-
wein usw.), zur Beseitigung der Carbonathérte des Brauwassers usw.

e) Citronensiuregirung. Die Erzeugung von Citronensidure auf
dem Gérwege bedeutet fiir die Gewinnung derselben aus Citronen
bereits eine bedeutende Konkurrenz. Heute diirfte sogar schon die
Hauptmenge der Citronensdure auf dem Gérungsweg erzeugt
werden, undzwarindenU. 8. A., Belgien, England und der Tschecho-

1%
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Slowakei. Die Gesamtproduktion an Garungscitronensiure diirfte
etwa 8000t pro Jahr betragen, wovon etwa 5000t in den U.S.A.
erzeugt werdenl.

Verwendung der Citronensdure: In der Lebensmittelindustrie,
besonders bei der Herstellung von Fruchtséiften und Limonaden; in
der Kattundruckerei als Reservage und zur Belebung der Farben;
ferner fir medizinische Zwecke in der pharmazeutisch-chemischen
Industrie. Eine sehr groBle Bedeutung kénnte die Verwendung zur
Erzeugung von Kunstharzen erlangen (tiber Citracon- und Itaconsiure
und deren Anhydride), womit auch der Bedarf an Citronenséure sehr
steigen wirde.

1) Cellulosevergirung. Hierher gehdrt die Methangewinnung aus
Abwasserschlamm durch Methanbakterien; Verwendung des Methans
als Leuchigas (dies wird z. B. i Miinchen technisch durchgefiihrt).
Insbesondere die Cellulosevergérung durch thermophile Bakterien
konnte eine groBe Zukunft haben, da die Cellulose das billigste
Ausgangsmaterial voistellt. Es wird dabei Essigséure, Buttersidure,
Alkohol, Milchsdure usw. gebildet. Diese Girungsvorgéange zu geregelten
Prozessen auszugestalten, stellt emne sehr wichtige gdiungschemische
Aufgabe vor, insbesondere fiir Lénder, in denen ein relativer Mangel
an Kohlehydraten besteht.

2. Wirtschaftliche Bedcutung von Giirungsvorgingen und Girungs-
organismen in weiterem Sinne.

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

a) Silierung von Grinfutter: Konservierung von eiweifireichem
Griinfutter durch Einsduerung desselben in grofien wasserdichten
Silos; es findet dabei teilweise Vergirung (Milchsiurebildung)
statt. GroBe Bedeutung der Silierung in der Landwirtschaft:
Erzeugung von Saftfutter von groflem Eiweiligehalt fiir den
Winter. Die Erhohung der Griinfuttermenge ist zwecks Steigerung
der Tierfettproduktion erforderlich.

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

p) Konservierung von Nahrungsmitteln durch saure Girungen
(Milchsduregirung): Einsduerung von Kraut, Gurken usw.

1 Vgl. dazu WeLLs und HErrIck: Ind. Eng. Chem. 30, 255 (1938).
Vgl. auch RaA1sTrICK in Perspectives in Biochemistry, Cambridge
1938, S. 265.
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b) Sonstige industriclle Bedeutung der Gérungsorganismen.
Auch iiber den Rahmen der eigentlichen Gédrungen hinaus kénnen
Mikroorganismen groBle industrielle Bedeutung erlangen, so z. B.
bei der Herstellung von PreBhefe fiir Backzwecke, ferner fiir die
Fetterzeugung und die Gewinnung N-haltiger Nahrungsmittel (Ei-
weiBstoffe, Futterhefe) aus einfach zusammengesetzten Nihr-
l6sungen.

a) Bidckerhefe. Erzeugung derselben unter Vermeidung der
Alkoholbildung. Die Hefeproduktion betrug 1936 in Deutschland
etwa 55000 t. ‘

Verwendung der PrefShefe: Hauptsachlich in der Weilbéickerei zum
Lockern des Teiges durch Vergarung kleiner Mengen des Mehles (neben-
bei Einwirkung proteolytischer Enzyme auf das Mehleiweil); ferner
von Bedeutung fiir die Auffrischung des Sauerteiges. Wichtig ist das
Géarvermoégen der so erzeugten Hefe (Triebkraft).

p) Futterhefe. Es handelt sich hier zundchst um die Verwertung
der Brauereihefe, die in grofen Mengen anféllt: 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
Eiweil aufzubauen. Die so erzeugte Hefe braucht kein Gér-
vermégen zu haben; Verwendung sehr schnellwiichsiger Hefen
(z. B. Torulaarten). Durch die bahnbrechenden Arbeiten Fixks
wurden einige Verfahren ausgearbeitet (je nach den Rohstoffen:
Holzzucker, Sulfitablauge, Xartoffeln bzw. Schlempe aus
Kartoffelbrennereien). In Deutschland sollen dem Vernehmen
nach zunichst 100000 t getrocknete Futterhefe pro Jahr erzeugt
werden (enthaltend 50000 t Rohprotein).

Die Wirtscbafthichkeit der Erzeugung von Futterhefe (auch aus
den billigsten Rohstoffen) ist immer noch fraglich. Gegen die land-
wirtschaftliche Erzeugung eiweifireicher Futtermittel (Sojabohnen,
ErdnuB, Lupine, Raps usw.) scheint das Verfahren jedoch unter
normalen Verhiltnissen kaum aufkommen zu konnen. Jedenfalls ist
die Konkurrenz mit dem billigen ,,Weltmarkteiwei‘‘ vorldufig noch
nicht erreichbar!.

v) Fetterzeugung durch Hefe und Pilze. Fiir Zeiten des Fett-
mangels von grofler Bedeutung. Im Weltkrieg wurde der Frage
erhohte 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-

1 Vgl. die Zusammenfassung von Fink: Angew. Chem. 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. Wissenschaftliche Bedeutung der Gérungschemie.

Wissenschaftliche Forschungen auf dem Gebiete der Gdrungs-
chemie sind vor allem in zweifacher Hinsicht von Bedeutung:
Einerseits vermitteln uns gerade die Géarungsorganismen eine
Anschauung vom Ablaufe relativ einfacher biochemischer Re-
aktionen und Reaktionsketten unter verhdltnismaBig wenig
komplizierten Bedingungen. Auf diese Weise kann ein besseres
Verstdndnis auch komplizierterer Lebensvorginge wie Atmung,
Wachstum usw. angebahnt werden. Anderseits sind viele gdrungs-
chemische Vorgédnge auch fiir die praparative organische Chemie
von Interesse.

a) Aufklirung der Girungsvorgiinge. Bedeutung: Es wird die
Grundlage fiir die Entwicklung von Vorstellungen geschaffen, in
welcher Weise sich die Zellreaktionen auch bei héher organisierten
Lebewesen abspielen mogen. Prinzipielle FEinheitlichkeit im
Chemismus des Zellgeschehens. Z. B. die Aufklarung der oxydativen
Giérungen bietet manche Parallelen zu den Atmungsvorgingen in
héher stehenden Organismen (héhere Pflanzen, Tierreich!). Man
vergleiche ferner die Parallele zwischen der Milchsiuregirung und
der Glykolyse im Tierkérper usw. Dabei ist die Aufklirung der
Vorgénge bei Mikroorganismen oft weniger kompliziert, als bei
héheren Pflanzen oder im Tierkorper, da die Gérungen meist
durch einzellige Organismen hervorgerufen werden.

b) Priparative Bedeutung der Girungschemie. Vielfach bietet
die préparative Darstellung organischer Verbindungen mittels
Garungsorganismen manche Vorteile gegeniiber den rein che-
mischen Darstellungsweisen; in manchen Fillen fiihrt iiberhaupt
nur das biochemische Verfahren zum Ziel. Als priparative bio-
chemische Methoden sind dabei vor allem Oxydationen mittels
Essigbakterien, ferner Reduktionen und Acyloinkondensationen
mittels girender Hefe von Bedeutung. So erméglichen z. B. die
Oxydationen mit Essigbakterien eine bequeme Darstellung von
Ketosen aus Zuckeralkoholen, ferner die Gewinnung von Zucker-
carbonsiuren aus Aldosen und die Oxydation von Zuckercarbon-
sduren zu Ketosiuren. Die biochemischen Hydrierungen mittels

! Siehe K. BERNHAUER: Erg. d. Enzymforsch. 8, 220 (1934).
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girender Hefe sind vor allem deshalb von Bedeutung, da sie
vielfach die Gewinnung optisch aktiver Korper ermdéglichen
(z. B. sekundérer Alkohole aus Ketonen), ferner die Reduktion
von halogenierten Substanzen (Alkohole aus Aldehyden) ohne
Eliminierung des Halogens usw. Dal} die biochemischen Reduk-
tionen auch bei recht komplizierten Produkten préparativ von
Bedeutung sein koénnen, zeigt die Gewinnung des Testosterons!.
SchlieBlich erméglicht” die Acyloinkondensation den Aufbau von
Substanzen (insbesondere in der aromatischen Reihe), die auf
rein chemischem Weg schwierig oder iiberhaupt 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.

Tabelle 1.
Prozef3 Garu.ngs Darzustellende Ausgangsmaterial
{ organismen Substanz
Dioxyaceton Glycerin
(5,Oxanthin®‘)
1-Sorbose Sorbit (,,Sionon‘)
Oxy- Essig-. | Adonose Adonit
dation | bakterien | d-Gluconséure d-Glucose
d-Galaktonséure d-Galaktose
d-2-Ketogluconsgure | d-Gluconsaure
d-5-Ketogluconsgure | d-Gluconsaure
sek. 1-Butylearbinol | Methyl-athy!-
acetaldehyd
Trichlorathanol Chloralhydrat
Tribrométhanol Bromal
Re- gérende (5, Avertin‘®)
duktion Hefe d-Propylenglykol d,1-Milchsdurealdehyd
1-1,3-Butylenglykol d,1-Acetaldol
1.2,3-Butylenglykol Diacetyl
Octadienol Octatrienal
Testosteron Androstendion
Methylacetylearbinol | Acetaldehyd-Zusatz
Acyloin- . Phenylacetylcarbinol | Benzaldehyd-Zusatz
konden. | garende | Chlor-Phenylacetyl- | Chlorbenzaldehyd-
sation Hefe carbinol Zusatz
p-Methoxyphenyl- Anisaldehyd-Zusatz
carbinol

1Vgl. dazu L. MamoLr: B. 71, 2278 (1938). — MAMOLI u. VERCELLONE :
B. 70, 470, 2079 (1937).
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B. Einige Richtlinien zur Lisung der theoretischen und
praktischen Aufgaben der Girungschemie.

1. Methoden zur Aufklirung des Chemismus der Giéirungsvorgiinge.

Bei den verschiedenen Giérprozessen in weitestem Sinne
finden nur in wenigen Fallen einfache Reaktionen statt. Dies ist
schon daraus ersichtlich, daB die Girungsprodukte in ‘ihrer
chemischen Struktur von den Ausgangskoérpern zumeist vollig
abweichen. Ks handelt sich vielmehr bei den Gérprozessen
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 Gdrungs-
chemie ist die Klarlegung der Art des Reaktions-
ablaufes bei den einzelnen Géirprozessen sowie die
Erforschung der die Einzelreaktionen einer Reaktions-
kette katalysierenden Stoffe. Prinzipiell bestehen zwei
Moglichkeiten zur Klidrung der Girungsvorginge, und zwar je
nachdem, ob den Garungszwischenprodukten oder den Gérungs-
endprodukten das Hauptaugenmerk zugewendet wird. Die
Forschungsergebnisse beider Methoden haben einander zu er-
ginzen.

a) Die Girungszwischenprodukte. Grundsitzlich sind zwei
verschiedene Gruppen von Zwischenprodukten zu unterscheiden:
nimlich einerseits solche, die aus der Zelle — wenigstens voriiber-
gehend — ausgeschieden werden (ebenso wie die Gérungsend-
produkte) und anderseits solche, die normalerweise die Zelle nicht
verlassen und in dieser direkt weiter umgesetzt werden. Die gleiche
chemische Substanz kann als Gérungszwischenprodukt bei den
verschiedenen Gérungen, sowie abhingig von den Versuchs-
bedingungen, bald der einen, bald der anderen Gruppe angehdéren.
Die erste Gruppe von Zwischenprodukten ist dadurch
charakterisiert, dafl dieselben in stabilem Zustand auftreten und
daher auch im normalen chemisch-physikalischen Zustand von den
Gérungsorganismen (bzw. Enzymen) weiter umgewandelt werden
(zumeist auch in hoheren Konzentrationen vertriglich). 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; kénnen in diesem Zustand oft sogar giftig wirken;
sind in der Regel in héheren Konzentrationen kaum vertréiglich.
Aus dem Gesagten ist zugleich ersichtlich, da3 nur bei Substanzen
der ersten Gruppe ihre Funktion als Gérungszwischenprodukte
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mit Sicherheit bewiesen werden kann, wihrend bei denen der
zweiten Gruppe zumeist nur ein Wahrscheinlichkeitsbeweis fiir ihre
Intermediarrolle zu erbringen sein wird. Die Zwischenprodukte
dieser zweiten Gruppe sind daher mehr als ,,Umwandlungs-
phasenl” aufzufassen, die also niemals direkt nachweisbar sind,
die aber durch bestimmte MaBnahmen bzw. unter bestimmten
Bedingungen zum Austritt aus der Zelle und zur Anhiufung im
Auflenmedium veranlaBt werden koénnen, 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 Girungsvorgang eine
bestimmte Substanz als Zwischenprodukt eine Rolle spielt, sind
in Tab. II ibersichtlich zusammengestellt.

b) Girungsendprodukte und Stoffwechselbilanzen. Die Girungs-
endprodukte sind dadurch charakterisiert, daB sie stets aus der
Zelle ausgeschieden werden und sich im umgebenden Medium an-
sammeln. Feststellung derselben durch Bilanzversuche: alle
Garungsprodukte, naturgemdl 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 Verhiltnis
zum Substrat oxydierl erscheinen, auch entsprechende Reduk-
tionsdquivalente vorhanden sind. Aufstellung von Stoffwechsel-
bilanzen nicht nur bei normalen Gérungen erforderlich, sondern
auch bei Umschaltungen des normalen Géarverlaufes. Die Ergeb-
nisse der Bilanzversuche sind zugleich Priifsteine fiir die Richtig-
keit eines Géarungsschemas.

2. Richtlinien der. technischen Girungschemie.

Entscheidend fiir die technische Gérungschemie ist die Ge-
winnung der gewiinschten Gérprodukte in hohen Ausbeuten so-
wie in méglichster Reinheit (also frei von Nebenprodukten). Da-
bei ist ferner die Verwendung der billigsten Ausgangsmaterialien
und eine moglichst rasche Durchfithrung des Gérprozesses sehr
wichtig. Da es sich dabei um biologische Vorginge handelt, ist
verstindlich, dafl dieses Ziel nicht leicht erreichbar ist. Da
weiterhin die theoretischen Grundlagen der betreffenden Prozesse

1 Vgl. Norp: Protoplasma 10, 48 (1930); Erg. Enzymforsch. 1,
94 (1932). — Angew. Chem. 47, 491 (1934). — KLUYVER: Erg. Enzym-
forsch. {4, 237 (1935). — Vgl. auch die Radikalkettentheorie der
biochemischen Prozesse von HABER und WILLSTATTER: B. 64, 2844
(1931).



10 ZEinige Richtlinien zur Lésung gédrungschemischer Probleme.

Tabelle II.

Allgemeine Methoden

Beispiele

1. Isolierung

a) Auftreten von Zwi-

Auftreten und Verschwin-

und Festlegung | schenprodukten het nor- | den von Buttersdure und
von Zwischen- | malen Gérungsprozessen; | Essigsdure bei der nor-
produkten Unterbrechung der Gé-|malen Butanol-Aceton-
rung und Feststellung, | gdrung. Auftreten und
welche Produkte inter-| Verschwinden von Atha-
mediir auftreten und spé- | nol bei der Fumarsiure-
ter wieder unter Bildung gérung
von Endprodukten ver-
schwinden
b) Anhdufung von Zwi-| Anhéufung von Ca-Buty-
schenprodukten durch be- | rat und Ca-Acetat in Ge-
sondere MaBnahmen. | genwart von CaCO,; bei
Unterbrechung des Gér-| der Butanol-Aceton-
prozesses in einem Zwi-|girung. Arh#ufung von
schenstadium ; insbeson- | Acetaldehyd mittels Ca-
dere Anhiufung ° von | Sulfit bei der Essiggiirung
Ssuren in Form von
Salzen
c) Festlegung von Zwi- | Fiinfte Vergarungsform
schenprodukten  durch| (Methvlglyoxalanhau-
Verhinderung anschlie- | fung). (Milchsduregirung
Bender Enzymreaktionen| durch Buttersaurebak-
durch Zellgifte terien in Gegenwart .von
; CO)
2. Umschal- a) Abfangung von Zwi- | Abfangung von Acetalde-
tungen des |schenprodukten mittels | hyd bei der zweiten Ver-
normalen besonderer Abfangver- | gdrungsform (Umschal-
Giéarprozesses tung der alkoholischen

fahren (Abfangmittel)

Géarung in eine Acetalde-
hyd-Glyceringirung)

b) Umschaltungen durch
Milieudnderungen

Alkalische Garung (dritte
Vergérungsform): Um-
schaltung der alkohol-
ischen Gérung in eine
Athanol - Essigsiure - Gly-
ceringarung

¢) Umschaltungen durch
Zellgifte

Anhéufung von Phospho-
glycerinsgure in Gegen-
wart von Na-Fluorid. An-
haufung von Brenztrau-
bensdure-Glycerin in Ge-
genwart plasmolytischer
Stoffe(4.Vergarungsform)
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Tabelle IT (Fortsetzung).

Allgemeine Methoden Beispiele
3. Umwand- |a) Direkte Umwandlung | Decarboxylierung der
lung von von einzelnen Zwischen- | Brenztraubensdure  bei
Zwischen- produktent der Hefegarung. Decarb-
produkten oxylierung der Acetessig-
sdure bei der Aceton-

garung

b) Umwandlung von Zwi-

schenprodukten beim Zu-

satz derselben zur nor-
malen Gérung?

Umwandlung von Acet-
aldehyd, Essigsdure,
Buttersdure usw. bei der
Butanol-Acetongérung.
Essigsdure —» Bern-
steinsdure —» Fumar-
séure bei der Fumarséure-
garung

¢) Umwandlung von Zwi-
schenprodukten im Rah-
men gewisser Substanz-

Acetaldehyd —» Atha-
nol bei der Vergérung von
Hexosediphosphorsaure

systeme

in Gegenwart von NalF

vielfach noch gar nicht geklirt sind, héngt die richtige Durchfiih-
rung derselben in hohem MaBe von der Erfahrung ab und erst
allmahlich gelingt es, die Bedeutung der so zahlreichen Faktoren
fiir den Verlauf der verschiedenen Gérungen zu ergriinden und
sicherzustellen.

Fiir die Durchfiilhrung eines Gérprozesses und insbesondere
fiir dessen technische Verwertung sind zwei Gruppen von Faktoren
von grundlegender Bedeutung, ndmlich die Auffindung bzw. Aus-
wahl geeigneter Organismen und sodann die Ermittlung geeigneter
Bedingungen ; es handelt sich dabei demnach um innere wie duflere
Faktoren.

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

2 Bei der Umwandlung von Zwischenprodukten (die nicht schon
normalerweise im WMilieu auftreten) ist zu beachten, daB} sie vor
ihrer Umsetzung erst in die Zelle aufgenommen werden miissen (Permea-
bilitat daher sehr wichtig) und weiterhin liegen sie zunéchst in
stabilem Zustand vor, so daf3 aus dem Ergebnis ihrer Umwandlung im
Versuch niemals ein zwingender Schlufl auf ihre Rolle als Zwischen -
produkt gezogen werden kann.
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a) Innere Faktoren der Girprozesse (Girungsorganismen).
Die Grundlage fiir die Durchfithrung der Gérprozesss, vor allem
fiir deren praktische Anwendung ist die Auswahl der geeig-
netsten Organismen sowie die Konstanthaltung des
Géarvermdgens.

a) Anforderungen an die Gérungsorganismen (jene Organismen,
die diesen Anforderungen am besten entsprechen, sind dann als
die ,,geeignetsten’ zu bezeichnen):

1. Hohe Girgeschwindigkeit und hohe Girtemperatur, zwecks
rascher Beendigung des Prozesses.

2. Bildung der gewiinschten Garprodukte in hohen Ausbeuten,
unter moglichster Vermeidung von Nebenprodukten.

3. Grofle Widerstandsfahigkeit gegeniiber Milieueinfliissen und
Fremdinfektionen.

4. Moglichste Konstanz des Gérvermogens.

B) Methoden zur Gewinnung geeigneter Girungsorganismen, die
diesen Anforderungen am besten entsprechen (die praktische
Durchfiihrung wird spiter besprochen):

1. Auffindung der Girungsorganismen in der Natur (vgl. S. 43).

2. Prinzipielle Auswahl der geeignetsten Organismen und
Stamme. Die einzelnen Gérprozesse kénnen in der Regel nicht
nur von einem einzigen bestimmten Mikroorganismus verursacht
werden, sondern von einer gréfleren Anzahl morphologisch ver-
schiedener Gérungserreger; weiterhin treten auch bei einer mor-
phologisch identischen Gruppe von Organismen noch 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 fiir einen
bestimmten Garungsvorgang in Betracht kommenden Organismen-
gruppen sowie ihren Stimmen den geeignetsten Girungserreger
auszuwéhlen, was mit Hilfe besonderer Methoden auf Grund oft
sehr langwieriger Reihenversuche bewerkstelligt wird (vgl. S. 53).

3. Aufziichtungen (Gewdhnung an Substrate). Die Girungs-
organismen miissen dabei entweder an bestimmte C-Verbindungen,
die sie vergiren sollen, gewohnt werden oder an gewisse Roh-
substrate, die oft wachstumshemmende Stoffe enthalten (z. B.
verschiedene technische Abfallprodukte wusw.). Methodische
Durchfithrung vgl. S. 51.

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

y) Bedeutung von Mischkulturen. Es wurde vielfach die Beob-
achtung gemacht, dal manche Gérungen mit einheitlichen,
reinen Bakterienkulturen schlechter, bzw. unvollstindiger und
langsamer verlaufen, als mit bestimmten Mischkulturen; vgl. z. B.
die Buttersiuregirung (s. Ubung 30 b) und Propionsiuregirung
(s. Ubung 25¢). Bekanntlich werden auch bei technischen Hefe-
girungen Mischungen verschiedener Heferassen angewendet. Bei
anderen Gérungen wieder bewdhren sich Mischkulturen nicht.

b) AuBere Bedingungen der Girprozesse. Auf den Verlauf eines
Gérprozesses kann eine grofle Reihe duBlerer Faktoren von ent-
scheidendem Einflull sein, die den Gérungsvorgang in positivem
oder negativem Sinne beeinflussen kénnen. Aufgabe der speziellen
Garungschemie ist die Aufklirung der Bedeutung dieser ver-
schiedenen Faktoren und die Verwertung derselben fiir die
Regulierung des Gérverlaufes. Diese Faktoren sollen hier, nach
drei Gruppen geordnet, kurz besprochen werden, und zwar:

a) Allgemeine (phystkalische) Faktoren:

1. Gartemperatur, Hohe sowie Konstanz derselben.

2. Physikalische Beschaffenheit des Substrates: Klare Lésungen
oder Fliissigkeiten mit suspendierten Anteilen (Anwesenheit der
letzteren ist vielfach fiir die Ansiedlung der Organismen, insbesondere
von Bakterien erforderlich).

3. Eventuell kann auch die Konzentration der zu vergidrenden
Losungen (insbesondere der C-Quelle) auf die Organismen selbst bzw.
deren Wachstum von Einfluf3 sein?!.

B) Chemische Zusammensetzung des Gdrsubstrates sowie Ndhrsub-
strates (vgl. auch S. 29); hierher gehéort:

1. Art und Konzentration der C-Quelle: so vermégen gewisse
Organismen z. B. polymere Kohlehydrate leicht zu spalten, andere
nicht usw.

2. Art und Konzentration der N-Quelle; so bediirfen z. B. manche
Bakterien organisch gebundenen Stickstoff {Eiwei3 oder dessen Ab-
bauprodukte), wogegen wieder bei anderen Géarungen rein mineralische
N-Salze am geeignetsten sind.

3. Sonstige Nahrsalze; die Zufuhr derselben in geeigneter Form
und Menge ist d4hnlich wie die der N- Quelle auf den Garungsvorgang
nur indirekt von EinfluB, indem dieselben vor allem fiir die gewiinschte
Entwicklung der Organismen von Bedeutung sind.

4. Wasserstoffionenkonzentration, fiir die verschiedenen
Gérungsorganismen sowie Géarungsvorgénge von sehr grofBer Be-
deutung; jeweils sehr verschieden.

1 Hinsichtlich des Einflusses der Zuckerkonzentration auf die
Mycelbildung und das physiologische Verhalten von Asp. itaconicus
vgl. KiNnosHITA: Acta phytochim. §, 271 (1931); 9, 159 (1937).
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5. Metallspuren kénnen einen grofen Einflu auf das Wachs-
tum der Organismen wie auch auf den Gérverlauf haben ; Bedeutung der-
selben noch nicht geklart. Ihr Einfluf kann sich sowohl bei Labora-
toriumsversuchen wie auch bei technischen Gérungen geltend machen,
und zwar insbesondere durch das verwendete GefdBmaterial und
Wasser .

6. Aktivatoren unbekannter chemischer Zusammensetzung, z. B.
aus verschiedenen pflanzlichen oder tierischen Materialien, Friichten,
Hefe usw., konnen nicht nur auf das Wachstum, sondern vielfach
auch auf den Garverlauf von groflem Einfluf} sein. Derartige Faktoren
erscheinen auch fiir die Art der Verarbeitung natiirlicher Substrate
von Wichtigkeit. Unsere Kenntnisse iiber diese Wirkstoffe sind noch
sehr mangelhaft. Hierher gehéren die v. EurerRschen Faktoren Z,
und Z, (vgl. S.143), die die Gérung der lebenden Hefe aktivieren,
sowie die Gérungsaktivatoren der Butanol-Aceton-Gérung (vgl. An-
hang zu Ubung 29). Von grundsétzlicher Bedeutung ist hierbei stets
die Entscheidung, ob die betreffenden Wirkstoffe das Wachstum und
damit indirekt die Gérung oder nur die Gérung selbst beeinflussen.
v) Art der Gérfithrung und Gdrungstechnik in engerem Sinne (vgl. S. 79):

1. Anaerobe Gérfuhrung, und Regelung derselben.

2. Aerobe Gérfihrung; Regelung der Sauerstoffversorgung; auch
spezielle Methoden (wie z. B. bei der Schnellessigfabrikation).

3. Zusatz verschiedener Stoffe wihrend des Gérprozesses (z. B.
Calciumearbonat zum Abneutralisieren von Sduren usw.).

4. MaBnahmen zur Durchmischung des Gérsubstrates.

5. Kontrolle des Gérverlaufes und MaBnahmen zur Regulierung
desselben (z. B. Temperatur, Zusitze usw.).

C. Charakteristik und Ubersicht der Girungsvorginge.

Bei den eigentlichen Gérungsvorgingen handelt es sich stets
um den Abbau von Kohlehydraten. Man kann dabei prinzipiell
zwei Vorginge unterscheiden, némlich je nachdem ob freier
Sauerstoff an dem Prozef beteiligt ist oder nicht. Es kann dabei
daher auch von Atmungs- oder Gédrungsvorgingen gesprochen
werden, bzw. wenn man den Begriff ,,Gérung® in weitestem Sinne
(und zwar mehr von technischen Gesichtspunkten aus) anwenden
will, von ,oxydativen” und ,anoxydativen“Gérungen. Im
eigentlichen Chemismus dieser Prozesse scheint jedoch kein aus-
gesprochener Gegensatz zu bestehen. Organismen, die normaler-
weise einen typisch oxydativen Stoffwechsel haben, vermdégen
unter bestimmten Bedingungen auch anoxydative Géirungen
hervorzurufen und umgekehrt.

! Hinsichtlich der Biochemie der Metallspuren vgl. z. B. ROBERG:
C. Bact. IT 84, 196 (1931); FraroN: C. 1933, II 724; BersIiN: Bio-
chem. Z. 245, 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 Gérungen.

a) Begrift der anoxydativen Gérungen. Alle Garungsvorgéinge
in der urspriinglichen Bedeutung des Wortes (,,fermentation®,
PasTEUR) sind anoxydative Gérungen. Es handelt sich dabei um
chemische Vorginge zur Befriedigung der energetischen Bediirf-
nisse der Zelle, bei denen der freie Sauerstoff nicht beteiligt ist.
Die meisten charakteristischen Gérungsendprodukte (wie Alkohole,
Ketone, Siauren usw.) kénnen 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 Gdrungsvorginge 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), hdufig zur Durchfithrung anoxydativer
Géarungen befahigt. Dadurch verwischen sich die Grenzen zwischen
anoxydativen und oxydativen Girungserregern; dies ist vielfach
auch fur die Kldrung des Chemismus der betreffenden Gérungs-
vorgdnge von grundlegender Bedeutung.

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

b) Begriff der oxydativen Girungen. Dieselben fallen nur in den
Begriff der Gérungen in weitestem Sinne und sind als Atmungs-
vorgange aufzufassen. Es handelt sich dabei um biochemische
Zuckerabbauprozesse, die mit Sauerstoffaufnahme verbunden
sind bzw. bei denen der freie Sauerstoff als Wasserstoffacceptor,
wirkt. In diesem Sinne stellen die Endprodukte der ,,oxydativen
Gérungen®* Zwischenprodukte des Atmungsprozesses vor und es
kann auch leicht beobachtet werden, daB diese Produkte unter
der weiteren Einwirkung der betreffenden Organismen véllig zu
CO, oxydiert werden kénnen. ‘

Erreger der oxydativen Gdrungen: Vor allem Schimmelpilze und
Esgigbakterien. Auch Organismen mit einem typisch anoxydativen
Stoffwechsel (wie Hefen) sind jedoch in Gegenwart von Sauerstoff
zu Reaktionen beféhigt, die fiir die oxydativen Gérungen charakte-
ristisch sind (vgl. Anhang zu Ubung 56). Von prinzipieller Be-
deutung fir 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 Géarungen (mqbesondere bei der Athanolgarung), nur
die ,,einfachen Oxydationsvorginge** stellen einen Sondertypus des
Zuckerabbaues vor. Die oxydativen Gérungserreger selbst vermogen
nur in Gegenwart von Sauerstoff zu wachsen und die fiir sie charakte-
ristischen Garprozesse zu bewirken.
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2. Der Chemismus der Girungs- und Oxydationsvorginge im
allgemeinen.

Im folgenden werden nur die Grundziige des biologischen
Zuckerabbaues durch Géirungsorganismen zusammengefaf3t; hin-
sichtlich einiger Einzelheiten sei auf die bei der Beschreibung der
Durchfiihrung der verschiedenen Gérungen anhangsweise an-
geschlossenen Erérterungen verwiesen (vgl. Ubungsbeispiele).

a) HauptprozeS des Zuckerzerfalls (Abbau iiber die C,-
Stufe). @) Der primdire Abbauweg verliuft (soweit bisher ge-
klart) wahrscheinlich stets grundsitzlich in der gleichen Weise:
Hexose —» Phosphorylierungen —» primérer C3;-Korper. Die
Phosphorylierungsvorginge bewirken eine Auflockerung des
Molekiilgefiiges und leiten so die Spaltung ein. Der primére Cs-
Korper (Triosephosphorsiure bzw. Methylglyoxal) unterliegt so-
dann einer weiteren Umwandlung. Physiologische Bedeutung
des Methylglyoxals noch nicht véllig klargestelltl.

B) Umwandlungen des primiren Cg-Korpers; 1. Umwandlung
der T'riosephosphorsiure: Dehydrierung zu Phosphoglycerinséure
weitere Umwandlung dieser zu Brenztraubensiure: —» Acet-
aldehyd +CQ, (Hefegirung) bzw.-—3 Milchsidure (Milchsidure-
girung). Hydrierung zu Glycerinphosphorsiure. 2. Umwand-
lungen des Methyl;lyoxals: Dismutation zu Milchsiure; ferner
(hypothetisch nach Kiuvver): Abbau nach dem Brenztrauben-
sédureschema:

CH,.CO.CH(OH), — H, —» CH;.CO.COOH —»

CH;.CHO -+ CO,.
Oder Spaltung nach dem Ameisensidureschema:
CH,;.CO.CH(OH), —» CH,.CHO+ H.COOH (—>» CO,+ H,);

z. B. bei vielen Bakteriengdrungen angenommen.

1 Das Methylglyoxal tritt jedenfalls allgemein in der Natur beim
Zuckerabbau auf (NEUBERG und KOBEL) und ebenso das Enzym
Methylglyoxalase, das die Umwandlung des Methylglyoxals in Milch-
séure katalysiert. Dies kann in folgender Weise gedeutet werden
[TIKEA: Biochem. Z, 279, 264 (1935)]:

1. Entweder ist das Methylglyoxal ein wirkliches Zwischenprodukt,
iiber das der Abbau der Kohlehydrate laufen muf3, oder

2. bildet sich dasselbe (wie MEYERHOF annimmt) rein chemisch
aus Triosephosphorsdure, falls diese nicht genug rasch weiter:dis-
mutiert wird. Die Funktion der Methylglyoxalase wire dann' das
giftige Methylglyoxal rasch in Milchsdure iiberzufithren. Did"Mbtchyl-
glyoxalase hétte dann eine ahnliche Funktion wie die Katalase bei der
Zerstorung des bei Hydrierungsvorgingen auftretenden gleichfalls
giftigen Hydroperoxyds. Fraglich ist dabei, ob die rein chemische
Umwandlung des Trioseesters in Methylglyoxal geniigend rasch ver-
lauft, um von Bedeutung zu werden.
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y) Umsetzungen des Acetaldehyds: 1. Hydrierung zu Athanol
(bei der Hefegidrung und verschiedenen Bakteriengirungen).
2. Dehydrierung zu Essigsdure (z. B. bei vielen Bakteriengirungen),
weitere Umwandlung der Essigsdure unter Bildung von Aceton
(iiber- Acetessigsdure; Acetongirung). 3. Acyloinkondensation
unter Beteiligung von nascentem Acetaldehyd und Acetaldehyd-
hydrat. 4. Aldolkondensation (vielleicht bei den Butylgirungen).

0) Ozydative Abbauprozesse, anschlielend an den anoxydativen
Zuckerzerfall; charakterisiert durch Dehydrierung des Alkohols
zu Essigsdure (Essiggirung) sowie Dehydrierung der Essigsédure:
Bernsteinsdure-Fumarséuregidrung, Citronenséuregérung (%), sowie
weitere Abbauprozesse (Oxalsduregirung).

b) Nebenprozesse des Zuckerabbaues. a) Spaltung in C,- und
C,-Ketten. Angenommen bei der Bernsteinsiurebildung durch
verschiedene Bakterien (z. B. bei der Coligirung und Propion-
sduregirung; vgl. dazu die Anhénge zu den Ubungen 26 und 27).

B) Direkte Oxydation des Zuckers, ohne Sprengung der Kette;
einfache Oxydationsvorgidnge: Bildung von Kojisdure sowie
Gluconsdure (u. a.); weitere Oxydation der letzteren zu 2-Keto-
gluconsdure, 5-Ketogluconsdure und Aldehydgluconsédure (durch
Essigbakterien bewirkt); anschlieend Abbauprozesse.

D. Geschichtliche Entwicklung und Probleme der Girungs-
chemie in wissenschaftlicher und technischer Hinsicht.

Die rein empirische Verwertung von Gérungsvorgéngen im Ge-
werbe, ferner in der Landwirtschaft, im Haushalt usw. reichen — wie
z. B. die Alkoholgérung und Brotbereitung — in vorgeschichtliche
Zeiten zuriick. Erst im Laufe der letzten 100 Jahre wurden jedoch
die Garungsvorgidnge in wesentlichen Punkten geklirt. Vor allem
war es die Hefegdrung, die wegen ihrer friihzeitigen technischen An-
wendung und auffilligen duBleren Erscheinung zunédchst das Interesse
erweckte. Erst allmahlich kam sodann das Studium und im Anschluf
daran auch die technische Verwertung anderer Gérungsformen hinzu.
Heute ist dieser Prozel noch in vollster Entwicklung begriffen und
ein Abschlu3 ist noch iiberhaupt nicht vorauszusehen.

1. Die Hefegiirungen.

Die durch Hefe hervorgerufene alkoholische Gérung ist die am
langsten bekannte und verwertete Géarungsform iiberhaupt. Zunéchst
zur Herstellung alkoholischer Getréanke beniitzt, und zwar vor allem
zur >ierbereitung, Herstellung bierartiger Getranke im Haushalt wohl
schon in vorgeschichtlicher Zeit; die altesten geschichtlichen Hinweise
in bildlichen Darstellungen der alten Babylonier (vor etwa 7000 Jahren) ;
im 5. Jahrtausend v. Chr. scheinen bereits gewerbliche Brauereibetriebe
existiert zu haben. Die Kenntnis der Bierbereitung ging dann auf die
Agypter iiber. In der hellenischen und griechischen Kulturepoche

Bernhauer, Girungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 2
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stand der Wein als GenuBmittel im Vordergrund. Bierbereitung bei
den Thrakern, Skythen, Kelten und besonders Germanen. In der
Folgezeit ist dann Deutschland die Hauptpflegestdtte der Bier-
bereitung geworden. Verwendung des Hopfens als Wiirzemittel bereits
in Babylonien; sodann erst wieder im 8.—11. Jahrhundert n. Chr.
(FREISING). Erste Bilitezeit der Bierbrauerei zu Anfang des 17.  Jahr-
hunderts (Norddeutschland, obergdrige Biere), spéiter in Bayern
(untergérige Biere, die heute fast {iberall mit Ausnahme von England
die obergéarigen verdriangt haben). Einfithrung der Hefereinzucht in die
Bierbrauerei durch CH. HANSEN.

Spirituserzeugung. Ursprung der Alkoholdestillation: wahrschein-
lich im 11. Jahrhundert n. Chr. in Italien. Gewinnung von Brannt-
wein aus Getreide etwa im 14. Jahrhundert. Mikroskopische Unter-
suchung der Hefe 1680 durch LEEUWENHOEK. Wesentliche Fort-
schritte in der Branntweinbrennerei in technischer wie wissenschaft-
licher Hinsicht im 18. Jahrhundert: Feststellung von CO, durch
Mac BRIDE (1764), Garungsgleichung nach LAVOISIER, Methoden
zur Bestimmung des Alkoholgehaltes (spez. Gew., REAUMUR, 1793),
Errichtung von Kartoffelbrennereien. Im 19. Jahrhundert wissen-
schaftlicher Streit tiber die Ursachen der Géarung und grundsétzliche
Klirung des Vorganges (vgl. unten). Ferner bedeutende Fortschritte
in der Spiritusbrennerei: Einfithrung der Hefereinzucht in den
Brennereibetrieb durch P.LINDNER. Ubergang vom Handbetrieb
zum Maschinenbetrieb. Vervollkommnung der Destillierapparate:
allmihliche Entwicklung des kontinuierlichen Destillierapparates.
Einfiihrung des Hochdruckdampfverfahrens durch HENzZE (1873).

Sehr wichtig wurde sodann besonders in neuerer Zeit die Spiritus-
erzeugung aus moglichst billigen Ausgangsmaterialien. Besonders die
Verwendung der Sulfitablauge wurde dabei von Bedeutung (vgl. S.114).

Das Problem der Spirituserzeugung aus Holz selbst ist bereits
iitber 100 Jahre alt. Problem bis zum Kriegsende noch nicht gelést
(das Stettiner Kriegsverfahren gab nur 61 Spiritus aus 100 kg
Holz). Nach dem Krieg: Verfahren von BERGIUS und SCHOLLER zur
Holzverzuckerung (vgl. 8. 114), dadurch wesentliche Verbilligung der
Spirituserzeugung (dem Vernehmen nach beim Scholler-Tornesch-
Verfahren fast die Hélfte des bisherigen Preises fiir Kartoffel- oder
Melassespiritus). 100 kg Holztrockensubstanz geben 241 Spiritus.
(Nach dem Scholler-Tornesch-Verfahren wurden in jahrelangem
Dauerbetrieb bereits mehrere Millionen Liter Spiritus erzeugt). In
Deutschland wurden fiinf GroBwerke 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 Rohprodukte
und Erhéhung der Ausbeute. Versuche zur Anwendung von Hefen
mit hoher Gértemperatur zwecks Beschleunigung des Prozesses.

Kunsthefefabrikation. Entwicklung derselben aus der Getreide-
brennerei; erste Anfénge 1766. Vervollkommnung durch CH. HANSENS
Forschungen iiber das physiologische Verhalten der Brennereihefen
und Einfithrung der Hefereinzucht. Durch DELBRUCK und Mitarbeiter
wurde das Verfahren weiter verbessert; Aufstellung des Systems der
natiirlichen Hefereinzucht. Verbesserungen besonders in der Ausbeute:
frither 14—159, Hefe (neben 30— 329, Alkohol), dann Verschiebung
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des Verhiltnisses auf 20—229% Hefe (bei 209 Alkohol), heute nach
dem Zulaufverfahren Ausbeuten bis gegen 1009, unter Ausschaltung
Jeder Alkoholgewinnung.

Neuere Probleme der Kunsthefefabrikation: Verwertung der Bier-
hefe durch Uberfithrung in eine versand- und lagerfihige Trocken-
hefe fur Ndhr- 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 8500t im Jahr werden erst 3500 t ver-
wertet .

Gewinnung von Fulterhefe (biologische Eiweifisynthese). Als Roh-
stoffe verwendet man entweder Holzzucker oder Sulfitablauge oder
Kartoffel bzw. Schlempe (Eiwei8-Schlempe-Verfahren von FInk). Ver-
wendung von Torula utilis als Wuchshefe. Die erzeugte Hefe ist in
getrocknetem Zustand ein haltbares und sehr wertvolles Eiweilfutter
(vgl. S. 5 u. 100).

Das Problem der Fefterzeugung durch Hefe und andere Mikro-
organismen (neuerdings nach FINk besonders Oidien) war vor allem
im Krieg von grofem Interesse. Dieses Problem dirfte nun aber
durch die nunmehr gelungene synthetische Fetterzeugung aus Kohle?
wieder in den Hintergrund treten, falls nicht eine wesentliche Ver-
billigung in Aussicht steht.

Glycerinerzeugung durch Hefegdrung nach der zweiten oder
dritten Vergarungsform (vgl. Ubung 8 und 10), in technischem Mafstab
withrend des Krieges in Deutschland angewendet (,,Protolgédrung‘‘);
Ausarbeitung des Verfahrens durch CONNSTEIN und LUDECKE 3: spater
vervollkommnet.

Wissenschaftliche Forschungen iiber das Wesen der Hefegiirung.
Gay Lussac (1810), SCEWANN (1837), KiUTzING, HELMHOLTZ u. a.
traten fiir die vitalistische Anschauung ein, die von seiten der Che-
miker (J. v. LIEBIG, J. BERZELIUS, BERTHELOT) heftig bekimpft
wurde. PASTEUR entschied zunéchst den Streit zugunsten der vita-
listischen Anschauung (auf Grund von Versuchen), nachdem E. MiT-
SCHERLICH fiir die Ansicht eingetreten war, daBl die Géarung zwar
durch Organismen oewirkt werde, jedoch nicht durch ihre Lebens-
fahigkeit, sondern durch Kontaktwirkung. Schlieflich wurde durch
BucHNERS Entdeckung der Zymase im Hefepref3saft (1897) der Streit
um die Ursachen der Gérung in dem Sinne entschieden, daf die
alkoholische Gérung als Enzymreaktion aufzufassen ist,
die unabhéngig vom lebenden Organismus vor sich gehen kann,

1 Vgl. ZIEGELMAYER, Rohstoff-Fragen der deutschen Volks-
erndhrung, 2. Aufl., Dresden u. Leipzig: Steinkopf 1937, S.9. —
Allein die NaBhefe, die in den Brauereien Deutschlands anfallt, betragt
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 FiscaEr-Tropscr (CO-
Hydrierung) als Nebenprodukte anfallenden héheren Kohlenwasser-
stoffe werden dabei zunédchst zu Fettséuren oxydiert und diese mit
Glycerin verestert. — Vgl. dazu WIETZEL: Angew. Chem. 51, 531

1938).
( 3 (.Z/ONNSTEIN und LUpEckE: B. 52, 1385 (1919).

PAd
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wobei jedoch das dabei wirksame Ferment (die Zymase) von der
lebenden Hefezelle erzeugt werden muBl. Die Folgezeit lehrte dann,
daB die Garung einen sehr komplizierten chemischen Proze3 vorstellt,
an dem eine ganze Anzahl von Fermenten beteiligt ist. Die
Charakterisierung des Gérprozesses als eine Kette von enzymatisch
bewirkten Einzelreaktionen ermoéglichte sodann auch Vorstellungen
iiber den Mechanismus der Gérung zu entwickeln und mit der
genaueren Aufklérung des Prozesses zu beginnen (NEUBERG, HARDEN,
v. EULER, LEBEDEW, MEYERHOF u. a.).

2. Anoxydative Bakteriengiirungen.

Milchsiuregiirung. Die Milchsaurebakterien (Lactobacillusarten)
sind Erreger der meisten spontanen Sduerungsvorginge: daher wurde
von der Milchsauregirung im Haushalt bereits seit Urzeiten Ge-
brauch gemacht: saure Milch, Sauerteig, Konservierungsmethoden
(Einsduerung wegen der bactericiden Wirkung der freien Milchséure).
Mit spontan aufkommenden Milchsdurebakterien arbeiten heute noch:
Sauerkrautfabrikation und Einséuerungsverfahren von Futtermitteln
(Silage). Fir manche Milchpréiparate (wie Kefir!, Yoghurt?, Kumys?
u. a.) werden die Milchsédurebakterien ohne besondere Kunstgriffe seit
Jahrhunderten in gleicher Weise fortgeziichtet. Anwendung von Rein-
kulturen bei der fabrikatorischen Milchsduregérung, bei der Milch-
und Rahmséduerung im Molkereibetrieb, Késereifung, Sauerung des
WeiB3bieres und der Hefemaische (Brennerei).

Milchsaure 1780 von SCHEELE in der sauren Milch entdeckt, 1847
Milchsauregarung beobachtet von BLONDEAU, 1857 erkannte PASTEUR,
daB Bakterien die Saurebildung veranlassen, 1877 isolierte LISTER
Reinkulturen von Milchsdurebakterien, 1903 stellten BUCHNER und
MEISENHEIMER fest, daB die Milchsdurebildung ein enzymatischer
ProzeB ist. Erste Milchsgureproduktion in technischern AusmaBe 1881
durch AVERY in U. S. A. Der Prozel 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 Milchsiduregewinnung bei hoher Gar-
temperatur (gegen 50°), Ausbeuten bis zu 909, d.Th. Neuerdings
soll die Garung kontinuierlich durchgefithrt werden, nach einem Zu-
laufverfahren, wobei man zu hohen Konzentrationen an Ca-Lactat
gelangt.

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

! Ein milchsdurehaltiges, schwach alkoholisches, schiumendes
Getrank, bereitet mittels eines Gemisches von Hefen und Milchsdure-
bakterien aus Schaf-, Ziegen-, Kuh- oder Biiffelmilch (besonders im
Kaukasus erzeugt).

2 Mittels Milchsdurebakterien aus Schafmilch oder Kuhmilch
bereitet (ein Nationalgetrink der Bulgaren).

3 Analog dem Kefir bereitet (aber aus Stutenmilch), jedoch stirker
alkoholisch (etwa bis 29/y); Ursprung bei den Kirgisen und Tataren.
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die d, 1-Form gewonnen wird') mit Hilfe geeigneter Milchsdurebakterien
(z. B. besondere Stamme des Lactobacillus casei oder Delbriickii?); im
tierischen Organismus kann nur die d-Form verwertet werden.

Milchsiure-Essigsiiure-Giirung. Insbesondere bei Anwendung
billiger kohlehydrathaltiger Ausgangsmaterialien von technischem
Interesse; geeignete Stoffe sind Maiskolben, Haferhiilsen, Erdnuf3-
schalen usw., die zunichst durch Sauren hydrolysiert werden. An-
wendung von Lactobacillus pentoaceticus: Bildung &quivalenter
Mengen Milchséure und Essigséure aus Pentosen (z. B. aus hydro-
lysierten Maiskolben in fast quantitativer Ausbeute innerhalb 10 bis
12 Tagen3).

Mannit-Essigsiiure-Girung (neben Milchsadure). Dieselbe wird
durch Vergiarung von Fructose durch heterofermentative Milchsiure-
bakterien verursacht. Bildung von Mannit, Essigsdure und CO, im
gleichen molaren Verhaltnis (aus 3 Mol Fructose!). Diese Girungs-
form hat auch technisches Interesse gewonnen (z.B. in Italien).

Athanolgirung der Bakterien. In Form einer gemischten Milch-
sdure-Athanol-Gérung bei heterofermentativen Milchsaure-
bakterien weit verbreitet. Bei manchen Bakterien wird die Athanol-
garung zum Hauptvorgang. So vergart Lactobacillus mobile [Thermo-
bacterrum mobile (LINDNER)] 909, der Glucose zu Alkohol und CQO,
und nur etwa 79 zu Milchsdure®. Neuerdings wird dieser Prozef3
in Deutschland in technischem AusmafBe durchgefiihrt (unter Ver-
wendung eines speziellen Malzes fiir die Herstellung der Wiirze).

Athanol-Butylenglykol-Girung. Verursacht dureh Organismen
der Aerogenesgruppe und der Aerobacillusgruppe. Man erhilt bis zu
309, 2,3-Butylenglykol (bezogen auf angewendeten Zucker?). Bac.
asiaticus mobile (CASTELLIANI) vergirt Zucker sehr lebhaft unter
Bildung von Athanol und CO, sowie erheblicher Mengen Butylen-
glykol (28—299)) und Wasserstoff?.

Propionsiuregirung. 1841 von NOLLNER beobachtet. Nachweis
der Beziehung zwischen der Lochbildung im Schweizer Kise und
dem Gehalt an Propionsdure (JENSEN, 1898). Isolierung von Pro-
pionsdurebakterien aus Emmentaler Kéise (FREUDENREICH und
JENSEN, 1906). SHERMAN und SHAW?® erhielten sehr aktive Bak-
terien, die starke Propionséuregérung zeigten; Versuche zur Durch-

! 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 Gérungen z. B. die d-Form stark {iberwiegen.

¢ TATuM und PETERSON: Ind. Chem. 27, 1493 (1935).

3 FRED und PETERSON: Ind. Chem. 13, 211, 757 (1921); 15, 126
(1923). Vgl. auch ALLEN: Industrial Fermentations, New York 1926,
S. 104.

¢ BorcaTo: Ann. Chim. Appl. 238, 405 (1933).

5 KLuyvER und HOPPENBROUWERS: Arch. Mikrobiol. 2, 245
(1931).

$ Vgl. SCHEFFER, Diss. Delft 1928. Ein Verfahren haben FULMER,
CHRISTENSEN und KENDALL beschrieben: Ind. Chem. 25, 798 (1933).

7 BIRKINSHAW, CHARLES und CLUTTERBUCK: Biochemic. J. 25,
1522 (1931).

8 SHERMAN und SHAW: J. of. biol. Chem. 56, 695 (1923); J. Dairy
Sei. 6, 303 (1923). .
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filhrung der Gérung in technischem Maf3stabe: Beendigung des Gér-
prozesses in 10 Tagen bei 38°. Verhiltnis Propionsédure:Essigsiure
abhingig von den verwendeten Bakterien. Auf die technischen Mog-
lichkeiten fiir die Propionsduregérung hat auch VAN NI1EL 2 aufmerksam
gemacht (Gewinnung von Organismen, die Propionséure und Essig-
séure im Verhéltnis 5:1 bildeten, Beschleunigung des Prozesses usw.).
Technische Anwendung hat die Propionsduregirung bisher noch nicht
gefunden.

Buttersiuregiirung. Von PASTEUR (1861) zuerst als bestimmte
Géarungsform erkannt. Néhere Beschreibung der Garung und der
Bakterien: Frrz (1882), BAIER (1895), WINOGRADSKY (1902),
BucaNER und MEISENHEIMER (1908), BREDEMANN (1909) u. a.
Industrielle Verwertung nur in bescheidenem Ausmafle. Tn wissen-
schaftlicher Hinsicht von groBem Interesse: Kondensationsprozesse;
auch hoéhere Fettsiuren beobachtet (NEUBERG 1921).

Butanol-Aceton-Girung. Gérungserreger bereits ldngere Zeit be-
kannt gewesen, Ausbeuten an Butanol zunéchst nur gering (GRIMBERT,
1894, EMMERLING, 1897 bis 1902, BUCHENER und MEISENHEIMER,
1908 u. a.). Industrielle Bedeutung hat diese Gérungsform wihrend
des Weltkrieges erlangt (Aceton!); Auffindung geeigneter Géarungs-
erreger. Durchfithrung des Gérprozesses geht auf FERNBACH (1912)
und insbesondere WEIZMANN (1915) zuriick. Verfahren besonders in
U. S. A. in ungewdhnlich groBem AusmafB in Anwendung. ‘Auch
wissenschaftlich von groem Interesse (Kondensationsvorginge; Re-
duktion von Carboxylgruppen).

Butanol-Isopropanol- Girung. Neuerdings von groBem technischem
Interesse geworden. Verlauf im allgemeinen analog der Butanol-
Aceton-Géarung, nur daf an Stelle des Acetons dessen Reduktions-
produkt Isopropylalkohol auftritt.

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

Cellulosevergiarungen. Erste Beobachtungen hieriiber aus dem
Jahre 1899 (Mac FAYDEN und Braxarn)., Emwirkung thermophiler
Bakterien auf cellulosehaltige Materialien, z. B. bei 60—70°; Reak-
tionsprodukte und Verhéltnis derselben zueinander sehr verschieden,

1 WHITTIER und SEERMAN: 15, 729 (1924); 16, 122 (1924).

? vAN NIeL: Die Propionsiurebakterien, Monographie, Haarlem,
1928.

3 ViLJoEN, FRED und PETERSON: J. agricult. Sci. 16, 1 (1926);
vgl. ferner Scort, FRED und PETERSON: Ind. Chem. 22, 731 (1930).
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da nur Bakteriengemische (von verschiedener Einheitlichkeit) znr
Anwendung gelangten. Bildung von Ameisensiiure, Essigsiure, Butter-
séiure, Athanol, Milchsaure, CO, und H,. Ferner gehort hierher die
Methangérung. Nach den bisherigen Befunden scheint insbesondere
die Erzeugung von Essigssure in Frage zu kommen. Die Unter-
suchungen iiber die Cellulosevergirung durch thermophile Bakterien
befinden sich noch recht im Anfangsstadium; diese Gérungen konnten
jedoch in der Zukunft von groBer wirtschaftlicher Bedeutung werden?,
da die Cellulose das billigste Ausgangsmaterial vorstellt, und in
grofiten Mengen zur Verfiigung steht.

3. Oxydative Bakteriengirungen.

Essiggiirung 2. Diese gehort neben der alkoholischen Gérung und
der Milchséduregewinnung zu den am langsten bekannten und ver-
werteten Gérprozessen. Erzeugung von Essigsdure im Altertum wie
im frithen Mittelalter im Haushal’o, indem man Wein oder andere
alkoholische Fliissigkeiten in der Wéarme unter Zutritt von Luft der
Sauerung UberlieB. Etwa im 14. Jahrhundert Entwicklung einer
eigenen Industrie; Erzeugung von Bier- und Weinessig in ruhenden
Maischen nach dem langsamen Verfahren, spater nach dem hol-
lindischenVerfahren (,, BOERHAAVE -Verfa,hren“), schlieBlich nach dem
Schnellessigverfahren (1815-—-1826, SCHUTZENBACH). 1793 als oxy-
dativer Prozefl erkannt (LAVOISIER), 1837 die Rolle der ,,Essighaut*
richtig gedeutet (KUTzING), 1868 mit der Lebenstétigkeit 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) der Essigbak-
terien (BUCENER und MEISENHEIMER). Klarung des Chemismus in
neuester Zeit (WIELAND, NEUBERG und deren Mitarbeiter).

Gluconsiuregirung. Zuerst beobachtet von BOUTROUX bei der
Einwirkung von Mycoderma aceti auf Glucose (1878). Spiter eine grole
Anzahl von Essigbakterien als geeignet befunden. In Gegenwart
von CaCO; Gluconsdureerzeugung durch fast alle Bakterien in hohen
Ausbeuten, in saurer Losung insbesondere durch Acetobacter gluco-
nicum (HErRMANN, 1928), ferner durch Bakterien aus ,,Hoshigaki‘
(TaxaHASHTI und AsAl, 1930). Technische Erzeugung von Glucon-
sdure mittels Essigbakterien vorldufig nicht sehr aussichtsreich, da
Schimmelpilze geeigneter.

Probleme: Auffindung neuer Formen mit stdrkerem Oxydations-
vermogen (Verkiirzung des Vorganges) und Durchfithrung des Pro-
zesses analog der Sorboscerzeugung.

Dioxyacetondarstellung. Oxydation von Glycerin zuerst beob-
achtet von BERTRAND (Sorbosebacterium, 1898), in der Folgezeit bei
einer groBen Anzahl von Bakterien festgestellt. Technische Anwen-
dung zur Erzeugung von Dioxyaceton (,,Oxanthin‘, I. G.) und Ver-

1 Vgl. MAaY und HegrRrick: U. 8. Dep. of Agr. (Washington) Cir-
cular Nr. 216 (1932).

¢ Literatur: WUSTENFELD: Technologie der Essigfabrikation,
Berlin 1929; vgl. ULuMaNN: 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 verdriangt).

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 1-Ascorbinsdure (Vitamin C)l. Zur Erzeugung eignet
sich am besten das submerse Druckverfahren in der rotierenden Gir-
trommel (vgl. S.79).

4. Schimmelpilzgirungen.

Citroneasiuregiirung. Entdeckt von WEHMER (1893) bei Penicillien
(Citromycesarten) sowie anderen Pilzen. Technische Darstellung von
Citronensiure 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 widerstandsfdhigeren und garkraftigeren Asp. niger
in U. S. A. durch ZanORSKY (1913); von grundlegender Bedeutung die
Untersuchung von CURRIE (1917). Doch wihrte es noch viele Jahre,
bis das Verfahren fabrikationsreif war. In den letzten 6—8 Jahren
hat sich sodann die Citronensduredarstellung auf dem Géarwege einen
Platz in der Gérungsindustrie erobern kénnen. Durchforschung der
Citronensiuregédrung in wissenschaftlicher Hinsicht insbesondere etwa
in den letzten 10— 15 Jahren.

Probleme: In technischer Hinsicht Anwendung billigerer Ausgangs-
materialien, Verbilligung der Erzeugungstechnik. Vor allem die Aus-
arbeitung eines technisch brauchbaren submersen Verfahrens wiirde
eine vollige Umwilzung der diesbeziiglichen Gértechnik bewirken. —
In wissenschaftlicher Hinsicht: Der Chemismus der Citronenséiure-
girung ist bis heute noch nicht endgiltig gekldrt. Auch die Bedeutung
der fir die Citronensiduregidrung mafgebenden Faktoren ist noch nicht
vollig ermittelt.

Gluconsiuregiirung, Bei Pilzen (Asp. niger) 1922 von MOLLIARD
entdeckt; in der Folgezeit bei vielen Pilzen beobachtet. Als enzy-
matischer ProzeS von MULLER (1928) charakterisiert. Sodann Auf-
findung von Pilzen mit starkem Vermdgen zur Gluconsdurebildung
auch in Abwesenheit von CaCO; (HERRICK und MAy, 1929). Tech-
nische Moglichkeiten des Prozesses insbesondere bei Anwendung roher
Ausgangsmaterialien. Zur technischen Erzeugung von Gluconséure
auf dem Gérungsweg kommt heute vor allem das submerse Verfahren
(in der rotierenden Gértrommel) in Betracht (HERRICK und MAY 1937).
Ferner kommt die Gewinnung der Gluconséure aus den Mutterlaugen
der Citronensdurefabrikation auf dem Gérungswege in Frage.

Fumarsiuregirung. Zuerst von EHRLICH bei Mucor stolonifer
beobachtet (1911), sodann von WEEMER (1918) ein sehr gérkréaftiger
Pilz (Asp. fumaricus) aufgefunden, der allerdings spéter sein Saure-
bildungsvermoégen énderte. Auch durch Mucor stolonifer wird Fumar-
sdure in Gegenwart von CaCO; in recht betridchtlichen Mengen an-
gehduft (BUTKEWITSCH, 1929). Technische Méglichkeiten vorldufig

1 REICHSTEIN und GrUssNER: Helv. Chim. Acta 17, 311 (1934).



Schimmelpilzgédrungen. 25

noch fraglich (Umwandlung von Fumarsiure in Weinséure oder Apfel-
séure); eventuell auch direkte weitere Umwandlung von Fumarsiure
in Apfelsdure (BERNHAUER, 1936). In wissenschaftlicher Hinsicht sehr
interessanter ProzeB: Bildung der Fumarsdure iiber Alkohol, Essig-
siure und Bernsteinsdure wahrscheinlich gemacht (BUTKEWITSCH).

Probleme: Ausarbeitung eines Verfahrens zur technischen Er-
zeugung von Fumarsdure bzw. Apfelsdure. In wissenschaftlicher Hin-
sicht: Kldrung des Chemismus.

Oxalsduregiirung. Zuerst beobachtet von DE BARY (1886) bei
Sclerotinia sp., spiter auch bei Pen. glaucum und Asp. niger. 1891
von WEHMER Bildung groBer Mengen Oxalsdure beobachtet und Be-
dingungen des Prozesses niher geklart. Technische Bedeutung besitzt
diese Garungsform kaum, da die Oxalsdure auf rein chemischem Weg
billig erhaltlich ist. In Frage kommt héchstens die Oxalsd uregewinnung
aus Holz mittels holzzerstérender Pilze (Coniophora cerebella; FALCK).
Chemismus des Prozesses noch nicht endgiltig geklart.

Kojisiuregirung. Zuerst beobachtet von SAITO (1907) bei Asp.
oryzae. (Konstitution der Kojisiure erst 1924 von YABUTA ermittelt).
In jiingster Zeit in guten Ausbeuten durch Asp. flavus erhalten (MAY
und Mitarbeiter, 1931). Proze8 bisher ohne technisches Interesse, da
noch keine Verwendungsmoglichkeit der Kojisdure aufgefunden ist.

Mannitgiirung der Schimmelpilze; insbesondere durch weile Asper-
gillusarten hervorgerufen. Ausbeuten bis zu 509, des verarbeiteten
Zuckers (RAISTRICK und Mitarbeiter, 1932).
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Erster Teil
Allgemeine Methoden der Gérungschemie.

Wir haben hier sinngemifl einerseits biologische und anderseits
chemische Methoden zu unterscheiden. Wir werden uns also zunéchst
mit der Ziichtung und Charakterisierung der Garungsorganismen und
sodann mit der Art der Durchfithrung der Garungen selbst, also der
Technik der Garfithrung zu beschéiftigen haben. SchlieBlich wird
noch das Wichtigste iiber die Aufarbeitung der Géransitze und die
Gewinnung der Gérprodukte zusammengefaBt.

I. Methoden zur Ziichtung und Charakterisierung
der Gérungsorganismen?,

A. Geriite und Nihrsubstrate zur Kultivierung
der Girungsorganismen.

1. GefiBle und Geriite.

Im folgenden wird zunédchst auf die wichtigsten GefaBe zur Kulti-
vierung von Mikroorganismen hingewiesen und deren Verwendungs-
zweck kurz charakterisiert; sodann werden auch
einige Gerate fiir besondere Zwecke angefiihrt.

a) GefiBe fiir feste Nihrboden. Proberéhren :
Fiir Agar- oder Gelatinenshrboden usw. in Schrig-
kultur (aerobe sowie fakultativ aerobe Organismen)
sowie in Stichkultur (anaerobe Organismen).

Vierkantflischchen: Zum Anlegen von Schrig-
kulturen (z. B. fiir Riesenkolonien).

Roux-Kolben (vgl. Abb. 1): Zum Gie3en von
Agar- und Gelatineplatten zwecks Reinziichtung
Abb. 1. oder zwecks Herstellung von Impfmaterial (z. B.

RoOUX-Kolben. bei Pilzen).

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

Agarschicht

1 Zusammenfassende Literatur:

Larar: Hdb. d. techn. Mycologie. Jena 1904—1914, 5 Bande.

FunrMANN, F.: Einfilhrung in die Grundlagen der technischen
Mycologie. Jena 1926.

MEYER, A.: Praktikum der botanischen Bakterienkunde. Jena 1903
(behandelt die bakteriologischen Arbeitsmethoden).

LeamANN, K. B. und R. O. NEUMANN: Bakteriologische Dia-
gnostik, 7. Aufl. Miinchen 1927 (besonders fiir Anfinger bestimmt,
enthélt 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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BasEes-Schalen (analog den PETRI-Schalen gebaut, aber Unterteil mit
einer Ausnehmung versehen, in der der Deckel aufsitzt): Verwendungs-
zweck wie PETRI-Schalen.

b) GefiiBe fiir Niihrlosungen. Arzneifldschchen (von
10— 50 cem Inhalt): Zur Kultivierung von Organismen
in verschiedenen Nihrlosungen (meist fiir Hefen und
Bakterien).

FREUDENREICH-K6lbchen (vgl. Abb. 2) und CEHAM-
BERLAND-Kilbchen (analog aber kolbenférmig); 10 bis
50 cem Tnhalt, Anwendung wie zuvor. Erméglichen ein
sauberes Arbeiten (bei der Impfung), zugleich wird
Verstauben der Watte durch die Glaskappe vermieden;
das obere Rohr kann zu einer Capillare ausgezogen
werden, um die Verdunstung einzuschréanken.

HANSEN-Kélbchen (analog dem FREUDENREICH-
Koélbchen, aber mit seitlichem Impfstutzen, auch in Abb. 2.
Form der CHAMBERLAND-Ké6lbchen, aber mit seit- FREUDENREICH-
lichem Ansatz): Verwendungszweck wie zuvor. Imp- Koibchen.
fung erfolgt durch das Seitenrohr, das sodann mit
Gummischlauch und Glasstopsel verschlossen wird; ebenso das Aus-

(Besonders fiir den Mediziner bestimmt, enthélt Vorschriften fir
Farbungen, Nahrboden und Kulturverfahren.)

KocH, A.: Mikrobiologisches Praktikum. Berlin: Julius Springer
1922. (Eme zweckmifige Anleitung fiir Ubungen in der landwirt-
schaftlichen Bakteriologie.)

JANKE, A.: Allgemeine technische Mikrobiologie, I. 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.

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

Kraus und UHLENEUT: Hdb. d. mikrobiologischen Technik.
3 Binde. Berlin 1923. (Nachschlagewerk; behandelt die gebréduchliche
Methodik und Technik.)

BrEFELD, O.: Die Kultur der Pilze. Miinster 1908.

KUSTER, E.: Anleitung zur Kultur der Mikroorganismen. Leipzig
1921, (Ziichtung der Pilze und anderer Mikroorganismen.)

WILL: Anleitung zur biologischen Untersuchung und Begut-
achtung von Bierwiirze, Bierhefe, Bier und Brauwasser, zur Betriebs-
kontrolle sowie zur Hefereinzucht. Miinster und Berlin 1909.

KLOckER: Die Gérungsorganismen. Stuttgart 1924. (Arbeits-
verfahren fiir die Untersuchung der Organismen der Gérungsgewerbe
und Beschreibung der wichtigsten Organismen.)

LinpNER, P.: Mikroskopische und biologische Betriebskontrolle
in den Géarungsgewerben. 6. Aufl. Berlin 1930. (Mehr fiir den Garungs-
chemiker von Beruf bestimmt.)
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gieBen des Inhaltes z. B. zwecks Einimpfung in einen PASTEUR-
Kolben, vgl. unten).

ERLENMEYER-Kolben: Insbesondere fir alle aeroben Organismen ;
geringe Schichthohe (groBe Oberfliche).

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

¢) Geriite fiir besondere Zwecke. PASTEUR-Kolben (Abb. 3): Zur
Zichtung von Hefe in gréBeremm MaBstab (insbesondere im Rein-
zuchtbetrieb in Verwendung). Impfstutzen mit Gummischlauch und

? 1 ] Ml M’aéh {

a0 — — 1§37

Abb. 3. PASTEUR-Kolben. Abb. 4. Feuchte Kammer.

Glasstéipsel verschlossen. Handhabung des PasTrUuRr-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 usw. in vor Verdunstung
geschiitztermm Zustand.

Doppelschalen bzw. Glasdosen (éhnlich den PETRI-Schalen oder
BaBes-Schalen, aber von 4—5 cm Héhe): Fiir Gipsblockkulturen oder
zur Aufnahme von Kartoffelscheiben usw.

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

2. Die Nihrsubstrate und deren Bereitung.

a) Allgemeine Zusammensetzung der Nihrsubstrate. 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 mikroskopischen Grundlagen der Garungs-
kunde. 6. Aufl. Berlin 1928.

HENNEBERG, W.: Hdb. d. Giarungsbakteriologie. Berlin 1926.
(Als Nachschlagewerk sehr zu empfehlen; auch fir den Géarungs-
chemiker von Beruf bestimmt.)

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

GrausIirz: Atlas der Gérungsorganismen, Parey. Berlin 1934,
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’

Unterscheidung von mnatirlichen ure kinstlichen Ndéhrsub-
straten; erstere aus Naturprodukten des Tier- und Pflanzenreiches
hergesteilt; chemische Zusammensetzung nicht genau bekannt
(hergestellt durchweg unter Benutzung von Leitungswasser);
letztere aus chemisch wohl definierten Stoffen hergestellt, meist
unter Benutzung von Mineralsalzen (mineralische Nihrsubstrate)
unter Verwendung von destilliertem (oft auch doppelt destil-
liertem!) Wasser, manchmal auch Leitungswasser.

Unterscheidung der Néhrsubstrate in feste Ndhrboden (unter
Anwendung von Agar-Agar® oder Gelatine hergestellt) und Ndhr-
losungen; erstere insbesondere fiir Reinziichtungen angewendet,
letztere vor allem zur Herstellung von Impfkulturen der Bakterien
und Hefen.

Erndhrungsphysiologisch notwendige Elemente und sonstige Stoffe:

Kohlenstoff: Meist in Form von Kohlehydraten oder EiweiS3-
stoffen oder verwandten Substanzen.

Stickstoff: Entweder in Form von EiweiBstoffen (Fleischextrakt,
Hefewasser usw.) bzw. deren Abbauprodukten (Pepton, ‘Aminoséuren)
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 Néhrbéden)
oder als anorganische Salze zugesetzt (meist KH,PO, oder K,HPO,).

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
Leitungswasser) sowie Schuermetallspuren, die vielfach die Ent-
wicklung der Organismen férdern (Wachstumsstimulatoren). Vgl.
dazu S.93.

Wuchsstoffe: In natiirlichen Substraten, insbesondere aus dem
Pflanzenreich, in der Regel vorhanden; die meisten Mikroorganismen
vermégen sie selbst zu bilden (auch in kiinstlichen Nahrsubstraten),
andere kénnen ohne dieselben nicht wachsen (die Wirkung entspricht
daher Wachstumshormonen bzw. Wachstumsvitaminen). Vgl. dazu
S.92/93.

Bedeutung der Glassorte fiir die Ndhrboden. Da gewdhnliches Ge-
rateglas stark Alkali abgibt und so das pg des Nihrbodens manchmal
sehr éndern kann, empfiehlt sich bei empfindlichen Organismen die
Verwendung von Jenaer Geréteglas oder einer anderen Glassorte, die

1 Zur Ausfiihrung genauer erndhrungsphysiologischer Unter-
suchungen. Destillation unter Benutzung von Platin- oder Quarz-
gerdten.

2 Als Ersatz fir 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 Glas soll stets
einer ,,physiologischen Waschung unterzogen werden, indem die
Glasgerate des 6fteren mit verdiinnter Salzsdure (etwa 3 %ig, in
Leitungswasser) am siedenden Wasserbad behandelt und dann griind-
lich zunédchst mit Leitungswasser, zum Schlufl mit destilliertem Wasser
gespiilt werden'. Chromschwefelsdure ist zum Waschen von Glas-
gerdten fir mikrobiologische Zwecke grundsétzlich zu vermeiden.

Die Ermattlung sowie Einstellung des pr-Wertes der Nahrboden
ist von groBter Bedeutung; auf die diesbeziiglichen Methoden braucht
hier jedoch nicht eingegangen zu werden, da eingehende zusammen-
fassende Beschreibungen vorliegen®. Fiir rasche und zumeist ge-
niigend genaue Messungen sei insbesondere auf das Folienkolori-
meter von P. WULFF® hingewiesen, das die kolorimetrische pg-
Messung auch in dunklen sowie stark getriibten Lésungen und in
Suspensionen erméglicht.

b) Allgemeines iiber die "Bereitung und Aufbewahrung der
Niihrsubstrate. Bereitung kiinstlicher Ndhriosungen: Herstellung
von Stammlésungen der betreffenden Néhrsalze in 10-—20fach
konzentriertem Zustand, von denen je nach Bedarf abpipettiert
wird. C- und natiirliche N-Quellen werden in der Regel erst vor
Gebrauch gelost. Peptonlosungen sind zumeist zu filtrieren.

Bereitung natiirlicher Ndhrsubstrate, sehr verschieden, vgl.
unten. Aufbewahrung derselben vgl. unten.

Filtration fester Nihrsubstrate (Agar- und Gelatinendhrbéden)
ist zumeist erforderlich, insbesondere fiir Reinziichtungen. Vor-
nahme der Filtration unter Benutzung von Watte oder eines
Faltenfilters, am besten im Dampfsterilisator: Die vorbereitete
heifle Flissigkeit wird aufgegossen und das Ganze in den Dampf-
topf gestellt; der meist triib durchgehende erste Anteil ist noch-
mals aufzugieBen. Diese Methode empfiehlt sich auch sonst zur
Filtration schwer filtrierender waBriger Flissigkeiten. In beson-
deren Fillen Benutzung eines mit Kieselgur imprignierten Filters.

Klirung von Ndhrsubstraten. Mittels Eiwweifs: Das Weile eines
Hiihnereies (in einer Schale zu Schaum geschlagen) wird in das
40—50° warme Nihrsubstrat (21) unter kriftigem Riihren ein-
getragen; im Wasserbad oder Dampftopf bis zum Gerinnen des
Eiweiles und Klarwerden der Fliissigkeit erhitzt und dann filtriert.

1 Diese Vorbehandlung des Glases soll man sich bei allen biolo-
gischen wie girungschemischen Versuchen zum Grundsatz machen.
Naheres vgl. Czurpa: Beihefte bot. C. 51, 730 (1933), sowie
ONDRATSCHEK: Arch. f. Mikrobiol. 6, 532 (1935).:

2 Vgl. z. B. BERTHO-GRASSMANN: Biochemisches Praktikum,
Berlin: de Gruyter 1936, u. a.

3 P. Wurrr: Kolloid-Ztschr., 40, 341 (1926); Chem. Ztg. 50, 732
(1926) ; Chem. Fabr. 6, 441 (1933).
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Avuch Tierkohle, Bolus alba oder Asbestwolle bewdhren sich viel-
fach: Zusatz zum Néhrsubstrat (auf 21 20 bzw. 10g), auf-
kochen, filtrieren. Oder Anwendung von Kldrschichten aus Kiesel-
gur (nicht iber 1 mm stark): Zusatz von Kieselgur zu einem
Teil der Losung, filtrieren und Rest nachgieBen. Klirung von
Bierwiirze: Filtration iiber Tonerde oder Talkum. In den meisten
Fillen fithrt auch die Verwendung von Seiiz-Filtern zum Ziel.

Abfillen von Ndihrlosungen. Ein Benetzen des GefiaBrandes ist
unbedingt zu vermeiden, um ein Befeuchten der Watte zu ver-
hiiten. Benutzung von Pipetten oder spe-
ziellen Abfillbiiretten mit entsprechender Ein-
teilung (vgl. Anhang I 3a).

Abfiillen von festen Néhrsubstraten. Ver-
wendung einer Vorrichtung zum sterilen
Abfillen von Agar- oder Gelatinendhrbiéden
(vgl. Abb. 5), die sich im hiesigen Labora-
torium bestens bewédhrt hat. Handhabung
derselben: Der mit dem sterilen Ndhrboden
gefiillte Apparat wird bis zur vollstdndigen
Verflissigung des Substrates erwdrmt, sodann
umgedreht (wie in der Abb.) und nun mit der
Abfiillung in Proberéhren usw. begonnen. Bei
Schragagar werden die mit Watte versehenen
sterilen Proberohren etwa zu 1/, bis 1/, des
Volumens gefiillt und dann schrig gelegt, so
daBl keine Benetzung der Watte erfolgt?; fiir ADb. 5. ADfill-
Stichkulturen zur Halfte gefiillt und aufrecht apparat.
gestellt.

Aufbewahrung von Ndhrboden (besonders natiirlicher Sub-
strate): in sterilem Zustand in gréferen Vorratsgefiflen (niemals
mehr als etwa 500 ccm in einem GefiBl) oder in abgefiilltem
Zustand: stets an kiihlen, trockenen, staubfreien, nach Mdéglich-
keit dunklen Orten; die Trockenheit des Aufbewahrungs-
ortes ist sehr wichtig, da sonst die Watteverschliisse nicht
mehr geniigende Sterilitdt verbiirgen, und durch dieselben ver-
schiedene Organismen eindringen konnen. Anderseits ist durch
Aufbewahren bei tiefer Temperatur (am besten im Eisschrank)

1 Falls man das sogenannte ,,Quetschwasser vermeiden will,
werden die Rohrchen erst nach dem Abkiihlen des Agars auf 40—50°
schriggelegt. Fiir manche Organismen (z. B. manche Schimmelpilze
und Bakterien) ist jedoch das Vorhandensein des ,,Quetschwassers‘
von Vorteil (vgl. dazu auch S. 32, Note 1).
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ein Austrocknen von Agarrohrchen usw. zu verhindern'. Man
bezeichne die aufzubewahrenden Nihrsubstrate stets
sehr genau, und zwar nicht nur die Zusammensetzung der-
selben, sondern auch die Art der Sterilisation und Datum der
Herstellung.

Ein monatelanges Aufbewahren von Nihrbéden 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 allméhlichen Zerstérung von Wuchsstoffen oder anderen Um-
setzungen zusammenhéngen.

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

Fliissige Nahrboden fir Hefen und Schimmelpilze, vgl. Tab. III.
. . ,» Bakterien, vgl. Tab. IV.

Feste ’s ,» Hefen und Schimmelpilze, vgl. Tab. V.
v ) ,» Bakterien, vgl. Tab. VL.

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

d) Kiinstliche Nihrsubstrate. Aus der groSen Zahl der be-
schriebenen Néhrsalzmischungen sind in Tab. VII nur einige der
wichtigsten zusammengefalt. Diese Nihrsubstrate kommen fast
nur zur Kultivierung von Organismen fiir 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 Hitze, Mikrobenfiltration und Sterilisation durch
chemische Mittel.

1 So kann man z. B. beobachten, da manche Organismen zu
ihrer Entwicklung auf festen Nahrboden vielfach sogar des ,, Quetsch-
wassers‘‘ bediirfen (z. B. Acetobacter gluconicum).
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Sterilisationsmethoden.
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a) Sterilisieren durch Hitze. «) Sterilisation durch trockene
Wérme: Ausgliihen, insbesondere angewendet bei der Entkeimung
von Impfgeriten (Platinnadeln, Skalpelle, Scheren, Pinzetten,
Glasstibe usw.); Abflambieren der GefiBrinder (von Proberohren,
Kolben usw.) sowie von Watte vor dem Impfen. Heifluftsterili-
satton (in Trockenschrinken oder besonderen HeiBluftsterili-
satoren), etwa 1-—2 Stunden bei 150—180°, Anwendung bei
groferen Glasgefalen und Gerédten, bei nicht geloteten Metall-
gegenstinden, ferner bei Watte oder Filtrierpapier (nicht iiber
1600), oder bei festen Substanzen (wie z. B. Calciumcarbonat usw.).

B) Sterilisation durch Wasserdampf, und zwar entweder im
stromenden Dampf (im Kocmschen Dampftopf oder Dampf-
sterilisator) oder unter Druck (im Autoklav). Anwendung zur
Sterilisation von Nihrsubstraten, aber auch von Glas- und Metall-
réhren usw. Gummischliuche werden am besten durch lingeres
Auskochen in 19%iger Sodalésung 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 grofleren 30—50 Minuten) in Intervallen
von 12—14 Stunden; dabei werden nur die vegetativen Formen
der Organismen abgetétet; in der Zwischenzeit werden die Sub-
strate unter Bedingungen gehalten, die ein Auskeimen der eventuell
vorhandenen Sporen begiinstigen (wenigstens einige Stunden im
Brutschrank).

Autoklav: Meist geniigt ein einmaliges Erhitzen, und zwar
bei %% Atm. Uberdruck (=112°) etwa 15 Stunden, bei 1 Atm.
(120%) 14, Stunde und bei 2 Atm. (1349 10 Minuten. Ist 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 Peptonndhrbéden nur mit Vorsicht
anwendbar (Handhabung des Autoklaven vgl. Anhang I 3b).

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

b) Mikrobenfiltration. «) Filtration von Luft und Gasen.
Verschlul von Gefiflen mit Wattepfropfen (nicht entfettet,
trocken); Durchleiten von Gasen durch einen erweiterten Rohr-
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492 Geridte und Nahrsubstrate zur Kultvierung.

teil, der Watte oder Asbest enthilt (vor Benutzung samt Gummi-
verbindungen im Dampf sterilisiert).

B) Filtration von Fliissigkeiten; insbesondere dann anzuwenden,
wenn das betreffende Substrat kein Erhitzen vertrigt (z. B. auch
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),
Purarr-Filter (Kaolin- Quarz-Mischung; fiir groBe Fliissigkeits-
mengen angewendet). Glassinterfilter (ScroTT u. Gen.). Weichfilter:
Filterscheiben aus Asbest; hierher gehdren auch die bekannten
SErrz-Filter, die vor allem zur Entkeimung von Wein usw. ver-
wendet werden. Ferner werden Weichfilter auch aus Kieselgur oder
Kreide usw. angefertigt. Ultrafilter: kolloide Filtermaterialien,
Membranfilter usw. Bei allen derartigen Filtern ist darauf zu
achten, daf sie nur etwa 1 bis etwa 3 Tage sicher wirken, sodann
durchdringen die Bakterien meist bereits die Filterporen (Durch-
wachsung der Filter); es mull dann steriles Wasser oder NaCl-
Losung in umgekehrter Richtung durch die Filter hindurch-
gesaugt werden (ebenso vor dem erstmaligen Gebrauch derselben).

¢) Chemische Sterilisationsmethoden. Anwendung verschiedener
keimtétender Chemikalien, falls Abtétung durch Hitze nicht
moglich ist; also z. B. beim Sterilisieren dickwandiger Glas-
gefifle, die ein Erhitzen nicht zulassen, oder fiir verschiedene
Sonderzwecke wie Desinfizieren von Arbeitstischen, sterilen
Kammern, Impfkisten usw.

Sublimat in 0,1%iger Losung (unter Zusatz von NaCl, zur
Erhéhung der Léslichkeit), vorsichtshalber mit Fuchsin oder Eosin
angefirbt; zur Desinfektion der Hénde, feuchter Kammern,
der Arbeitstische, Abtétung ausgemusterter Kulturen usw.

Athylalkohol, in 50—170%iger Loésung, zur Desinfektion
von verschiedenen Glasgeriten, Gummischliuchen, Arbeits-
tischen usw.

Formaldehyd, in Gasform zur Desinfektion von Riumen (Gér-
kammern, Thermostaten, sterilen Rdumen, Impfkasten usw.);
als Losung (5 cem Formol auf 11 Wasser) fiir Glasgerite usw.
(ebenso 3%iges Lysol).

Schwefeldioxryd, in Gasform zur Desinfektion von Réumen
{wie zuvor).

Montaninlosung zur Sterilisierung von Geriten, Arbeits-
tischen, Wanden in (édrkammern usw.

Zephirollosung (J. G. Farben A. G.). Verwendung wie zuvor.
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Chloroform und Toluol, als Zusitze (1—29%,) zu enzym-
chemischen Versuchslosungen oder um bereits absterilisierte
Kulturlésungen (z. B. manche ausgegorene Fliissigkeiten) fiir
lingere Zeit keimfrei zu halten (z. B. wenn keine sofortige Auf-
arbeitung erfolgen kann).

B. Methoden zur Ziichtung und Charakterisierung
der Giirungsorganismen.

Im folgenden werden zunichst die Reinziichtungsmethoden be-
handelt, und zwar die Gewinnung von Gérungsorganismen aus der
Natur sowie die Isolierung und Reinziichtung derselben, und sodann
die Fortziichtung der Gérungsorganismen im Laboratorium, wobei
insbesondere die Verfahren zur Erhaltung des Géarvermoégens von
groBter Bedeutung sind; schlieBlich wird noch auf die wichtigsten
mikroskopischen Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung
der Mikroorganismen hingewiesen.

1. Reinziichtungsmethoden und das Herausziichten von Girungs-
organismen aus natiirlichen Substraten.

a) Auffindung von Giirungsorganismen in der Natur. Vorkommen
der Girungsorganismen in der Natur sehr verschieden, je nach
den ernéhrungsphysiologischen Bediirfnissen derselben; Art der
Organismen insbesondere vom pg und den Nahrstoffen des Sub-
strates abhingig, ferner von der Temperatur sowie ob aerobe oder
anaerobe Verhiltnisse vorhanden sind. Hinsichtlich des Vor-
kommens der verschiedenen Gérungsorganismen in der Natur
vgl. 8. 57 ££.1; eine Anzahl von Substraten, die zur Gewinnung von
Gérungserregern geeignet erscheinen und die auf denselben vor-
kommenden Mikroorganismen sind in Tab. VIII wiedergegeben.

Gewinnung von Mikroorgamismen aus natirlichen 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 Néhrboden) im Labo-
ratorium (z. B. an Fensterplitzen 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 fiir die betreffenden Organismen geeignete Nahrboden;
weitere Untersuchung mikroskopisch, nachdem Entwicklung

1 Beziiglich Vorkommen und Verbreitung von Bodenpilzen vgl.
NIeTHAMMER: Die mikroskopischen Bodenpilze, ’S-GRAVENHAGE,
W. Junk, 1937.
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Tabelle VIIL
Substrate Mikroorganismen
Obstfriichte . Weinhefen, wilde Hefen, wilde Essig-

(Weinbeeren, KlI‘SChP]] s

Pflaumen, Apfel,

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

Bier (Bodensatz) . .
Triibes Bier, Bierreste .

Sauerteig .
Biéickerhefe

Saure Gurken .
Sauerkohl
Sauerfutter (Silage)

Heu .
Griinmalz .

Darrmalz . .
Getreldesehrot

Kartoffeln

Saure Milch
Butter
Kase .

Kaserinde
Brot .

Bssig .

Zuckerriibe
Erde .
Schlamm .
Exkremente .

stattgefunden hat (vgl.

bakterien, Penicilliumarten, Rhizopus-
arten, Aspergillusarten

Penicilliumarten (Citromyces)

Weinhefen

Weinessigbakterien, Kahmhefen, wilde
Essigbakterien

Bierhefen, Pediokokken

Milchsdurebakterien, Kahmhefen, wilde
Essigbakterien

Wilde Hefen, wilde Milchséurebakterien,
wilde Essigbakterien, Oidien

PreBhefe, wilde Hefen, Kahmhefen, Exi-
guushefen, wilde Milchsdurebakterien,
Oidien

Kahmhefen, wilde Milchsiurebakterien

Wilde Hefen, Kahmhefen, wilde Milch-
sdurebakterien

Wilde Hefen, Kahmhefen, wilde
sdurebakterien, Bact. coli

Heubacillen, butylogene Bakterien

Milchsaurebacillen, wilde Milchsdure-
bakterien, Penicilliumarten

Heubacillen, Pediokokken, Mucorarten

Milchsédurebacillen, wilde Milchsdurebak-
terien, Sarcinen, Heubacillen, butylo-
gene Bakterien

Wilde Milchséurebakterien, butylogene
Bakterien

Milchsdurebakterien, Oidium lactis

Milchséurebakterien

Milchsaurebakterien, Propionsiure-
bakterien

Penicilliumarten

Penicilliumarten, Aspergillusarten, Mucor-
arten, Bac. mesentericus

Schnellessigbakterien, Weinessigbakterien,
Schleimessigbakterien

Butylogene Bakterien

Heubacillen, butylogene Bakterien

Cellulosevergérer, Methanbakterien

Biersarcine, Bact. coli, Cellulosevergirer,
Mucorarten

Milch-

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 groBle Anzahl ver-
schiedener Organismen auf. Aufgabe der Reinziichtungsmethoden ist
es nun, aus derartigen Gemischen von Organismen einzelne Individuen
zu isolieren und so ,,reinzuziichten‘‘.

Unterscheidung von zwei Reinziichtungsmethoden, nidmlich: Me-
thode der natiirlichen Reinzucht! und Methode der absoluten Rein-
zucht ; im ersten Falle 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 Falle sucht man von einer einzigen Zelle aus-
zugehen (Ein-zellkultur).

o) Methode der natiirlichen Reinzucht. Prinzip: Wahl geeigneter
Auflenbedingungen fiir die Fortentwicklung der gewiinschten
Organismen, und zwar: optimale Temperatur, Anwendung
aerober oder anaerober Bedingungen, Einstellung eines geeigneten
pe-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 Zuriickdringung der Begleit-
organismen?; wiederholte Uberimpfungen unter analogen Be-
dingungen, bis nur noch die gewiinschten Organismen vorhanden
sind. Praktische Durchfihrung vgl. Ubung 2a.

Ergebnis der natiirlichen Reinzucht: Es gelingt auf diese
Weise meist nur zu einem Gemisch gleichartiger Organismen
zu gelangen (z. B. verschiedener Hefen usw.), doch geniigt dies vielfach
fiir manche garungschemische Zwecke (bei manchen Géarungsvorgingen
wird sogar vorteilhafterweise mit Organismengemischen gearbeitet;
vgl. z. B. Buttersiuregirung).

B) Methode der absoluten Reinzucht. Prinzip : Riumliche Trennung
der vorhandenen Keime insbesondere durch Verdiinnungsver-
fahren, um zu einer einzigen Zelle zu gelangen. Verhinderung
der Wiedervereinigung der getrennten Keime 1. durch Anwendung
von QGallerten, in denen die einzelnen Keime riumlich fixiert
werden (Kocmsches Plattenverfahren) oder 2. durch Aufteilung
der Keimsuspension auf kleinste Flussigkeitstropfchen mit nur
einer Zelle (Federstrichkultur und Tuschepunktverfahren). Ferner
wahlt man bei beiden Methoden gemil dem Prinzip der natiir-
lichen Reinzucht Bedingungen, die eine giinstige Entwicklung
der gewiinschten Organismen ermdglichen. Weiterhin geht man

1 Abgeleitet von der Tatsache, daB sich ein derartiger Reinzucht-
vorgang vielfach auch in der Natur selbst abspielt.

? Hierher gehort auch die Unterstiitzung der natirlichen Rein-
zucht durch Zusatz geeigneter Salze (,,Yonenzuchtwahi*). Vgl. BoJa-
~Novsky, R.: C. Bact. 11, 99, 55 (1938).
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vorteilhafterweise von Rohkulturen aus, die bereits nach dem
Anreicherungsverfahren gewonnen sind, und daher nur noch eine
beschrinkte Anzahl gleichartiger Organismen enthalten. Die im
folgenden beschriebenen Verfahren miissen zumeist zur Erzielung
von Reinkulturen in sinngemifler Weise noch ein- bis zweimal
wiederholt werden.

Das Kocusche Plattenverfahren. Vorgang bei aeroben Orga-
nismen: Emige Platten des festen Néhrbodens in PETrI-Schalen
mit verschiedenen Verdiinnungen der Rohkultur iibergossen, Schale
umgedreht, iiberschiissige Fliissigkeit ablaufen lassen (Ansammlung
im Deckel, abgieen). PETRI-Schalen sodann in einer feuchten Kammer
(s. S. 28) bei 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 Nihrboden iiberimpft (am
besten unter Zuhilfenahme eines binokularen Plattenmikroskopes).

Vorgang bei anaeroben Organismen. Einige Agar- (oder
Gelatine-)rohrchen werden im Wasserbad aufgeschmolzen, mit einer
Platintse 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 vortduschen kénnten); sodann in sterile PETRI-
Schalen ausgegossen. Platten in einem Anaerobenapparat (s. S. 49)
aufbewahrt und wie zuvor weiter verfahren.

Federstrichkultur (Tropfchenkultur). Prinzip: Anlegung der Kul-
turen nach Verdiinnung des Ausgangsmaterials im Nahrmedium an
der Unterseite eines auf einen hohlen Objekttriager aufgelegten Deck-
glaschens. Durchfithrung 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 Deckglédschen durch Abflambieren sterilisiert, der
Hohlraum am Objekttrager wird mittels eines Pinsels mit einem Ring,
bestehend aus einer Mischung von Vaselin und Paraffinél, umgeben und
das Deckglischen 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 hilt dabei das Deckglischen an zwei ent-
gegengesetzten Ecken. Sodann wird es wieder auf die Héhlung des
Objekttragers quer aufgelegt (nachdem man in die Héhlung hinein-
gehaucht hat). Man stellt mikroskopisch fest, welche der Tropfchen
blof} eine Zelle enthalten und bezeichnet diese in zweckméiBiger Weisel.
Falls keines der Trépfchen nur eine Zelle enthélt, mufl noch stiarker
verdiinnt werden. Sodann wird das Deckgldschen mit einem Vaselin-

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

Bei anaeroben Organismen (nach NIKIFOROFF): Im Prinzip analog,
doch wird in den Hohlraum des Objekttragers je 1 Tropfen Kalilauge
und Pyrogallollésung gebracht!, sodann wird das Deckglidschen mit
Vaseline abgeschlossen und die am Objekttriger befindlichen Tropfen
werden durch Neigen vereinigt.

Tuschepunktverfahren (nach BUrri). Verdiinnung der Mikroben-
suspension mit Hilfe fliissiger Tusche; erméglicht eine einfache Kon-
trolle, da sich die hellen Bakterienzellen vom dunklen Untergrund klar
abheben. Vorgang: 1 Teil Pelikantusche (Nr. 541, GRUBLER, Leipzig)
und 9 Teile destilliertes Wasser in Proberdohrchen zu je 10 cem im
Autoklaven sterilisiert, 10— 14 Tage stehen gelassen (Absetzen groberer
Teile); auf einen sterilen entfetteten? Objekttrager mit einer groBen
sterilen Platinose 4— 5 Tropfen der Tusche aufgetragen (von der Ober-
flache entnommen). Vom Ausgangsmaterial ein wenig in denTropfen 1
gebracht, von diesem mittels einer kleineren Platinése in den Tropfen 2
usw. Vom vierten oder fiinften Tropfen zeichnet man mit einer
sterilen Tuschfeder auf eine feste Gelatineplatte mehrere winzige
Punkte (Feder flachaufsetzen, um Verletzung der Oberfliche zu ver-
meiden) und bedeckt sie mit einem Deckglidschen. Untersuchung des
Préparates mit einer starken Trockenlinse; Tropfchen mit nur einer
Zelle werden auf der Unterseite der Platte bezeichnet. Kolonieent-
wicklung im Thermostaten; Abimpfen nach Abheben des Deckglés-
chens von den bezeichneten Tropfchen in eine geeignete Nahrlésung. —
Neuerdings werden Cellophanplittchen zur Anlegung von Einsporen-
kulturen empfohlen 3.

2. Allgemeine Kulturmethoden zur Fortziichtung
der Girungsorganismen.
(Erhaltung der Stammkulturen.)

Die Fortziichtung der Organismen hat im gegebenen Rahmen den
Zweck, dieselben fur girungschemische Untersuchungen jederzeit
bereit zu haben; die betreffenden Organismen werden dabei zeitweise
auf geeignete Néahrsubstrate iiberimpft und, nachdem sie zur Ent-
wicklung gelangt sind, aufbewahrt. Verschiedene Methoden, je nach-
dem ob es sich um aerobe oder anaerobe Organismen handelt. Sodann
dient diese weitere Kultivierung auch zur Identifizierung rein ge-
ziichteter Organismen. Betont sei gleich hier, dafl die im Rahmen
der Fortziichtung aufbewahrten Kulturen niemals fiir
garungschemische Versuche direkt verwendet werden
diirfen, sondern erst nach der Anlegung von besonderen
Impfkulturen, mit denen dann erst die Gérsubstrate geimpft werden.
Organismen, die ldngere Zeit nicht iiberimpft worden waren, miissen

1 Vgl. S. 49, Note 1.
2 Vgl. 8. 54, Note 1.
3 (GALLOWAY: Analyst 62, 455 (1937).
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unbedingt vor der weiteren Beniitzung mehrmals auf frische Néahr-
boden iibertragen werden. Dies gilt vor allem fiir Kulturen aus Samm-
lungen.

a) Aerobenkultur. Kulturen in flissigen Ndhrsubstraten; meist
in kleinen Kélbchen (FREUDENREICH- oder HaNSEN-Kolbchen)
oder Flischchen. Beimpfung derselben, indem das Keimmaterial
mit der Platinose zunichst an der Glaswand verrieben und sodann
in die Nahrlosung hineingespiilt wird.

Kulturen auf festen Ndihrbiden, insbesondere in Proberéhren
auf Schragagar (oder auch Gelatine). Beimpfung, indem das Keim-
material mit der Platinése an der Oberfliche verteilt wird
(Ziehen eines geraden Striches oder einer Wellenlinie). Speziell
zur Identifizierung und Charakterisierung von Mikroorganismen
dient die Plattenkultur, die Riesenkoloniekultur nach IINDNER
sowie die Tropfchenkultur; analog wie bei den Reinziichtungs-
methoden (8. 45).

b) Anaerobenkultur. Kulturen in festen Nahrsubstraten in
hoher Schicht (einfachste Methode); Stichkultur (in Probershren):
Beimpfung mittels eines Platindrahtes durch Einstechen desselben
mit dem Keimmaterial in den Néhrboden. Schiittelkultur (in
Proberohren): Néhrboden im Wasserbad aufgeschmolzen, Keim-
material eingetragen, durch vorsichtiges Drehen im Niahrboden
verteilt (luftblasenfrei), Nahrboden dann in vertikaler Stellung
erstarren gelassen. Sodann ist noch eine Anzahl spezieller Methoden
zur Verdringung bzw. Entfernung des Sauerstoffs zu
unterscheiden!, und zwar:

Kultivierung in indifferenter Gasatmosphdre. Am einfachsten in
Kolben mit flissigem Nahrsubstrat, Einleitung von Stickstoff oder
Wasserstoff nach dem Impfen unter sterilen Bedingungen, sodann
mit Géraufsatz oder mit Gummistépsel verschlieBen (die Gase
werden vor dem Kinleiten noch einer besonderen Waschung unter
zogen ?) (vgl. auch Nachtrag).

Kultivierung im Vakuum. Ampullenférmige Gefifle (starkwandige
Probershren, im oberen Drittel an einer Stelle stark verengt und aus-
gezogen), mit fliissigem Nahrsubstrat gefiillt (etwa 1/, des Volumens),
nach der Beimpfung auf 30—35° erwiarmt (Wasserbad), evakuiert
und dabei an der ausgezogenen Stelle zugeschmolzen.

Absorption von Sauerstoff. Benutzung besonderer Apparate zur
Anaerobenkultur (vgl. z. B. Abb. 6). Die Kulturgefifle werden nach
dem Impfen in den Apparat gebracht und derselbe verschlossen;

1 Nach KuiGLER und GuceeENHEIM (J. Bact. 85, 141; 1938) be-
wirken geringe Mengen Ascorbinsédure eine Erniedrigung des Redox-
potentials des Néhrbodens und erméglichen so eine Ziichtung von
Anaeroben auch in Gegenwart von Sauerstoff. Ob dies auch methodisch
von Bedeutung sein kann, 148t sich noch nicht sagen.

2 Wasserstoff wird durch eine gesattigte Kaliumpermanganat-
losung geleitet, Stickstoff durch alkalische Pyrogallollésung.
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zur Sauerstoffabsorption dient z. B. Pyrogallol-Kalilauge ! (Pyrogallol-
lésung im Apparat in einem Gefd3, 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 Schale am Boden des
Apparates eingefiillt mit Wasser befeuchtet wird 2. o

¢) Nahrbioden fiir die Fortziichtung der Girungsorganismen.
Man verwendet hier in der Regel natiirliche Néhrsubstrate (vgl.
S.33), vor allem in verfestigter Form (s. 8. 36 u. 38), also als Agar-
oder Gelatinrohrchen. Im folgenden sind
noch die fiir die Hauptgruppen der Gérungs-
organismen in Betracht kommenden Néahr-
boden kurz zusammengefallt:

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

Milchsdurebakterien : HENNEBERG-Nahr-
boden, Malzwiirze.

Propionsdurebakterien: Molke-Pepton-
Agar.

Butylogene Bakterien: Getreideschrot- — ,u1 6 Apparat zur
aufschwemmung, Erdkultur. Anaerobenziichtung.

Essigbakterien: Bierwiirzeagar, Mais-
wiirzeagar, Bierwiirze, Weinagar, Glucose-Hefewasser.

Schimmelpilze: Bierwiirzeagar, Bierwiirze-Kreide-Agar, Brot-
Torf u. a. '

d) Allgemeine MaBnahmen und Einrichtungen zur Fortziichtung,
Zeitpunkt der Fortzichtung: Im allgemeinen wird man damit aus-
kommen, die Organismen etwa alle 4—5 Wochen auf neues Nahr-
substrat zu {iberimpfen; bei besonders empfindlichen Formen
entsprechend frither. 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, daf das zur Fortziichtung dienende
Roéhrchen nach vollkommener Entwicklung der Kulturen mit
Siegellack verschlossen oder zugeschmolzen wird (um ein Aus-
trocknen oder Fremdinfektionen zu vermeiden). ZweckméaBiger-
weise legt man von jedem Organismus stets zwei Parallelkulturen

1 Man verwendet die LieBiGsche Pyrogallollésung (wie fiir gas-
analytische Zwecke): 1 Volumteil 259 ige Pyrogallollésung und 5 bis
6 Teile konzentrierte Kalilauge (3:2); 1 ccm dieser Losung absorbiert
12 cem Sauerstoff. Bei CO,-bediirftigen Organismen wird statt Kali-
lauge vorteilhafterweise konzentrierte Sodalésung verwendet.

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

Bernhauer, Garungschomisches Praktikum, 2. Aufl. 4
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an, die erst dann verworfen werden, sobald die iibernichste
Impfung in Ordnung verlaufen war, so daB stets zwei Genera-
tionen aufbewahrt werden.

Aufbewahrung der Kulturen: An kithlen, staubfreien, dunklen
Orten (Kulturschrinke, vielfach auch Eiskasten), am besten und
iibersichtlichsten in Holzklétzen mit Loéchern zur Aufnahme der
Proberohren oder Flischchen.

Herstellung von Dauerkulturen. Z. B. von Lactobacillus
Delbriickii: Eine Maischekultur wird 1 Tag bei 40° anwachsen
gelassen und dann im Eisschrank aufbewahrt. Butylogene
Bakterien: Kulturen in Getreidemaische oder Kartoffelmaische
laBt man 2 Tage bei 35—37° anwachsen und bewahrt sie dann
im Eisschrank auf. Die Kulturen halten sich so einige Monate;
zweckma Bigerweise werden sie etwa alle 1—2 Monate auf frisches
Substrat gebracht. Noch giinstiger scheint die Aufbewahrung in
Form von Erdkulturen zu sein: Einimpfen der Bakteriensporen
in eine sterile Suspension von Gartenerde (vgl. auch Ubung 25 c).

3. Spezielle giirungschemische Kulturmethoden.
(Aufziichtungen und Konstanterhaltung des Gérvermdégens.)

Bei der Weiterziichtung der Organismen, also der wiederholten Uber-
impfung derselben auf die im Laboratorium bereiteten Néhrbéden
machen sich in der Regel allmiahlich gewisse Ermiidungserscheinungen
(,,Krankheitserscheinungen‘‘, Degenerationen) bemerkbar, indem die
Mikroben nun schlechter gedeihen und besonders in ihrem girungs-
chemischen Verhalten Wandlungen zeigen (Abnahme der Géarkraft,
auch qualitative Anderungen in der Bildung von Gérprodukten).
Die Anderungen im physiologischen Verhalten kénnen auch von
morphclogischen Veranderungen begleitet sein, doch muB dies nicht
immer der Fall sein. Diese Erscheinung wurde als Variation, Mutation,
Dissoziation usw. benannt. — Alle erblichen, also permanenten
Verénderungen koénnen als Mutationen?! und alle nicht erblichen,
also ruckgangigen als Modifikationen bezeichnet werden.

Die Konstanthaltung des Wachstums- und Géarver-
mogens der Mikroorganismen ist daher eine der wichtig-
sten Aufgaben der biologischen Methodik der Garungs-
chemie. Dazu kommt ferner, da viele Organismen an gewisse zu
vergiarende Substrate erst gewohnt werden miissen. Ein weiteres
Ziel ist die' Auswahl der garkriaftigsten Keime auch innerhalb
eines morphologisch einheitlichen Géarungserregers. Im folgenden
werden die zur Lésung dieser Aufgaben in Frage kommenden Me-
thoden besprochen.

1 Vgl. die grundlegende Abhandlung von BELJERINCK ,,Mutation
bei Mikroben® [Folia Mikrobiologica 1, 4 (1912)], derzufolge die
bakterielle Verénderlichkeit (Bakterien-Dissoziation) auf eine Gen-
Mutation zuriickzufithren sein soll. Vgl. auch LinpDEGREN: C. Bact. 11,
92, 40 (1935); 93, 113 (1936). — Drscowrrz: J. Bact. 83, 349 (1937). -
MavEr: 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
betreffende Substrat iibertragen; dieselben gedeihen bei den
ersten Uberimptungen noch schlecht und gewdhnen sich erst
nach wiederholter weiterer Uberimpfung an den Nihrboden, bis
sie schlieBlich auf demselben eine normale Entwicklung zeigen.
2. Uberimpfung der Keime auf Mischungen des urspriinglichen
Substrates (A) mit jenem Substrat, an das die Organismen gewhnt
werden sollen (B); bei den weiteren Uberimpfungen 1iBt man
das Substrat B allmihlich iiberwiegen, bis es schlieBlich allein
zur Anwendung kommt.

Die Substratgewohnung ist vor allem fiir die Ausbildung jener
Enzyme, die das betreffende Substrat anzugreifen vermégen, von
groBBter Wichtigkeit. Dabei sind zwei Félle zu unterscheiden, nédmlich
die rasche und die langsame enzymatische Adaption!. Fiir uns ist
hier vor allem der zweite Fall wichtig, also die allmahliche Gewchnung
der Organismen an gewisse Nahrstoffe durch wiederholte Uber-
impfungen (vgl. oben).

a) Rasche enzymatische Adaptionen. Es konnte gezeigt werden!,
daB Milchsdurebakterien bestimmte Kohlehydrate (wie Galaktose,
Arabinose, Maltose usw.) nur dann zu vergiren vermdgen, wenn sie
vorher auf denselben gewachsen waren. Dagegen wurden andere
Zucker (Glucose, Fruktose, Mannose, Rohrzucker), auf jeden Fall
vergoren, unabhingig davon, auf welchem Substrat die Organis-
men zur Entwicklung kamen. Im ersten Fall handelt es sich um
adaptive, im zweiten Fall um konstitutive Enzyme, die zur
Bildung und Wirkung kommen?!. Es ist natiirlich verschieden, welche
Enzyme fiir einen Organismus konstitutive und welche adaptive
sind. — So ist z. B. die Galaktose-Zymase der Hefe ein ausgesprochen
adaptives Enzym und eine an Galaktose gew6hnte Hefe verliert die
Galaktose-Zymase sogleich nach Vergiérung von Glucose. — Ob es
sich bei der Beeinflussung der adaptiven Enzyme durch die Substrate
um eine Enzymbildung handelt, oder um eine Wirksammachung vor-
handener, aber inaktiver Enzyme, 148t sich vorldufig noch nicht mit
Sicherheit entscheiden.

B) Langsame enzymatische Adaptionen. Unter den physiologischen
KEigenschaften der Mikroorganismen (besonders der Bakterien) sind
drei Gruppen zu unterscheiden, und zwar solche, die immer vor-
handen sind, solche die schwanken und solche, die niemals vorhanden
sind. Wihrend die erste und dritte Gruppe unbeeinfluBbar ist?,
unterliegen die Eigenschaften der zweiten Gruppe Anderungen
und sind daher auch durch Ziichtungen beeinflubar. Dieselben
konnen z. B. verlorengehen oder latent vorhanden sein und durch

1Vgl. die Zusammenfassung von KaArsTROM: Erg. d. Enzym-
forschg. 7, 350 (1938). — S. ferner Nachtrag.

2 So gelang es z. B. KarstrROM (1. ¢.) durch 6 Jahre lange
Ziichtung eines gewissen Coli-Stammes nicht, denselben an die Ver-
girung von Rohrzucker zu gewéhnen.

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

Dabei wird die langsame enzymatische Adaption im allgemeinen
durch zweierlei Vorgidnge zustande kommen, némlich: Zunichst
werden auf Grund der Variabilitdt der Mikroorganismen, also durch
Mutation bzw. Modifikation Keime (Varianten) entstehen, die die
Enzyme zur Umsetzung des betreffenden Substrates zu produzieren
vermdogen 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‘ verdréngen 3.

b) Substratwechsel. Auch hier sind zwei Mdoglichkeiten zu
beriicksichtigen, nimlich: 1. Die Organismen entwickeln sich auf
irgend einem Substrat zu {ippig (z. B. unter Verfettung, Zell-
vergréBerung usw.) unter gleichzeitiger Abnahme ihrer Gérkraft;
dies wird vielfach auf Nihrbéden mit reichlichen Mengen natiirlicher
Nihrstoffe der Fall sein. Man tiberimpft dann die Organismen
auf nihrstoffirmere Substrate (z. B. sogenannte Mineralsalz-
lésungen, eventuell in Mischung mit dem urspriinglichen Néhr-
boden) und fihrt erforderlichenfalls zur Erhaltung des Gérver-
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 Vermdégen zur Bildung von Dioxyaceton
aus Glycerin véllig eingebiift hatten. Nach wiederholter Uberimpfung
derselben auf Glycerin enthaltenden Niahrlésungen hatte das eine
Bakterium sein Vermdgen zur Dioxyacetonbildung wiedererlangt, das
andere aber Uberhaupt nicht (KNoBLOCH: Diss. Prag 1938). — Andere
Beispiele: Durch lénger wihrende Ziichtung von S. Ludwigii [HAEEN
und GrauBITZ: B. 60, 490 (1927); KaN Iwasaxki: Bio. Z. 203, 237
(1928); Leramann: Bio. Z. 277, 261 (1935)] oder von B. coli [VIr-
TANEN, KARSTROM und TUurRPEINEN: H. 187, 7 (1930)] in Dioxyaceton-
16sungen gelingt es, die Géarungsgeschwindigkeit gegeniiber diesem
Substrat bei den genannten Organismen immer mehr zu steigern,
wihrend die gegeniiber Traubenzucker gleich blieb oder etwas sank. —
Oder: Steigerung des Oxydationsvermégens von B. gluconicum gegen-
iiber Galaktose und Mannose, wobei mit anderen Essigbakterien kein
Effekt eintrat [HERMANN und NEUscrHUL: Bio. Z. 270, 6 (1934);
Bl. Soc. Biol. 18, 390 (1936)].

2 Zusammenfassung der Literatur tiber die Variabilitét von Bak-
terien auf Grund von Mutationen bzw. Modifikationen vgl. HADLEY:
J. Infekt. Dis. 60, 129 (1937). Hinsichtlich der Verschiedenheit der
Varianten beziiglich ihres Giarvermégens vgl. SHERMAN und HUsSsSONG :
J. Dairy Sci 20, 101 (1937). — YaweER und SHERMAN: ebenda 20,
83 (1937). — DurLANEY und DEERE: J. Bact. 83, 19 (1937) u. a.

3 Vgl. dazu Yupxkin: Bioch. J. 26, 1859 (1932).
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dann wieder auf die laboratoriumsméfigen Nahrboden. Vorgang
gegebenenfalls des 6fteren wiederholen.

¢) Fortlaufende Auswahl der girkriftigsten Kulturen (Hoch-
ziichtungen). Schwankungen im Géirvermdégen auch bei dem
gleichen Girungserreger 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 unabhingig zu machen und zugleich eine
Auswahl der besten Kulturen zu treffen, geht man folgender-
maflen 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. Fiir
die Auswahl der geeignetsten Kulturen sind, abhingig von der
Art der Gérungserreger, verschiedene Gesichtspunkte mafigebend :
z. B. makroskopisches Aussehen, Gérgeschwindigkeit (Messung
der Gérgase), Verfolgung der Saurebildung durch Titration usw.
Ferner kann man bei der Auswahl so vorgehen, daB gemiB
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 ausgewdhlt und die anderen verworfen.

Anhang: Kulturmethoden zur Keimgehaltsbestimmung.

Auch bei giarungschemischen Untersuchungen ist es vielfach von
Wichtigkeit, wahrend des Gérprozesses oder in einem bestimmten
Stadium desselben den Keimgehalt festzustellen. Dazu kénnen neben
den mikroskopischen Methoden (vgl. S. 54) insbesondere kulturelle
Methoden dienen. Dabei kann die Keimgehaltsbestimmung ent-
weder nach dem Plattenverfahren oder in fliissigen Néahrsubstraten
erfolgen.

a) Plattengufverfahren (nach Kocs). Die zu untersuchende Fliissig-
keit wird mit sterilem Leitungswasser (oder physiologischer Kochsalz-
16sung, 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 von0,1—1 ccmabgefiillt und steriler
Agar-Nihrboden (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 Auszdhlung der Kolonien
unter Benutzung einer Lupe mittels besonderer Zahlplatten und anderer
Vorrichtungen. Berechnung des Keimgehaltes durch Umrechnung der
Koloniezahlen auf 1 cern Aussaat.
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B) Keimgehaltbestimmung mittels fliissiger Ndhrboden. Prinzip:
Es wird eine so weitgehende Verdiinnung der zu untersuchenden
Probe vorgenommen, dal sodann bei der Aussaat gleicher Volumina
in sterile Néahrlosungen teilweise noch Entwicklung auftritt, teil-
weise nicht mehr (Methode auch bei spezifischen N&ahrsubstraten
geeignet).

Unterteilungsverfahren (anzuwenden, wenn der Keimgehalt
einer Probe voéllig unbekannt ist), besonders in Form der Hal-
bierungsmethode angewendet: Ein bestimmtes Volumen der ur-
spriinglichen oder bereits verdiinnten Keimsuspension wird jeweils
auf die Halfte verdiinnt (die eine Halfte fiir die Kultivierung bereit-
gestellt, die andere Hilfte weiter verdiinnt); nach etwa 48stiindiger
Bebriitung stellt man fest, in welchem Punkte der Verdiinnung noch
Entwicklung von Organismen stattfindet; es ist dann noch ein Keim
pro Flissigkeitsvolumen vorhanden gewesen, woraus die Gesamtmenge
an Keimen berechnet werden kann.

Gleichteilverfahren (anzuwenden, wenn man ube1 den Keim-
gehalt der Probe bereits ziemlich gut orientiert ist, also zur Uber-
prifung): Von der je nach dem Keimgehalt auf ein bestimmtes Volumen
verdiinnten Probe werden gleiche Mengen (z. B. je 1 ccm) in eine grofle
Anzahl (20—100) mit Nahrlé6sung beschickte Kolbchen verteilt. Bei
richtiger Verdiinnung darf héchstens in der Halfte der Kolbchen
Mikrobenentwicklung stattfinden.

4. Mikroskopische Methoden zur Identifizierung und Charakte-
risierung der Mikroorganismen. '

Auf die Beschreibung des Mikroskopes und dessen Handhabung
kann hier verzichtet werden; im folgenden gelangen nur einige Me-
thoden des Mikroskopierens zur Besprechung, soweit dieselben fiir
girungschemische Zwecke von Wichtigkeit sind.

a) Anfertigung mikroskopischer Priparate. o) Einfache Prdi-
parate fir kurze mikroskopische Untersuchungen: Auf einem gut
entfetteten Objekttriger! wird eine kleine Menge der zu unter-
suchenden Kultur mit einem Tropfen Wasser (oder physiologischer
Kochsalzlosung) verrieben, das Deckglas aufgesetzt (so, daB keine
Flissigkeit an den Seiten austritt?) und die Untersuchung vor-
genommen.

1 Reinigung der Objekttriger und Deckglaschen: Nach Gebrauch
werden dieselben abgewischt und in einer Glasdose gesammelt, in
der sich Alkohol und verdiinnte Salzsiure befindet. Hierauf in heiBer
Sodalésung vom Fett befreit und so lange mit Wasser gespiilt, bis sie
klar erscheinen ; schliellich mit verdiinnter Salzsdure und nochmals mit
heiBem Wasser nachgewaschen, mit einem fettfreien nicht faserndem
Tuch trocken gewischt. Neue Glidser mit Xylol ‘oder Benzin oder
auch Alkohol Athergemlsch entfettet und mit fettfreier feiner Lein-
wand trocken gewischt.

2 Eventuell ausgetretene Fliissigkeit ist mittels eines Stiickchens
Filtrierpapier zu entfernen.
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p) Untersuchung im hingenden Tropfen. Objekttriger mit
Hohlraum; dieser mit einem Vaselinring umzogen; Deckglas, mit
einem Tropfen der zu untersuchenden Kultur nach unten, auf die
Hohlung aufgelegt, so dal es am Objekttriger festklebt. Vor-
nahme der Untersuchung beginnend vom Rande des Priparates.

y) Ausstrichpriparat ( Trockenprdparat). Fixierung von Pri-
paraten. Das zu untersuchende Tropfchen wird moglichst diinn
mittels einer Platinnadel auf einem Objekttriger verstrichen, an der
Luft trocknen gelassen, in der Flamme fixiert, indem der Objekt-
triger mit der bestrichenen Seite nach -oben~ rasch dreimal
durch die Flamme gezogen wird. Schonendere Fixierung(unter
Vermeidung einer Verschrumpfung, besonders bei Sprof3- und
Schimmelpilzen) durch Eintauchen in Methanol (3 Minuten) oder
in absoluten Alkohol (2—10 Minuten).

b) Firbemethoden. Die Fiarbungen sind zur Charakterisierung der
Mikroorganismen von groter 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 der Farbung von Trockenprédparaten (abgetoteter Zellen)
und lebender Organismen (Vitalfarbung); im gegebenen Zusammen-
hang ist die erste Methode von wesentlich gré8erer Bedeutung.

Farbstoffe (vor allem basische): Am haufigsten Methylenblau und
Fuchsin, ferner Methylviolett, Krystallviolett, Gentianaviolett, Bis-
marckbraun, Malachitgriin. Die erstgenannten in konzentrierter
alkoholischer Losung, die beiden letztgenannten in konzentrierter
wiafriger Losung aufbewahrt und unmittelbar vor Gebrauch mit
Wasser verdiunnt (etwa auf das 1—10fache) und frisch filtriert (am
bequemsten in eine Proberchre, in die ein Faltenfilter ohne Trichter
eingesetzt wird).

&) Gesamitfirbung der Organismen. Vor allem mit Fuchsin und
Methylenblau: das auf einem Deckglischen angelegte und wie
oben fixierte Praparat wird mit der bestrichenen Seite nach unten
auf die Farbstofflosung aufgelegt (in einem Schilchen), nach
einigen Minuten mit Wasser abgespiilt (zum Halten dient die
CornErsche Pinzette), mit Filtrierpapier gut abgetrocknet und
untersucht. Das Priparat kann auch auf einem Objekttriger an-
gelegt werden; es wird dann mit der Farbstofflosung betraufelt;
im iibrigen wie zuvor.

B) Gramsche Féarbung. Dieselbe ermoglicht eine Unterscheidung
von Bakterien. Das fixierte, trockene Priaparat wird unter Er-
wirmen 2 Minuten lang mit frisch bereitetem Gentianaviolett-
Anilinwasser! gefirbt, iiberschiissige Farbstofflosung mit Filtrier-

1 100 cem Anilinwasser (frisch hergestellt durch Schiitteln von etwa
5 cem Anilin mit 100 cem Wasser und filtrieren), versetzt mit 11 cem
gesattigter alkoholischer Gentianaviolettlosung.
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papier abgetupft, einige Tropfen der Lucor schen Losung?! auf das
Priiparat gebracht, 1—2 Minuten einwirken gelassen, UberschuB3
abgetupft, sodann mit einigen Tropfen 96%,igen Alkohols entfirbt
(etwa 15 Minute). Als grampositiv erscheinen nun alle dunkelblau-
violett gefirbten Mikroben, als gramnegativ alle farblosen, die
zweckméaBig mit verdiinnter Fuchsinlosung nachgefirbt werden,
um sie besser sichtbar zu machen. Zur Kontrolle firbt man eine
Bakterienart, die sich gegeniiber der Gramfirbung bekannt
verhalt (Modifikation der Gram firbung vgl. Nachtrag).

Unter den Gérungsorganismen verhalten sich grampositiv: Die
meisten Strepto- und Mikrokokken, viele Milchsidurebakterien, die Sar-
cinen, die sporenbildenden gréfleren Stdbchenbakterien, die Akti-
nomyceten und alle SproBpilze; gramnegativ: Essigbakterien, die
meisten Kurzstdbchen (wie die Coligruppe) und die Vibrionen.

y) Sporenfirbung. Die Sporen nehmen im Gegensatz zum
iibrigen Zellkorper die Farbe schwerer an und geben sie auch
schwerer ab. Das stark fixierte Deckglaspraparat wird in 5%ige
Chromséurelésung gebracht, mit Wasser abgespilt und 4 bis
10 Minuten auf der Farblosung (Carbolfuchsin nach Zienrn? u. a.)
unter etwas kraftigerer Erwidrmung in schwimmendem Zustand
erhalten, oder: Farblosung auf das Deckglaspriparat gebracht
(in der CornETschen Pinzette eingespannt) und in der Mikro-
flamme 1 Minute erhitzt (vom ersten Aufwallen an gerechnet).
Sodann unter der Wasserleitung abgewaschen, 14 Minute in
5%,ige Schwefelsdure eingetaucht, wieder abgespiilt, in wiBrige
Methylenblaulosung gebracht und wieder abgewaschen. Die
Sporen erscheinen rot, der iibrige Zellkorper (oder rein vegetative
Formen) hellblau gefiarbt.

8) Geifelfirbung : Wird bei gérungschemisch wichtigen Organismen
wohl nur selten zur Anwendung gelangen. Prinzip: Vornahme einer
Beizung zwecks Aufquellen der GeiBelsubstanz und nachfolgende
Farbung; dadurch wird die Anzahl der GeiBeln und die Art des Geil3el-
ansatzes sichtbar (nur bei beweglichen Mikroorganismen).

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

{) Herstellung von Dauerprdparaten. Fir Vergleichszwecke von
grofler Wichtigkeit. Das moglichst wenig Organismen enthaltende
gefrbte Praparat wird in Kanadabalsam oder Cedernél einge-
schlossen: Auf das Deckglischenpraparat wird ein kleiner Tropfen

B g Jod und 2g Jodkali in 300 ccrn dest. Wasser.
2 10 ccm geséattigte alkoholische Fuchsinlésung + 100cem 5%ige
wifrige Phenollésung.
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Kanadabalsam (in Xylol gelost) gefiigt und auf einen véllig
sauberen und fettfreien Objekttrager aufgedriickt. Nach einigen
Tagen ist der Kanadabalsam erhirtet und die Seiten des Deck-
glaschens werden mit Asphaltlack umstrichen. Jahrelange Halt-
barkeit. Genaue Beschriftung auf angeklebten Etiketten. Die
Anfertigung von Dauerpriparaten der wichtigsten Gérungs-
organismen ist fir Vergleichszwecke sowie zur Identifizierung
der Organismen sehr wichtig.

¢) Messungen unter dem Mikroskop. Am hiufigsten unter Be-
nutzung eines Okularmikrometers (runde Glasplattchen mit feiner
Einteilung), das mit der Teilung nach unten in das Okular eingesetzt
wird. Ermoéglicht nur relative Messungen. Zur Bestimmung des ab-
soluten Wertes eines Strichintervalles Eichung mit einem Objekt-
mikrometer (Objekttriger mit einer Einteilung, bei der 1 mm in
100 Teile geteilt ist, Abstand zweier Striche = 10), jeweils fiir eine
bestimmte Vergroferung. Vorgang: Bei normaler Tubuslinge des
Mikroskopes (die auch spater nicht mehr veréndert werden darf)
werden die Nullpunkte der beiden Skalen zur Deckung gebracht
(durch Verschieben des Mikrometers und Drehen des MeBokulars);
Ablesung einiger sich deckender Teilstriche und Ermittlung des ab-
soluten Wertes des MeBokulars in sinngeméfer Weise.

d) Zihlungen unter dem Mikroskop. (Methoden der direkten Keim-
zéhlung.) Die direkte Keimzéahlung wird vor allem fiir gréBere
Organismen, wie Hefen beniitzt. Man bedient sich dabei besonderer
Zahlkammern oder Apparate. Ein nsheres 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 MaBnahmen zur Trennung
der einzelnen Zellen voneinander, die Durchfiihrung der Zahlung usw.
ersichtlich werden (vgl. z. B. Skarschen Apparat, THOMA-ZEISSsche
Zshlkammer, Bakterienzéahlkammer nach M. STEINER u. a.).

Fir die Auszihlung von Bakterien verwendet man — falls die
betreffenden Bakterien dies ermoglichen — gleichfalls Zahlkaramern
oder Apparate wie fiir Hefe. Vielfach muBl man aber das Auszéhlen
im Dunkelfeld oder unter Benutzung gefarbter Ausstrichpriaparate
vornehmen. Im allgemeinen wird man zur Keimgehaltsbestimmung
in Bakteriensuspensionen lieber eine der S.53/54 geschilderten Kultur-
methoden anwenden.

C. Ubersicht der wichtigsten Girungsorganismen (morpho-
logische und physiologische Kennzeichnung derselben).
1. Hefen.

Vorkommen: Bliitennektar, an vielen Pflanzenteilen (Blitter,
Rinden usw.) und Friichten (Trauben usw.). Im Boden, in Milch,
Méehl, Heringslake, im Darm usw., auch pathogen oder harmlos
im lebenden Gewebe des Tierkérpers (Insekten, Wirbeltiere usw.).
Symbiontisches Vorkommen von Alkoholhefen mit Milchsiure-
bakterien (z. B. in sauren Milchgetrinken 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).

Morphologische Charakterisierung: 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 Hilfe der Federstrichkultur, der Riesenkolonien usw.
sind weitere morphologische Merkmale erkennbar. Zellen: meist
ellipsoidisch, seltener kugelig oder lang gestreckt. Durchschnitts-
grofe etwa 5 X 8 u, ausnahmslos unbeweglich, gewéhnlich farblos.
Mikroskopisches Bild: meist eine groBe und mehrere Kkleine
Vakuolen. Kern durch Fiarbung sichtbar. Einlagerung von Fett-
tropfchen?! (stirker lichtbrechende Kérnchen, Fettreaktion). Bei
ippigem Nahrboden bzw. unter besonderen Bedingungen (vgl.
S.102) tritt Verfettung ein (Anstieg des Fettgehaltes bis etwa
409, der Trockensubstanz), die Zellen sind dann viel groSer, zahl-
reiche Granulationen weisen auf hohen Fettgehalt hin.

Physiologische Charakierisierung: Die alkoholbildenden Hefen
sind fakultativ anaerob, Vermehrung urnd Wachstum an Gegen-
wart von Sauerstoff gebunden, Gérung auch bei LuftabschluB.

Unterscheidung der Arten: Morphologisch schwierig, infolge der
Gleichférmigkeit . nur moglich durch sorgfaltiges Studium der
Reinkulturen, Ziichtungen und Feststellung der morphologischen
und physiologischen Eigenschaften, und zwar: Sporenform, Aus-
sehen der Kolonien, Einflu von Temperatur und Sauerstoff,
Girvermoégen gegeniiber verschiedenen Zuckerarten, FEnzym-
gehalt usw.

Einteilung der Hefen in zwei Hauptgruppen je nach dem Ver-
mégen zur Sporenbildung:

Sporenbildende Hefen (Saccharomyces): Hierher gehéren die tech-
nischen Hefen, vor allem die Alkoholhefen des Gérungsgewerbes;
Einteilung derselben nach praktischen Gesichtspunkten (Verwen-
dungszweck usw.); ober- und untergirige Hefen?, stark und schwach
girende Hefen, flockige und staubige Hefen usw.; unter den Kultur-

1 Die im Plasma (zum Teil auch in der Vakuole) befindlichen
Einschliisse (Granula, Kérnchen) sind meist Fett, seltener auch Ei-
weill oder Glykogen oder Volutin (Nucleinsdureverbindungen).

? Charakteristik derselben: Die obergéirigen Hefen (Bier-,
Brennerei- und Pre3hefen) haben nichtschleimige Zellwéinde, am Ende
der Gérung befindet sich die Hauptmenge oben im Schaum (Raffinose
wird durch obergirige Hefen kaum vergoren). Die untergirigen
Hefen (Bier- und Weinhefen) haben schleimige Zellwinde, die Zellen
klumpen zusammen und bilden einen festen Bodensatz; der Schaum
ist arm an Zellen (Raffinose wird vergoren). — Unterschiede in der
Extrahierbarkeit der Fermente und Cofermente.
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hefen sind besonders von Wichtigkeit : Saccharomyeces cerevisiae (Bier-,
Brennerei- und Prelhefen) sowie Saccharomyeces ellipsoideus (Schaum-
wein- und Obstweinhefen). Einteilungsmoéglichkeit auf Grund des
Verhaltens gegeniiber Disacchariden; Vergirung 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 Garvermdagen.

Sporenlose Hefen (Kloeckera = Pseudosaccharomyees, Fungi im-
perfecti): Meist mit geringem oder keinem (idrvermogen, in der
Natur sehr verbreitet: Z. B. als Schéidlinge insbesondere saurer oder
gegorener Getranke auftretend, ferner in den Gerb- oder Sauerkraut-
brithen: Kahmhefen (Mycoderma), Torulaarten, Pastorianushefen,
Exiguushefe usw. Sodann rote und schwarze Hefen (in Milch und
Kase), schlieBlich auch manche pathogene Hefen.

Ubersicht einiger garungschemisch wichtiger Hefen vgl. in Tab.IX.

2. Bakterien.

Allgemeine morphologische Charakterisierung : Meist farblose (jeden-
falls nicht chlorophyllgriine) einzellige Organismen, die sich aus-
schlieBlich durch Zweiteilung (,,Spaltung‘‘, Spaltpilze) ungemein
rasch vermehren; dazu kommen noch manche mehrzellige fadige
Formen (Fadenbakterien), die morphologisch zu den Fadenpilzen
iiberleiten. Sporenbildung (stets auf vegetativern Wege) vielfach vor-
handen (hochgradige Widerstandsféhigkeit der Sporen gegen Hitze,
Eintrocknung, Gifte usw.). Nach neueren Befunden sollen auch ultra-
mikroskopische Entwicklungsformen existieren, die auch Hartfilter
passieren (LOoHNIS). Uber die eventuelle girungschemische Bedeutung
dieser Formen ist noch nichts bekannt. Zellform: Kugelig oder
zylindrisch, meist gerade, seltener schraubenférmig (Kugel-, Stab-
chen- und Schraubenbakterien). Zellgrofie: Etwa 0,5 X 1y oder 1 X 4u,
vielfach kleiner, doch auch gréBer. Mikroskopisches Bild: Zellkern
nicht sichtbar, oft lebhafte Eigenbewegung mit Hilfe von Geileln
(Cilien), die erst nach besonderer Behandlung sichtbar werden
(Beizen und Firben, vgl. S. 56). Sporen bei manchen Stabchenarten
vorhanden, stets in der Einzahl, kugelige oder ellipsoidische, stark
lichtbrechende Gebilde (Stébchen mit Sporenbildung sind
Bacillen, solche ohne Sporenbildung Bakterien.)!

Nomenklatur: Hinsichtlich der Bezeichnung der Mikroorganismen
ist bis heute noch keine einheitliche Regelung erfolgt, da die dies-
beziiglichen Bemiihungen der Bakteriologen noch zu keinem allgemein
anerkannten System gefithrt haben. ZweckméBigerweise sollte man
bei Verdffentlichungen die Bezeichnungen der American Type Culture
Collection verwenden®.

Physiologische Charakterisierung und Einteilung: Aerobe und
anaerobe, fakultativ anaerobe Formen; auf Grund der physiologischen
! Die Bezeichnung wird allerdings meist nicht konsequent
durchgefiihrt.

2 Auch im vorliegenden Buch ist diesem Vorschlag weitgehendst
Rechnung getragen.
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Wirkungen anoxydative und oxydative Bakterien. Im folgenden
werden die wichtigsten technischen Bakteriengruppen und einige Ver-
treter derselben kurz besprochen.

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

Morphologie: Zellform und Zellgrofie bei den einzelnen Bak-
terien sehr verschieden (Langstibchen, Kurzstibchen, ei- bis
kugelférmig).

Physiologische Figenschaften: Erregung der Milchsiduregirung,
dabei verschiedenes Verhalten gegeniiber den einzelnen Zucker-
arten; Verhalten gegeniiber der Temperatur: vielfach wirme-
liecbend; Thermobakterien. Hiufig als Schidlinge Lei der PreS-
hefefabrikation (verursachen Zusammenflocken der Hefe). Ver-
wendung zur Milchsiureproduktion sowie zur Sduerung von
Getreidemaischen bei der Spiritusbrennerei sowie bei der Weil3-
biererzeugung. Charakteristik einiger Milchsiurebakterien und
verwandter Organismen vgl. in Tab. X.

b) Propionsiiurehakterien. Vorkommen: In Schweizer Kise,
spielen bei der Reifung desselben eine Rolle (Lochbildung).
Hauptform: Propionibacterium sp. (Bac. acidi propionici), mit
vielen Varianten (Stdmmen), je nach der Herkunft verschieden.

Morphologische und physiologische Charakierisicrung: Zumeist
grampositiv, katalasepositiv (manchmal allerdings nur sehr
schwach), Gelatine nicht verflissigend, unbeweglich, in der
Regel nicht sporenbildend. Kréftiges Wachstum vor allem unter
anaeroben Bedingungen (unter aeroben Bedingungen keine so
gute Entwicklung). Wachstum auf Agar meist relativ schlecht.
Variabilitdt der Zellform: Unter anaeroben Bedingungen bilden
sich in neutralem Medium kleine Kurzstibchen, unter aeroben
Bedingungen sind die Zellen irregulir geformt, keulenférmig
geschwollen, in saurem Medium bilden sich neben den normalen
Zellen kleine streptokokkenartige Zellen, lange irregulire Stibchen
und andere Formen.

¢) Butylogene Bakterien. Vorkommen: Erde (besonders Garten-
erde), Schlamm, Abwéasser usw. Gemeinsame 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 vegetativen Zellen entstehen in einem gewissen
Stadium die oft keulenférmigen Clostridiumformen, in denen sich
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Sporen ausbilden, die nach dem Absterben des iibrigen Zellkdrpers
frei werden. Die Sporen selbst sind meist sehr widerstandsfahig
gegen Hitze (2 Minuten langes Kochen in wilriger Losung
schiadigt nicht). Zellen jiingerer Generationen zeigen starke Be-
wegung; sobald sich die Gérungsprodukte anhiufen (insbesondere
bei der Butanol-Aceton-Géarung) tritt auffallende Abnahme der
Gérungsorganismen (insbesondere der vegetativen Formen) ein.
Bei Clostr. aceto-butylicum sind sowohl die vegetativen Formen
wie die Clostridien anfangs grampositiv, nach 75 Stunden gram-
negativ (sobald die Gérung in der Regel beendet ist). Eine
nihere Charakteristik einiger Vertreter dieser Gruppe ist in
Tab. XI gegeben.

d) Cellulose vergiirende Bakterien. Erreger der Methangérung
und verschiedener Sauregérungen bei hohen Temperaturen
(vielfach bei 60—70°). Noch wenig erforschte Gruppe. Titigkeit
im Boden: Humifizierung der Holzsubstanz; Vorkommen im
Schlamm, Pferdemist, regelmiBig im Pansen der Wiederkauer,
ferner im Diinger (allerdings unerwiinscht: Speckigwerden des-
selben). Vornehmlich physiologisch charakterisiert: z. B. Bildung
von FHssigsdure neben Milchsdure, oder neben Alkohol, oder
andere Fettsiuren neben Alkohol und Methan, stets neben CO,
und H,; eigentliche Methanbakterien: Bildung von Methan,
CO, und H,. Abwasserbakterien: * Zersetzung verschiedener
organischer Verunreinigungen von stddtischen und gewerblichen
Abwissern auf Rieselwiesen, in biologischen Fiillkérpern usw.
Methangérung durch den Faulschlamm (,,belebten Schlamm®) in
Faulrdumen.

¢) Essighakterien. Allgemeine Kemnzeichnung: Ausgesprochen
aerobe, stets sporenlose, meist unbewegliche Stdbchen, sehr klein:
etwa 0,5 X 1,5u, meist in oberflachlichen, zarten Hiautchen, oft
zu langen Ketten verbunden, aber auch untergetaucht, zu
Tritbungen der Fliissigkeit Anla gebend. Kolonienbildung auf
festen Nahrbiden recht verschieden, oft charakteristisch, aller-
dings auch abhéngig von der Ziichtungsweise und Entwicklungs-
dauer. Vermogen zur Gelatineverfliissigsung ganz selten. Ande-
rungen der Zellgestalt sehr hiufig, von EinfluB sind dabei Tem-
peratur, Alter, Erndhrungsweise. Hypertrophische Zellformen
(Riesenzellen) unter ungiinstigen Wachstumsbedingungen.

Systematik und Einteilung: Von verschiedenen Gesichtspunkten
aus versucht worden. Morphologische Unterscheidung schwierig, da
alle fast das gleiche Aussehen haben, wohl aber Unterschiede im

Sauerungsvermdgen gegeniiber verschiedenen Alkoholen, Zucker-
arten usw. Einteilung nach praktischen Gesichtspunkten, z. B. nach

Bernhauer, Girungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 5
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HENNEBERG (1909) vier Gruppen: Maische und Wiirzebakterien, Bier-
essigbakterien, Weinessigbakterien, Schnellessigbakterien; nach LAFAR
(1914) vier Gruppen: Bieressigbakterien, Weinessigbakterien, Schnell-
essigbakterien, Schleimessigbakterien. Einteilungsversuche auf Grund
des chemisch-physiologischen Verhaltens sind noch nicht als be-
friedigend anzusehen, da stets gewisse Uberginge vorhanden sind,
einzelne Bakterienstdmme selbst sich verschieden verhalten kénnen
und schlieflich noch nicht alle physiologischen Merkmale geniigend
untersucht sind. In Tab. XII sind einige Essighakterien angefiihrt,
die fiir technische sowie priparative Zwecke von Interesse sind.

3. Schimmelpilze (Mycelpilze)'.

Allgemeine Charaiteristik: Schimmelpilze sind héher entwickelt
als die SproBpilze und Spaltpilze. Der Pilzkirper besteht aus einer
dicht verwebten Fadenmasse (Mycel, aus einzelnen Zellfiden,
Hyphen zusammengesetzt). Als Sporen im eigentlichen Sinne
(Endosporen) sind nur die im Inneren von Schliuchen, Kapseln
usw. entstehenden Fortpflanzungszellen zu bezeichnen. Bei den
héchst entwickelten Formen Fruchtorgane (Konidien) nach auBen
ausgebildet, in oder an denen meist einzellige Sporen (Exosporen,
Konidiosporen) gebildet 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 Zellformen, die sich
durch Sprossung vermehren, neben den Hyphen. Fiir die technische
Mycologie sind insbesondere folgende Gruppen von Interesse:

Aspergillaceen, insbesondere mit den Gattungen Aspergillus
und Penicillium. Aspergillus: Die Konidientriger (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. Perithetienbildung vorhanden. Optimale
Wachstumstemperatur: 27—30°. Manche Arten sind pathogen.
Penicillium: Farbung der Konidiosporen, des Mycels sowie des
Substrates zu unterscheiden, meist griin gefirbte Pilzrasen. Die
aus dem Mycel herauswachsenden Konidientrdger besitzen lange
verzweigte Pinsel mit den Sterigmen und Konidiosporen. Wachs-
tumsoptimum meist zwischen 20 und 30° (vgl. Tab. XIII).

1 Vgl. dazu TaoM und CrURCH: The Aspergilli, Baltimore 1927, —
TroM: The Penicillia, Bailliére, Tindall and Cox, London 1930, —
Hinsichtlich des natiirlichen Vorkommens von Pilzen vgl. NigT-
HAMMER: Die mikroskopischen Bodenpilze, ’s-GRAVENHAGE, W. JUNK,
1937.

5*
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72 Gérgefale und Girgerite.

Mucorineen (Kopfchenschimmel): Sporangientriger verzweigt
oder unverzweigt mit Endsporangium. Bei der Reife gelangen
die Sporen durch Zerreifilen der Sporangiumwand ins Freie.
Haufig Gemmen oder Chlamydosporen (fortpflanzungsfihige
Dauerzellen) in den Hyphen des Mycels. Kugelzellen dhnlich den
Hefezellen (mit Sprossung) vielfach vorhanden!. Hauptvertreter:
Mucorarten und Rhizopusarten (bei den letzteren Auslidufer
[Stolonen, Rhizoiden] vorhanden). Vgl. Tab. XIV.

II. Methoden zur Durchfiihrung der Girungen
(Gérungstechnik).

A. GiirgefiiBe und Geriite.

Je nach der Art der durchzufiihrenden Gérung verschieden; ins-
besondere je nachdem, ob es sich um oxydative oder anoxydative
Gérungen handelt. Manche der zur Kultivierung der Gérungsorga-
nismen geeigneten GefidBe (vgl. S. 26 ff.) sind auch zur Durchfiihrung
von Gérungen verwendbar.

1. Anoxydative Girungen.

a) Finfache GiirgefiBe. «) Fiir Kleinversuche: ERLENMEYER-
oder Stehrandkolben von passender GréBe, versehen mit Gir-
verschlu (vgl. Abb. 7). Derselbe wird mit etwa 209%,iger
Schwefelsdure oder noch besser mit Glycerin gefiillt.

B) Fiir Grofversuche: Benutzung groBer gewohnlicher Flaschen
(von 10—151 Inhalt) oder grofer Glasballons® (von 30—601
Inhalt), versehen mit RiickfluBkiihler und Gaswaschflasche (um
leicht fliichtige Garprodukte zuriickzuhalten) sowie einer leicht
verschlieBbaren Offnung zur Probeentnahme (vgl. Abb. 8).

b) Girgerite mit Riihrvorrichtung. Benutzung WouLFrscher
Flaschen mit Riithrwerk (Abb. 9), Riihraufsatz mit Wasser (oder
Quecksilber) gefiillt, dient zugleich als GérverschluB. Ein oberer
Tubus wird zumeist mit Tropftrichter oder Biirette usw. zu ver-

! Hinsichtlich der Bedingungen fiir die Bildung von Kugelhefe
sowie Besonderheiten im physiologischen Verhalten derselben vgl.
H. Lters, R. KtaLes und H. Fixk: Bio. Z. 217, 253 (1930).

2 Z. B. gewohnliche Sdureballons.
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sehen sein, der andere Tubus kann zum Hinzufiigen fester Stoffe
dienen (z. B. CaCO,, Zusatz von Hefe usw.); der untere Tubus dient

Abb. 7. Girverschliisse. Abb. 8. Anordnung fiir groBe
Giérversuche,

. 9. Abb. 10. Rithraufsatz fiir
GérgefiB mit Rithrwerk. groBe Gargefile.

Abb

zu Probeentnahmen. Fiir groBe Girgefifle (z. B. Glasballons)
benutzt man einen Riihraufsatz (Abb. 10) in sinngeméafBer Weise.
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2. Oxydative Girungen.
a) Anordnungen fiir Oberflichengirungen. «) Einfache Gir-
gefife fiir Oberflichengdrungen: ERLENMEYER-Kolben, FERNBACH-
Kolben (vgl. Abb. 15), Prerss-Kolben!, Hourg-Kolben, Kultur-

Abb. 11. Abb. 12. Abb. 13.
Kulturkolben nach HIDA. PREIsS-Kolben. HoULE-Kolben.

kolben nach Hipa? (vgl. Abh. 11—13), groBe Glasschalen oder
Metallschalen (z. B. aus Aluminium). Einrichtungen zum Aus-
wechseln der Fliissigkeit, fiir Probeentnahmen sowie Zusitze: z. B.
ErLENMEYER-Kolben mit Rohr zum Zusetzen
von CaCO,, sowie einem zweiten Rohr zum
Austausch der Fliissigkeit und zur Probe-
entnahme unter vollig sterilen Bedingungen
(vgl. Abb. 14). Einrichtung eines FERNBACH-
Kolbens zur Probeentnahme sowie zum Aus-
wechseln der Fliissigkeit (Abb. 15). Bei a
befindet sich ein Wattebausch, bei b eine
Graduierung. Die Handhabung ist wohl ohne
weiteres verstdndlich.

B) Oberflichengirungen in groflerem Maf-
stab. Am zweckmifigsten ist der Sterilin-
kubator von Norp3, der ohne weitere Hilfs-

Abb. 14,
ERLENMEYERkolben gerite sofort verwendbar ist (vgl. Abb. 16).

%‘;ﬁbe‘éf,‘gfaﬁl‘;’;g . Von Wichtigkeit ist bei diesen Oberflichen-
Auswechslung der — girungen stets die Schaffung, einer richtigen

Fliissigkeit sowie zum A N .
Zusetzen fester Stoffe. Beziehung zwischen Oberfliche und Volumen,

! Man verwendet dieselben zweckméBiger Weise nur bei gleich-
zeitiger Beliiftung des Gasraumes, da sonst die Sauerstoffversorgung
schlecht ist.

2 Hipa: J. of the Shanghai Sc. Inst. [4] 1, 201 (1935).

2 ¥.F. Norp, H. HoFSTETTER und E. DAMMANN: Bio. Z. 293,
231 (1937). — Hinsichtlich anderer derartiger Apparate vgl. PETERSON,
PrUESS, Gorcica und GREENE: Ind. Chem. 25, 213 (1933); s. ferner
May, HERRICK, MOYER und Hrrisacu: Ind. Chem. 21, 1198 (1929);
Raistrick und Mitarbeiter: Trans. Roy. Soc. London B 220, 136
(1931).
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Abb. 15. FERNBACH-Kolben mit Anordnung zum Auswechseln der Kulturfliissigkeit
sowie zu Probeentnahmen.

L -

Abb. 16. Sterilinkubator von NORD.

1 = Entliftungstubus. 6 = Heizpatrone zum Sterilisieren der
2 = Dampfentwickler (zwecks Sterili- eintretenden Luft.

sation). : 7 = Impftuben.
3 = Thermoregulator. 8 = Hebel zum Heben der Glasdeckel
4 = AnschluB an die Wasserleitung. der Kulturschalen.
5 = Abflu3 des Kondenswassers.

(Die Pfeile im Innern des Sterilisierkubators geben den Weg des Dampfes bei
der Sterilisation an.)
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da die Sauerstoffversorgung nur von der Oberfliche her erfolgen
kann. Die Schichthéhe ergibt sich aus dem Verhiltnis des
Volumens (in Kubikzentimeter) zur Oberfliche (in Quadrat-
zentimeter), also z. B. bei einem Volumen von 2000 ccm und
einer Oberfliche von 1000 qem ist das Oberflichen/Volumen-
Verhéltnis =2 und daher die Schichthéhe 2 cm. Ebenso ergibt
sich die GréBe der Oberfliche aus dem Verhiltnis Volumen/
Schichthohe. Die Umsetzung des Substrates ist um so rascher,
je Kleiner die Schichthohe ist; bei gréBeren Oberflichen konnten
bisher in Laboratoriumsversuchen noch Fliissigkeiten von 5 bis
6 cm Schichthohe gut verarbeitet werden, doch war dabei natur-
gemif die Versuchsdauer entsprechend verlingert.

21
Abb. 17. Beliiftungsgefi. Abb. 18, Gaswaschflasche
nach KLUYVER (SCHOTTund Gen.Nr.101a).

y) Anordnungen fir Oberflichenwachstum unter Riihren; Be-
nutzung eines GérgefiBes gemiB Abb. 9: durch den einen oheren
Tubus wird ein Robr eingesetst, das oberhalb der Fliissigkeits-
oberfliche endet und zur zeitweisen Luftdurchleitung dient. Da zu-
nichst Mycelentwicklung an der Oberfliche stattfindet (z. B. bei
Schimmelpilzen), darf mit dem Riihren erst nach vollkommener
Ausbildung der Pilzdecke begonnen werden. Sowohl Luftdurch-
leitung wie das Riihren (z. B. Aufschlimmen von CaCOy) ist
vorsichtig vorzunehmen.

0) Anordnung fiir Girungen unter Berieselung; z. B. fir Oxy-
dationen mit Essigbakterien gemaB dem Prinzip der Schnellessig-
fabrikation. Benutzung eines Rieselturmes mit Anordnung zum
Durchleiten von steriler Luft und zum automatischen Hinauf-
driicken der Garlésung (vgl. Ubung 35¢).
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b) Anordnungen fiir submerse Gidrungen. Es sind hier einige
Typen von Versuchsanordnungen entwickelt worden, je nach dem
Zweck und den Organismen:

Z 7 TIITITII I

Abb. 19. Hefeziichtungsapparatur nach FINK (Beliiftungsapparatur Modell I).

1'=}AnschluB an die PreBluftleitung. 5 = Heizspirale.

2= Filterung und Messung der Luft. 6 = Thermometer.

3 = Absorptionsturm. 7 = Einrichtungen zum Auffangen
4 ='Filterkerze. fliichtiger Giarprodukte.

o) Beliiftungsgefifle mit einem Boden aus Sinterglas (G 3).
wodurch eine sehr feine Luftverteilung gewihrleistet wird: Be-
lLiftungskolben nach Kruyver! (vgl. Abb. 17) oder Gaswasch-
flasche (vgl. Abb. 18)2.

1 KLuyver, Doxker und Visser T Hoorr: Bio. Z. 161, 361 (1925).

2 Empfohlen von May, HErRRICK, MOYER und WELLs: Ind. Chem.
26, 575 (1934).
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Ferner kann man auch groBe unten tubulierte Flaschen mit
eingedichteten Filterkerzen beniitzen. Fiir groBere Versuche konnen
die Modelle I' oder I12 (Abb. 19 und 20) verwendet werden.
Modell I beniitzt eine Filterkerze zur Gasverteilung, Modell 11

eine pordse Platte3; Modell T ist
zur direkten Heizung eingerichtet,
wahrend Il in einem konstant ge-
heizten Gérraum unterzubringen
ist. In Abb. 19 sind auch alle Ge-
riate firr eine genaue Stoffwechsel-
untersuchung eingezeichnet. Bei
Modell T konnen auch mehr als
zwei Glaszylinder iibereinander an-
gebracht werden ;auch bei Modell 1T
kann der Nutzinhalt durch Da-
zwischenschalten von Glaszylin-
dern zwischen die obere Glocke
und die porose Platte vergroBert
werden. Dies ist besonders bei
schiumenden Flissigkeiten von
Wichtigkeit.

Fir noch groflere Versuche
kommen Metallapparaturen® oder
Holzgerdte in Frage (vgl. auch
S. 94).

Alle Anordnungen sind be-
sonders geeignet zur Zichtung
von Hefen, manche auch fir Oxy-
dationen mit KEssigbakterien. —

Abb. 20 Fir Pilze meist nicht sehr ge-

Beliiftungsapparatur, Modell II. eignet, da die porésen Platten
1 = Wattefilter.

2 = Holzgestell. allmahlich durch zuwachsendes
3 = Metallring mit Schrauben- Mycel verlegt werden.

verschluB.
4 = Gummimanschette. i
S nahme. B) Erzeugung von Schiittelmycel.

6 = Ansatzfiir die Zulaufvorrichtung. Man arbeitet dabei nach KLuyver?®

1 Fizvk, LeEcHENER und KRrEBS: Bio. Z. 299, 28 (1938).

? Im eigenen Laboratorium ausgearbeitet. Vgl. dazu KNOBLOCH:
Diss. Prag 1938.

3 Filterkerzen sowie pordsc Platten sind z. B. durch das Filter-
werk Meilen beziehbar.

4 BraUN und PrunpT: 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 Fragen bei Pilzgirungen geeignet, da ein homogenes
Zellmaterial erzeugt wird (im Gegensatz zum Oberflichenmycel).

y) Submerse Girungen in der Girtrommel unter erhéhtem Druck.
Diese Anordnung hat sich insbesondere fiir technische oder halb-
technische Zwecke vorziiglich bewihrt. Kleinere Apparate kénnen
aber auch fiir laboratoriumsmifBige Versuche verwendet werden.
Das Wesentliche der Anordnung ist schematisch aus Abb. 21

Abb. 21. Schema einer Gértrommel.

% Z %%E;ﬁgﬁ%t } Rotationsachse mit Stopfbiichsen.

3 = Antrieb samt Lager.

4 = Lager.

5 = Einfiillltubus.

6 = Schaufeln.
ersichtlich. Die Gértrommel dreht sich um eine horizontale
Achse. Die im Innern befindlichen Schaufeln bewirken eine
Verstiubung der Flissigkeit in der durchstreichenden Luft
(vgl. dazu Anhang zu Ubung 42). Die Anordnung ist sowohl
tiir oxydative Bakteriengdrungen wie Pilzgirungen vorziiglich
geeignet und scheint die Zukunftsmethode der oxydativen Gérungen

iiberhaupt vorzustellen.

B. Die Durchfiihrung der Girungen.
1. Das Ansetzen der Giirversuche im allgemeinen.

a) Vorbereitung der Organismen. Wir haben hier zweierlei Moglich-
keiten zu unterscheiden, und zwar je nachdem, ob man die Gérungs-
organismen in dem zu vergérenden Substrat direkt zur Entwicklung
bringt, oder ob man mit Massen der betreffenden Organismen
arbeitet. Wihrend im ersten Fall die zu vergéirenden Substrate alle
erforderlichen Nahrstoffe enthalten miissen, kénnen im zweiten Fall
Losungen der zu verarbeitenden Stoffe allein verwendet werden.
Fiir beide Falle sind zunéchst die Impfkulturen in zweckméBiger
Weise vorzubereiten (vgl. dazu auch S. 47 und 50).

) Die Entwicklung der Gérungsorganismen im Gdrsubstrat ist
insbesondere bei der Durchfiihrung von Gérungen unter tech-

nischen Gesichtspunkten von Wichtigkeit. Vor dem Ausetzen
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eines Versuches mufl fiir die rechtzeitize Vorbereitung der
Kulturen gesorgt werden, mit denen das Gérsubstrat dann
geimpft wird.

Bei Hefen konnen die Reinkulturen auf festen Substraten
(Agarndhrboden) vorbereitet werden. Die Impfung erfolgt durch
Aufschwemmung in sterilem Wasser und Zusatz der Suspension
zum Néahrboden. Fiir gréBere Girversuche bereitet man zunichst
in der geschilderten Weise einen kleineren Ansatz vor, und fiigt
dann, sobald kriftiges Wachstum bzw. Girung eingetreten ist,
diesen insgesamt zu dem vorbereiteten grofen Giransatz.

Bei Bakterien ‘geht man grundsétzlich in der gleichen Weise
vor, und impft von der Stammkultur (auf festem oder fliissigem
Substrat) zundchst in einen kleinen Ansatz ein, den man dann
nach geniigender Entwicklung (meist nach 1—2 Tagen) zu dem
10- bis 20fach groBeren Géransatz hinzufiigt.

Bei Schimmelpilzen impft man mittels einer Sporensuspension,
die man durch Abspiilen der in Agarrdhrchen geziichteten
Kulturen gewinnt. Die Sporenkultur soll nicht &lter als etwa
1—4 Wochen sein. Vgl. dazu auch S. 47 sowie Ubung 46 c. (Tech-
nisch wird auch durch Einblasen der reifen Sporen geimpft.)

B) Arbeiten mit fertigem Organismenmaterial: Diese Methode
wendet man insbesondere fiir die Klirung wissenschaftlicher
Fragen an; sie erméglicht infolge der Anwendung groBer Massen
von Organismen eine rasche Verarbeitung des dargebotenen Sub-
strates (vielfach innerhalb weniger Stunden). Andrerseits kénnen
so auch Stoffe vergoren werden, die schidigend wirken und
keine Entwicklung der Gérungserreger gestatten. Die benutzten
Organismenmassen dienen in gewissem Sinn als Ersatz fiir Enzym-
praparate. Man benutzt daher auch, um klare Verhiltnisse zu
schaffen, nach Mbglichkeit Organismen, die frei von Reserve-
stoffen sind, so daf tatsdchlich nur die dargebotenen Substrate
verarbeitet werden. Die Herstellung der betreffenden Organismen-
massen erfolgt grundsitzlich gemifB 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 firr enzymchemische Untersuchungen ist eine Ver-
armung der Hefe an Reservestoffen von Wichtigkeit, da dadurch
die Eigengirung und Eigenatmung wesentlich herabgesetzt werden
kann. Der Wert der ,,verarmten‘* Hefe fiir enzymatische Unter-
suchungen ist dem der ,,ruhenden Bakterien® (vgl. unten) durch-
aus &dhnlich.
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Bakterienmassen werden durch Ziichtung der Bakterien in
besonderen Substraten hergestellt, durch Abzentrifugieren ge-
wonnen und dann noch einer Vorbehandlung unterzogen (vgl.
z. B. Ubung 18b sowie 37).

Besonders kleine Bakterien miissen mit einer Superzentrifuge
gewonnen werden?.

Die Methodik der ,,ruhenden Bakterien* (Quastel 1924) bietet
wesentliche Vorteile. Derartige Bakterien vermigen allerdings
nicht immer die gleichen Wirkungen zu entfalten, wie die
wachsenden und in voller Gérung 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 hungern gelassen und schlieBlich die zu verarbeitende Losung
eingefiillt. Wenn ein moglichst homogenes Zellmaterial verwendet
werden soll, so arbeitet man mit submersem Mycel, das durch
Luftdurchleitung oder mittels der Schiittelkultur gewonnen wird
(vgl. S.77 #f. und Ubung 48 d).

Fir die Wirksamkeit derartigen Mycels in bestimmter Hinsicht
{also fiir den Gehalt an bestimmten Enzymen und Enzymkom-
plexen) ist vor allem die Art der Zuchtung 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 Gérsubstrate. Je nach Art der Géirung sehr
verschieden (Maischen, klare Losungen usw.). Von groer Wichtig-
keit ist die Sterilisation der Girsubstrate (Methoden vgl. 8. 37),
und zwar erfolgt dieselbe am einfachsten direkt in den Gér-
gefiBlen; starkwandige Gefille, die ein Erhitzen nicht vertragen,
miissen durch Ausspiilen mit Sublimatlosung keimfrei gemacht
werden. Nach griindlichem Waschen mit sterilera Wasser wird
die in passenden Kolben sterilisierte Girfliissigkeit eingefiillt.

Amnsetzen anaerober Gdrversuche: Nach dem Impfen wird die
Luft aus den Gérsubstraten sowie oberhalb dieser durch Einleiten
eines sterilen inerten Gases (Stickstoff, Wasserstoff, Kohlendioxyd)
verdringt und dann der Géarverschluf} aufgesetzt.

1Vgl z. B. die Gewinnung von Butylbakterien mittels einer
SHARPLES-Zentrifuge: JANKE und S1EDLER: Bio. Z. 292, 112 (1937).

Bernhauer, Girungschemisches, Praktikum. 2. Aufl. 6
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2. Die Technik der Girfithrung.

a) Konstanthaltung der Girbedingungen. ) Einhaltung der
giinstigsten Gartemperatur. Vornahme der Gérungen in der Regel
in Thermostaten oder Gérkammern mit konstanter Temperatur,
kurzfristige Versuche eventuell auch in Wasserbadern. Kontrolle
der Temperatur in bestimmten Zeitintervallen.

B) Die Regelung des Feuchtigkeitsgehaltes in den Girkammern
kann auch manchmal von Wichtigkeit sein, insbesondere bei
Gérprozessen, bei denen Oberflichenentwicklung stattfindet (oxy-
dative Géarungen).

y) Zusdtze wihrend der Gdarung: Dieselben erfolgen Hand in
Hand mit der Kontrolle des Gédrverlaufes; dabei wird man weiteres
Gérsubstrat (in fester Form oder geldst), oder Salze oder CaCO,
usw. zur Regelung des Géarverlaufes zuzusetzen haben. Ferner sind
vielfach Substanzen hinzuzufiigen, die wihrend des Prozesses
verarbeitet oder umgewandelt werden sollen (z. B. bei den Acyloin-
kondensationen oder Hydrierungen durch Hefe usw.) oder auch
weitere Mengen des Gérungserregers (z. B. Hefe oder Bakterien-
massen).

b) Kontrolle des Giirverlaufes. In der Regel ist eine Angirung,
Hauptgérung und Nachgirung zu unterscheiden, wobei insbe-
sondere die Hauptgérung einen raschen und intensiven Verlauf
nimmt. Sehr wichtig ist die Ermittlung des giinstigsten Zeit-
punktes fir den Abbruch der Gérversuche, um unerwiinschte
sekundéire Prozesse zu vermeiden. Die Kontrolle des Gérverlaufes
erfolgt einerseits durch die Beobachtung der 4&uleren Erscheinungen
des Vorganges und anderseits durch die Feststellung der Gas-
entwicklung und Verfolgung der Umsetzung des Substrates selbst.

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

B) Probeentnahme aus dem Gdrsubstrat unter sterilen Be-
dingungen (mittels Pipetten oder AblaBhéhnen), wofiir passende
Anordnungen an den GargefdBlen zu treffen sind. Durchfiihrung
einfacher qualitativer Priifungen oder quantitativer Bestimmungen
der Gérprodukte, Ermittlung des pg-Wertes usw. (vgl. Ubungs-
beispiele).

¢) Die Durchfiihrung von Bilanzversuchen. Neben der Be-
stimmung der nichtfliichtigen Géarprodukte muBl bei der Auf-
stellung von Gérungsbilanzen auf die Ermittlung der gasférmigen
Produkte besonderes Gewicht gelegt werden. Dies bildet viel-
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fach auch die Grundlage fir die Aufstellung eines Gérungs-
schemas!. Methodisch kommt man zumeist mit relativ einfachen
Versuchsanordnungen aus (vgl. S. 110), manchmal wird man aber
auch besondere Apparaturen verwenden miissen, die die Auf-
stellung einer vollstindigen C-Bilanz ermdglichen sollen. So
wurde von BIRrINSHAW und RAISTRICK? ein Apparat beschrieben,
der die Ziichtung von Organismen in einem in sich geschlossenen
System gestattet, wobei durch einen sterilen Gasstrom (Luft-
strom usw.) die gasférmigen Stoffwechselprodukte durch Ab-
sorbentien geleitet werden. So wird CO, in Lauge aufgefangen,
fliichtige Produkte wie Alkohole, Aldehyde usw. in Schwefel-
siure, ferner wird der C-Gehalt der Organismenmasse und der ver-
gorenen Losung bestimmt (fliichtige und nicht flichtige neutrale
Produkte, fliichtige und nicht flichtige Siuren usw.)3.

Fir das Arbeiten mit Enzympraparaten, ruhenden Bakterien
usw. bedient man sich zur Messung und Verfolgung des Gasstoff-
wechsels vor allem der manometrischen Mikromethode nach
BaARCROFT-WARBURGY. Zur Durchfithrung gréflerer Versuche
eignet sich das von JANKE und Kropaczy?® beschriebene Reak-
tionsgefa. Einen Respirationsapparat fiir Bakterienkulturen hat
auch ILLENYI beschriebenb.

C. Anhang.

Prinzipielles iiber die Aufarbeitung der Giiransitze.

Im folgenden werden nur einige prinzipielle, kurze Hinweise ge-
macht, um einen Uberblick iiber die verschiedenen Methoden zur
Gewinnung der Géarprodukte zu ermdglichen. Alles weitere ist aus
den Ubungsbeispielen ersichtlich.

1. Gewinnung gasformiger Girprodukte.

Bedeutung der gasformigen Géarprodukte bei tech-
nischen Gérungen: Wahrend das bei den meisten Géarungen ent-
wickelte CO, vielfach verloren gegeben wird, sind die Gérgase manch-

1 Grundsitzliches vgl. S.9.

2 BirxkINsHAW und Ra1sTricK: Philos. Trans. Roy. Soc. London,
Serie B 1931.

3 Hinsichtlich der maBanalytischen Bestimmung des Restkohlen-
stoffs in biologischen Fliissigkeiten vgl. KocHoraTy: Bio. Z. 286,
186 (1936).

4 WARBURCG: Bio. Z. 142, 317 (1923); 152, 51 (1924); 164, 481 (1925).

5 JANKE und Kroracsy: Bio. Z. 277, 268 (1935).

8 TrnENYI: Bio. Z. 295, 117 (1937).

6*
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mal auch von grofler Bedeutung, wie z. B. bei der Butanol-Aceton-
Gérung (Gemisch von CO, und H,, Verarbeitung zu Methanol) sowie
bei der Methangirung (Gemisch von Methan, CO, und H,, Ver-
wendung als Leuchtgas).

Bedeutung der gasférmigen Géarprodukte in wissen-
schaftlicher Hinsicht: Die Beriicksichtigung derselben ist fiir die
Aufstellung von Stoffwechselbilanzen von grundsétzlicher Bedeutung
und ermdéglicht vielfach auch Riickschliisse auf den Gérungstypus.

Auffangung der gasférmigen Produkte (nur bei Durch-
fihrung von Gérungen in geschlossenen Gefaflen) in Eudiometer-
rohren, Gasometern usw. Messung und Analyse derselben. Die gas-
formigen Stoffe machen zumeist einen sehr betrdchtlichen Teil der
Géarungsendprodukte aus.

2. Gewinnung fliichtiger Girprodukte.

Man macht dabei fast stets von der Fliichtigkeit der betreffenden
Géarprodukte mittels Wasserdampf Gebrauch und gewinnt dieselben
durch Destillation. Vielfach ist eine Trennung in nichtsaure und
saure Géarprodukte erforderlich, indem zun#chst die Sduren als Salze
gebunden und die nichtsauren Bestandteile abdestilliert werden, und
sodann nach dem Freisetzen der Sauren auch diese.

a) Isolierung nicht saurer Giirprodukte. Es handelt sich dabei um
Alkohole, Aldehyde und Ketone. Gewinnung durch Destillation der
verdiinnten wifrigen Losung. Reindarstellung durch anreichernde
Destillation und sodann durch fraktionierte Destillation. Z. B. Athanol-
gérung, Butanol-Aceton-Gérung, Athanol-Aceton-Gérung usw.; ferner
Gewinnung von Glycerin durch besondere Destilliermethoden (Vaku-
umdestillation mit {iberhitztemm Wasserdampf) usw.

b) Isolierung fliichtiger Siuren. Dieselbe erfolgt vielfach gleich-
falls durch Destillation, wie die Gewinnung der Essigsdure, Propion-
séiure, eventuell auch Buttersiure, oder auch in Form von Salzen
z. B. Ca-Butyrat); Konzentrierung der Séuren entweder durch weitere
Destillation oder durch Abneutralisieren, Verdampfen und Freilegen
der Sauren.

3. Gewinnung nicht fliichtiger Girprodukte.

Dabei wird vielfach eine Vorreinigung der Lésungen erforderlich
sein, so z. B. vor allem durch Filtration, durch Ausfillung von
EiweiBstoffen, von Kohlehydraten usw.; hierauf kann die Gewinnung
durch Abscheidung von schwer léslichen Salzen erfolgen. Leicht 16s-
liche Produkte gewinnt man nach der Verdampfung der Lésung
oder durch Extraktion.

a) Gewinnung schwer ldslicher Salze. Dieselben krystallisieren
entweder bereits in den Girlgsungen aus (z. B. Ca-Fumarat, oder
Ca-5-Keto-gluconat, Ca-Oxalat usw.) oder es entstehen Salze, die erst
in der Hitze ausfallen (z. B. Ca-Butyrat) oder es werden bei der
Gérung die freien Sauren gebildet und diese sodann in schwerlésliche
Salze umgewandelt (z. B. Ca- Citrat). Die freien Sduren werden aus
den Ca-Salzen in der Regel durch Umsetzen derselben mit Schwefel-
séure gewonnen.
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b) Gewinnung leicht loslicher Girprodukte durch Verdampfung.
Durch die Konzentrierung der Gérlosungen gelingt es vielfach, leicht
lssliche 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. 1-Sorbose, Dioxyaceton usw.).

¢) Gewinnung von Girprodukten durch Extraktion. Vielfach wird
es sich dabei um 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 koénnen so auch Bernstein-
sdure, Milchsdure u. a. Gérprodukte gewonnen werden.
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Zweiter Teil:
Ubungsbeispiele.
1. Hefegirungen.

A. Ziichtung von Hefe und Herstellung
von Hefezubereitungen.

1. Ubung:
Mikroskopizche Hefeuntersuchungl.

a) Bierhefe (untergiirige Hefe). Untersuchung von girender
Maische aus einer Bierbrauerei (oder von frischer Bierhefe in wi3-
riger Suspension) bei starker Vergréferung (500—600fach). Sicht-
bar sind die kugelrunden bis ellipsoidischen Zellen, im Innern eine
grofle oder mehrere kleine Vakuolen und einige stirker licht-
brechende Koérnchen oder Tropfchen (Fett). Zahlreiche Zellen sind
in Vermehrung (Sprossung) begriffen, indem an den Zellen eine
(seltener mehrere) kleine knopfformige Anschwellungen sich bilden,
die allméhlich Gestalt und GroéBSe der Mutterzellen erreichen und
dann abgetrennt werden. Bei sehr lebhafter Entwicklung sind die
Tochterzellen zu kleinen, stellenweise verzweigten Ketten ver-
einigt (bei langsamer Vermehrung erfolgt Trennung der Zellen vor
jeder neuen Sprossung).

Untersuchung verarmter Hefe (z. B. kiihl gelagerte, 14 Tage
alte untergirige Bierhefe, die noch 1—2 Tage bei 25—35° unter
viel Wasser aufbewahrt wurde, vgl. auck 8. 107): Zwecks Sicht-
barmachung des Kerns Firbung mit selir verdiinnten Losungen
von Gentianaviolett oder Methylenblau oder Methylviolett.

Hértung und Fdrbung der Hefezellen zwecks eingehenderer
Untersuchung 7. B. nach dem Verfahren von MorLER 2: Einige
Tropfen Jodjodkalilosung® auf ecinem Objekttriger mit einer
Platindse der zu untersuchenden Hefesuspension gleichméBig
vermischt und hiervon je eine Platingse entnommen und auf

1 Hinsichtlich Abbildungen fir die mikroskopische Untersuchung
der verschiedenen Gérungsorganismen vgl. insbesondere LINDNER
(Atlas der mikroskopischen Grundlagen der Gdrungskunde, 6. Aufl,,
Berlin 1928) sowie GLAUBITZ (Atlas der Garungsorganismen, Berlin:
Parey 1934).

2 MOLiLER: C. Bact. II, 12, 540 (1892); 14, 359 (1893).

® 1 g Kaliumjodid in 100 cem destilliertem Wasser mit Jod bis
zur Siattigung versetzt.



1. Ubung: Mikroskopische Hefeuntersuchung. 87

ein gut entfettetes Deckglas (vgl. S. 54) anfgestrichen, etwa zehn
derartige Proben nach dem Abtrocknen an der Luft in eine mit
Jodjodkalilssung gefiillte Glasdose gebracht und mindestens
24 Stunden hier belassen. Deckgliser mit Wasser abgespiilt und
allméhlich in 309%igen, 809igen, schlieBlich 959 igen Alkohol
eingelegt (hier nun mindestens 2 Tage belassen), wobei die gelbe
Jodfarbe verschwinden muB. Sodann Firbung mit Fuchsin?,
indem die Deckgliser in die in einem Uhrglas befindliche und
erwidrmte Losung eingetaucht werden. Abspillung mit Wasser,
das einige Prozent Schwefelsdure enthslt (zur Beseitigung einer
Uberfirbung). Eventuell Nachbehandlung mit LOFFLERscher
Methylenblaulésung. Anfertigung von Dauerpriparaten.

b) PreBhefe (obergirige Hetfe). Benutzung der kiuflichen
Bickerhefe. Untersuchung wie zuvor. Zellform im wesentlichen
analog wie bei Bierhefe, manchmal etwas kleiner und rundlicher.
Eiweil weniger stark gekoérnt, Vakuole daher undeutlicher.
Sproflverbinde meist gut ausgebildet, fest zusammenhingend;
Zellen gerade Linien in den Verbénden bildend. Neben den Pref-
hefezellen sind auch noch andere Organismen vorhanden, und
zwar zumeist Torulaarten, ferner auck Kahmhefe (Mycoderma),
selten Exiguus- und Apiculatushefen?. Alle diese Hefen sind in
der Regel kleiner als die Kulturhefen und haben atuch andere
Form. Als Infektionen der PreBhefe kénnen weiterhin Bakterien
auftreten, und zwar sogenannte ,,wilde‘* Milchsaurebakterien, wie
Lactobacillus BrrseriNckmr (,,Kettenmilchsdurebacterium®) und
Flockenmilchsidurebakterien. Da der Gehalt an Fremdorganismen
in der Prelhefe manchmal gering ist, fithrt die unmittelbare
mikroskopische Untersuchung vielfach nicht zum Ziele. Auf die
Anwesenheit von Fremdorganismen muf} dann wit Hilfe der
Tropfchen- oder Strichkultur nach LinpNErR geprift werden
(vgl. S. 46).

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

1 4 g Fuchsin, 10 g Phenol, 40 cem Alkohol in 200 ccm Wasser.
? Diese fremden (,,wilden‘‘) Hefen koénnen wegen ihres auler-
ordentlich starken Vermehrungsvermégens manchmal tiber 809, der
PreBhefe ausmachen. Da sie nur schwaches oder kein Girvermdogen
besitzen, hat dann eine derartige Hefe keine ausreichende Triebkraft.
Von Wichtigkeit ist ferner der Nachweis von untergériger Bierhefe
in der PreBhefe, da die erstere fiir Backzwecke wenig oder nicht ge-
eignet ist (vgl. hieriiber sowie iiber alle sonstigen eingehenden Prii-
fungen: HENNEBERG: Hdb. d. Girungsbakteriologie, 1. Bd., S. 147 ff.).
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¢) Weinhefe. Untersuchung eines im Handel befindlichen
Weinhefepriparates. GréBe und Form der Zellen verschieden,
meist, elliptisch (Sacch. ellipsoideus); meist kleiner als die Bier-
hefe. Beachtung der Griéfle und Anzahl der Vakuolen (wegen
hellerem Plasma meist weniger deutlich wahrnehmbar). Anlegung
von Trépfchen- 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 Hefereinkultur, wohl aber
mehrere gleichartige Hefen. Die ,,Reinigung’ der Anstellhefe
und der girenden Hefen in Spiritusbrennereien und Hefefabriken
wird vor allem mit Hilfe von Giften und durch sogenannte
,,Reinigungsgirungen’ unter bestimmten Bedingungen vorge-
nommen. Es handelt sich dabei vor allem um die Ausschaltung
der wilden Milchsdurebakterien, von Essigbakterien, butylogenen
Bakterien, der Kahmhefe und Torulahefe (geringe Gérkraft, aber
starkes Vermehrungsvermégen), von Oidien und Penicillien?.

. Reinigungsgirung von kduflicher Bdckerhefe. 10 g PreBhefe
werden mit etwa 20 cem Wasser und 20 cem unverdiinnter, siiler
Bierwiirze angerithrt und dann so viel Schwefelsdure zugesetzt,
daB der Sduregrad 2 erreicht wird (das sind 2 cem n-Lauge fiir
100 cem Lésung). Nach etwa einstiindiger Gérung sind die meisten
Hefeschidlinge abgetitet oder stark geschidigt, wahrend die
Hefe nicht gehemmt wird. Diese wird durch Absaugen oder
Zentrifugieren wiedergewonnen und der gleiche Vorgang nochmals
wiederholt. Mit der so gereinigten Hefeprobe konnen dann
normale Vergirungen vorgenommen werden (vgl. Ubungs-
beispiel 7).

In der Praxis werden vor allem Schwefelsdure und Milchséure
verwendet, wenn auch viele andere Siuren den gleichen Effekt haben.
Dabei wird fast niemals eine vollig bakterienfreie Gérung angestrebt,

sondern es kommt in erster Linie auf eine Entwicklungshemmung der
Begleitorganismen an.

Anwendung der zur Fernhaltung von Infektionen in der Praxis
viel beniitzten Milchssure. Beim Lufthefeverfahren: Sauregrad der
gesamten Wiirze im Gérbottich 0,3 —0,45° (= 0,13 —0,2 %, Milchséaure);

1 Naheres vgl. HENNEBERG: Hdb. d. Gérungsbakteriologie 1. Bd.,
S. 340, Berlin: Parey 1926.
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sobald eine Infektion durch Flockenmilchsaurebakterien eintritt, mufl
die Wiirze auf mindestens 0,5° angesduert werden (Zusatz von 0,024 9
Schwefelsdure = 0,1°). Bei der Kartoffelbrennerei: Ansduerung auf
1,6 —29 (etwa 0,7—0,99% Milchsaure).

b) Hefeziichtung nach dem System der absoluten Reinzucht
(praktische Anwendung der auf S. 45 ff. geschilderten Methoden).
Z. B. Hefereinziichtung mittels der Federstrichkultur (Trépfchen-
kultur)?.

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

Die Fortzichtung der Hefe kann auf Bierwiirzeagar er-
folgen, der fiir die verschiedensten Hefearten (auch Torulahefen
usw.) gut geeignet ist. Auch das Gérvermogen der Hefen bleibt
dabei erhalten. Eine Erhéhung des Gérvermogens soll durch Ein-
impfen der Hefe in Zuckerrohrsaft erzielbar seinZ.

¢) 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. Yamarudi, OuTsu und Iwara: Bio. Z. 296, 289 (1938).
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S.28): Im Kolben befinden sich etwa 100ccem Bierwiirze (von
8% Bllg.); in diese wird von einem AgarrShrchen mittels einer
Platinnadel unter sterilen Bedingungen durch den seitlichen An-
satz des PasTEUR-Kolbens etwas Hefe eingeimpft. Nachdem
Entwicklung der Hefe bei 28—30° stattgefunden 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 Wasserstrahigeblises) Luft
in den Kolben iiber die Flissigkeit geleitet (etwa je 5 Minuten).
Zeitweise wird die Liiftung unterbrochen und kréiftig geschiittelt;
sobald sich der Schaum abgesetzt hat, wird mit der Liiftung
fortgesetzt. Dieser ProzeB wird in Intervallen von etwa je
2 Stunden wiahrend der weiteren Zeit wiederholt. Nach einigen
Tagen kann die Hefe in einen gréfleren PASTEUR-Kolben iiber-
fihrt werden.

Ubertragung der Hefe in einen gréBeren PASTEUR-
Kolben: Ausdem kleinen PASTEUR-Kolben wird die iiberstehende
Wiirze unter Benutzung des Luftfilters nach dem Neigen des
Kolbens durch das Schwanenhalsrohr unter sterilen Bedingungen
herausgeblasen. Durch vorsichtiges Schiitteln wihrend dieses Vor-
ganges entfernt man die lockere braune Schicht, die sich iiber
der eigeuntlichen Kernhefe befindet (Entfernung abgestorbener
oder weniger kriftizer Hefezellen). Uberspiillung der Hefe aus
dem kleinen in den grofen Pasteur-Kolben (von 21 Inhalt mit
11 Wiirze von 8% Bllg.): Die Impfstutzen der beiden Kolben
werden unter sterilen Bedingungen mittels eines Schlauches ver-
bunden (links befindet sich der Kolben mit der Hefe, rechts der
Kolben mit der sterilen Wiirze). Durch Neigen des rechten
Kolbens 148t man etwas Wiirze in den linken Kolben laufen,
schwemmt hier die Hefe durch Schiitteln auf und spiilt sie dann
in deu rechten Kolben iiber; dieser Vorgang wird so lange wieder-
holt, bis die gesamte Hefe in den rechten Kolben iiberfithrt ist.
Dann werden die Kolben wieder unter sterilen Bedingungen von-
einander getrennt und der groBere Kolben mit der Hefe in den
Thermostaten gestellt. Sobald hier die Gérung beginnt wird der
Glasstopsel am Schlauch des Tmpfstutzens wieder gegen das
Wattefilter vertauscht und in der oben beschriebenen Weise die
Liiftung vorgenommen. Die gidrende Wiirze kann nach einigen
weiteren Stunden in einen kleinen kupfernen Reinzuchtapparat
mit 5—b61 Wiirze eingeimpft werden.
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3. Ubung.
Priifung von Wuchsstoffwirkungen bei Hefe.

Nachweis des Wuchsstoffgehaltes in Bierwiirze und Hefe-
extrakt!., Man verwendet eine Nahrlosung von folgender Zu-
sammensetzung: 109, Rohrzucker, 0,069, (NH,),S0,, 0,19
KH,PO,, 0,07%, MgSO,.7 H,0, 0,05% NaCl, 0,04%, CaCl,,
0,00059, FeCl; (pm =4,8). Sodann werden 39 100 ccm ERLEN-
MEYER-Kolben trocken sterilisiert. In 12 Kolben fiigt man nun
je 1 com Bierwiirze von 10° Bllg., in weitere 12 Kolben je 1 ccm
Hefeextrakt (15 g Béackerhefe durch Auswaschen mit Wasser auf
der Zentrifuge gereinigt, dann in 100 ccm Wasser aufgeschlimmt,
10—20 Minuten lang gekocht, wieder auf das urspriingliche
Volumen gebracht und abzentrifugiert). Die restlichen ERLEN-
MEYER-Kolben dienen fiir Kontrollproben. Die Impfhefe wird etwa
eine Woche in der gleichen Nahrlosung, die noch 19, Bierwiirze
enthalt, bei etwa 259 wachsen gelassen, dann durch Zentrifugieren
gewonnen und durch wiederholtes Aufschlimmen in der Nahr-
l6sung und Zentrifugieren gereinigt. Nun werden in 21 steriler
Néahrlésung rund 0,16—0,20g der vorbereiteten Frischhefe
aufgeschlammt. Man fiillt 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 der Suspension durch ein Jenaer Glasfilter
(1 G4), wiederholtes Auswaschen mit destilliertem Wasser,
Trocknen bei 105° bis zur Gewichtskonstanz. — Stehenlassen der
mit Watte verschlossenen Kolben bei 25°. Tiglicher 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.

Wihrend bei Verwendung einer geeigneten Hefe in wuchsstoff-
freiem Medium so gut wie kein Hefewachstum stattfindet, ist die
Vermehrung bei Zusatz der Wuchsstofflésungen betrichtlich und
steigt mit der Versuchsdauer an (auf das 20- bis 30fache). Die Me-
thode ermdglicht auch die Bestimmung des Wuchsstoffbedarfes ver-
schiedener Hefen. — Nach KOqL arbeitet man mit einer Hefesus-
pension, die 0,24 mg Hefe enthidlt (etwa 3 Millionen Zellen), und
miflt die Wachstumswirkung durch Bestimmung der Anzahl der Zellen
in einer Zahlkammer oder auf nephelometrischem Weg. Unter Sac-
charomyces-Einheit (SE.) versteht KoL jene Wuchsstoffmenge, die
cinem Zellzuwachs von 1009, entspricht (unter bestimmten Ver-
suchsbedingungen).

1 Vgl. N. N1ELSSEN: C. r. de trav. Lab. Carlsberg, Sér. Physiol. 21,
151 (1935).
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Anhang: Theoretisches.

a) Wuchsstoffe der Biosgruppel. Dieselben férdern die Zellteilung
der Hefe. Wéahrend jedoch die meisten wilden Hefen (Torulaarten
usw.) sich die Biosstoffe selbst aufbauen, sind die Kulturhefen (oder
Oidien u. a.) in synthetischen Nahrlosungen auf die Zufuhr derselben
angewiesen (CoPPING, 1929). Die Biosstoffe stellen daher im ersten
Fall Phytohormone, im zweiten Phytovitamine dar.

Bios I wurde als meso-Inosit erkannt und aus Teestaub? wie aus Hefe
(Koar, 1935) isoliert. Die Spezifitdt desselben ist sehr eng begrenzt,
denn andere Cyclite sind unwirksam (Lasa MiLLEr 1930, K6GL 1936).

Bios 11 (Biotin) wurde krystallisiert erhalten und erwies sich als
N- und S-haltiger Kérper (K66L und TOnis 1935, Kéar 1937). Vor-
kommen: In Hefe (720000 SE./kg), Reiskleie (467000 SE./kg), Ei-
dotter (3,7 Millionen SE./kg) usw.? Im normalen menschlichen Harn
werden etwa 10 y pro Tag ausgeschieden (Ko6ce1). Die Wirksamkeit
von 1 g Biotin entspricht 25—30 Milliarden SE. 1 mg krystallisierte
Biotin in 400000 1 Néhrlosung zeigt noch deutlichen Effekt.

Bios II1 enthilt als wirksame Faktoren f-Alanin4 und I-Leucin,
deren gemeinsame Wirkung stérker ist als die Summe der Einzel-
wirkungen. f-Alanin wirkt auch zusammen mit meso-Inosit oder
Asparaginséure oder Biotin; z. B. in folgendem Mischungsverhiltnis:
(Lasa MiLLER) pro Kubikzentimeter: 40 y Inosit, 20 y Biotin, 0,048 y
f-Alanin und 30 y 1-Leucin. Nach NIELSEN und HARTELIUS® wirken
auch noch andere Aminoséuren (die nicht oder nur schwer assimilier-
bar sind) als Wuchsstoffe, und zwar ist die Wirkung von #hnlicher
GroBenordnung; pro Kubikzentimeter: 25y Lysin, 50y Arginin,
100 y Glutaminséure. Diese Aminosiduren 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 soll. Ferner sei auf die durch Pilze produzierte Wuchsstoffe
hingewiesen. So soll das durch Rhizopus suinis gebildete Rhizopin
im wesentlichen mit f-Indoylessigséiure identisch sein®. Dagegen
ist die angebliche Wirkung verschiedener tierischer Hormone auf die
Beschleunigung des Wachstums oder anderer Stoffwechselprozesse von

! Vgl. dazuauch KécL: B. 68, A 16 (1935). — Naturw. 23, 839 (1935).

2 EastcorT: J. physiol. Chem. 382, 1094 (1928).

3 Zur Gewinnung von Bios IT ist auch die bei der Zuckerraffi-
nierung anfallende Tierkohle gut geeignet; vgl. Lasg MILLER: Trans.
Roy. Soc. Canada, Sect IIT (3) 31. 159 (1937).

4 Vgl. Lasa MiLLER: Trans. R. Soc. Canada, Ser. III Sect. 3, 30,
99 (1936). — WiLriams und RourmMann: J. Am. Chem. Soc. 58,
695 (1936). — Das Wachstum von Asper illus niger wird dagegen
durch -Alanin nicht beeinfluft; vgl. NTELSEN und HARTELIUS : Bio. Z.
296, 171 (1938). Von Interesse ist auch, daB das B-Alanin in der Natur
nur selten vorkommt (in Form der Dipeptide Carnosin und Anserin
in der Muskulatur). Es entsteht wahrscheinlich durch Decarboxy-
lierung von Asparaginsédure.

% NieLsEN und HARTELIUS: Bio. Z. 295, 211 (1938).

¢ K. THIMANN: J. Biol. Chem. 109, 278 (1935).
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Mikroorganismen wahrscheinlich auf Verunreinigungen in den ver-
wendeten Praparaten zuriickzufithren.

Nach Ko6cL erwiesen sich (bei der verwendeten Testhefe Bios I
und Bios III fiir sich allein als unwirksam. Dagegen wurde durch
gleichzeitige Anwesenheit von Bios I und III die Wirksamkeit von
IT aufs Doppelte erhéht. Die beiden erstgenannten wirken daher
als Co-Wuchsstoffe. — Verschiedene Heferassen verhalten sich gegen-
iiber den Biospréparaten sehr verschieden!. — Es konnte auch ein
gewisser EinfluB von MgSO, auf die Bioswirkung nachgewiesen
werden. Je nach der verwendeten Heferasse erfolgte die Einwirkung
in positivem oder negativem Sinne?. Von Interesse ist weiterhin,
daB3 durch die Biostoffe der N-Stoffwechsel der Hefe anscheinend
geregelt wird (N-Abgabe ins Medium3).

b) Die Wachstumsfaktoren der Vitamin B-Gruppe stehen den Wirk-
stoffen der Biosgruppe nahe. So zeigt das Vitamin B; (Aneurin) bei
bestimmten Heferassen Bioswirkung (WrirLiams); und zwar férdert es
die Biotinwirkung als ,,Co-Wuchsstoff‘. Auch manche Pilze (Phyco-
mycesarten und manche Mucorineen) wachsen auf kiinstlichem Nahr-
boden nur in Gegenwart von Vitamin B, (BURGEFF und SCHOPFER %).
Auch bei Bakterien wurden éhnliche Beobachtungen gemacht; z. B.
Staphylococcus aureus braucht zu aerobem Wachstum Aneurin und
Nicotinséureamid (KnN1¢aT 1937), wobei der Methylester des Biotins
verstirkend, also als Co-Wuchsstoff wirkt (KOcn). Auch fir das
Wachstum mancher Arten von Dysenteriebacillen ist Nicotinsédure
notig. Verwandte Derivate konnen sie teilweise ersetzen3 — Vita-
min B, (Lactoflavin) ist zum Wachstum von Hefe nicht erforderlich,
wohl aber fur die meisten Milchsdurebakterien (ORLA-JENSEN). Da-
gegen vermogen butylogene Bakterien aus Cerealien den Vitamin B,-
Komplex in betridchtlicher Menge zu erzeugen®.

¢) Anhang: Wachstumsstimulierung durch Spuren von
Metallsalzen. Besonders die auffallende Wirkung des Zinks bei
Pilzen ist gut bekannt. — Weiterhin ist von Interesse, da man
z.B. durch Erhitzen der Losungen einiger Zuckerarten mit gewissen
organischen Sduren oder deren Ammonsalzen einen Wachstums-
faktor erhilt, 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?.

1 Vgl. Lucas: J. Physiol. Chem. 28, 1180 (1924). — WILLIAMS,
WARNER und RoEHM: Am. Soc. 51, 2764 (1929). — WiLriamMs und
SAUNDERS: Bioch. J. 28, 1887 (1934). — StaNTIAL: Trans. Roy. Soc.
Can. )26, Sect. ITI, 163 (1932). — FARRAL: Ebenda 29, Sect. ITI, 167
(1935).

2 Lesg, 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. Séances Ac. Sci.
204, 1500 (1937). K6cr und Fries: H. 249, 93 (1937).

5 DorFMAN, KOSER und SAUNDERS: Am. Soc. 60, 2004 (1938). —
Fiir Hefe scheint jedoch Nicotinsdureamid kein Biosfaktor zu sein.
ScrHULTZ, ATKIN und FREY: Am. Soc. 60, 1514 (1938).

8 J. Yamasaky und W. YositoME: Bio. Z. 297, 398 (1938).

? NIELSEN und HarTELIUS: Bio. Z. 276, 183 (1935).
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4. Ubung.
Erzeugung von PreBhefe.

Gewinnung von Backhefe aus Melasse nach dem Liiftungs-
und Zulaufverfahren!. Gewinnung der Stellhefe. Die erste
Portion Hefe erzeugt man entweder gemi Ubung 2c¢ oder 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 2c¢ gewonnene Hefe wird als Impfmaterial zur
Stellhefeerzeugung verwendet. 200 ccm einer Melassewiirze von
100 Bllg. (geklart und auf das py 5,6 eingestellt; Zuckergehalt
etwa 69,) werden mit der wie erwdhnt gewonnen Hefe versetzt.
Nach dem Vergiren bei 28—30° (vgl. Ubung 2c¢) fiigt man zu
je 100 ccm je 400 cem sterile 10°-Bllg.-Melassewiirze und be-
luftet schwach in zwei 1 1-KLuyver-Kolben (vgl. S. 76). So-
bald der Zucker verschwunden ist, fiigt man den Inhalt jedes
Kolbens zu je 500 ccm einer 6°-Bllg.-Melassewiirze in 2 - 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 zunichst
einer ,,Reinigungsgiarung‘‘ unterwirft; vgl. Ubung 2a).

Hauptversuch. Man beniitzt eine WouLrrsche Flasche von
201 Inhalt, die mit Beluftungskerze und Tropftrichtern versehen
ist (oder andere Beliiftungsapparaturen geméaf den Abb. 19 und 20,
S.77/78) 2. Die mittels eines Wasserstrahlgeblises oder eines Kom-
pressors erzeugte Druckluft wird durch einen Gasmesser (oder
Stromungsmesser) und dann durch ein Wattefilter geleitet und
tritt durch die pordse Filterkerze in feiner Verteilung durch die
Flissigkeit. Die Tropftrichter dienen zum Zulauf der Né&hr-
lésungen und der Wiirze. Die Apparatur wird mittels 809 igem
Alkohol steril gemacht. Sodann fiillt man 500 cem 10°-Bllg.-
Melassewiirze ein (vgl. oben), die mit 7,51 Leitungswasser ver-
diinnt und dann sterilisiert worden war (pm 5,2). Nun setzt man
80 g Stellhefe (mit etwa 25%, Trockengewicht) zu, die mit einem

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

2 Fur groflere Versuche verwendet man z. B. einen etwas konischen
Holzbottich von 80-—1001Inhalt und beliftet mit zwei miteinander
durch ein Gabelrohr verbundene Beluftungskerzen. — Vgl, auch die
von BrAUN und Prunpr (1. ¢.) beschriebene Apparatur.
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Teil der Wiirze angerithrt wurde und beliftet 1 Stunde bei 25°
(etwa 1501 Luft/Stunde). Innerhalb der weiteren 6—8 Stunden
erfolgt der allmihliche Zulauf von 2250 cem 10°-Bllg.-Wiirze vom
pr 5,6, sowie der Néhrsalzlosungen durch die Tropftrichter bei
voller Beliiftung (300 1/Stunde). Die Nihrsalzlssungen stellt man
auf 2 g Stickstoff pro 100 ccm ein und verwendet eine etwa 9,49 ige
(NH,),80,-Losung, 2,4%ige NH;-Losung und 9,4%ige (NH,),HPO ;-
Losung. Wéhrend des Zulaufes steigert man die Temperatur auf
30°. SchlieBlich wird noch ¥, Stunde voll und 2 Stunden halb
beliiftet. Der Zulauf der Wiirze wird in den einzelnen Stunden
etwa folgendermaflen gestaffelt: 150, 250, 350, 500, 500, 500 com.
Der Zulauf der N-Salze wird so geregelt, dafl der py-Wert inner-
halb der Grenzen 4—5 bleibt. Man bendtigt etwa 120 ccm NH;-
und (NH,),S0,-Lésung, sowie etwa 60 cem (NH,),PO,-Losung.
Die Staffelung erfolgt proportional dem Wiirzezulauf!. — So-
dann wird die Hefe abzentrifugiert, gewaschen, geprefit (Feuchtig-
keitsgehalt etwa 75—809,, sobald eine bréselige Masse vorhanden
ist). Bestimmung der Ausbeute, Aufbewahrung im Eisschrank.

Verfolgung des Verlaufes der Hefeziichtung. Etwa stiindliche
Entnahme von Proben und Bestimmungen in diesen: pg-Wert
in iiblicher Weise, ebenso Bllg.?. Ermittlung des Sauregrades durch
Titration von 10 oder 20 cem Probe mit n/10-Lauge.

Bestimmung der Hefeausbeute (bereits die Ermittlung der
Bllg.® der trithen 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-
réhrchen, wascht auf der Zentrifuge und trocknet dann 1 bis
2 Stunden bei 105°.

1 Die Hoéhe des N-Bedarfes ergibt sich folgendermaflen: Aus 80 g
Stellhefe (mit 259 Trockengewicht) kénnen bei finffacher Ver-
mehrung 400 g entstehen. Zuwachs = 320 g Frischhefe (aus etwa
160 g Zucker, die in insgesamt 2750 cem der angewendeten 10°-Bllg.-
Wiirze enthalten sind). Die Frischhefe enthélt im allgemeinen rund
29, N, also die entstandene Hefe 6,4 g. Nachdem in der angewendeten
Melassewiirze gegen 0,19, assimilierbarer N vorhanden sind, so ent-
spricht dies etwa 2,7 g N. Demnach sind noch 3,7 g N zuzufithren,
also rund 180 cem Nahrsalzlosung. — Der N-Gehalt von Melasse
betragt etwa 1,8—29, (davon 279, Betain-N, 309%, Aminoséure- und
Sdureamid-N, 99, anorganischer N, 49, Eiwei3-N und 309, Rest-N).
Durch die Kldrung geht ein Teil des Stickstoffs in den Trub. Die
10°-Bllg.-Melassewtiirze enthilt etwa 0,23%, Gesamt-N und etwa
0,09—0,19, assimilierbaren N (rund 409%, des urspriinglichen Melasse-
Stickstoffs).
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Biologische Kontrolle: Bestimmung der Hefevermehrung
durch photoelektrische Tritbungsmessung mit dem Lange-Kolori-
meterl. — Bestimmung der Generationsdauer nach Armos-
LECHNER2. — Mikroskopische Kontrolle und Bestimmung der
knospenden und sprossenden Hefezellen 3.

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

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

Bestimmung des Restzuckers nach der Enteiweiung: 100 ccm
Probe mit 3—5 cem konzentrierter Bleiessiglosung versetzt, auf
200 ccm aufgefiillt. Nach gutem Umschiitteln filtriert man und
versetzt das Filtrat mit kalzinierter Soda, bis das Blei véllig
gefillt ist. Nochmalige Filtration ergibt klare Losung, in der die
Zuckerbestimmung in iiblicher Weise vorgenommen wird.

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

Untersuchung der Hefe? Bestimmung der Trockensub-
stanz: 2—3 g Hefe werden am Boden eines flachen Wigegldschens,
das beim Wigen mit einem Glasdeckel verschlossen wird, zu
einer diinnen Schicht breitgedriickt und 4 Stunden bei 105—108°
getrocknet. Bestimmung des N-Gehaltes nach KyerLpanr; Modi-
fikation von TAUFEL und THALERS. Der N-Wert mit 6,25 multi-
pliziert, gibt den EiweiBgehalt an (40—509%, der Trockensub-

1 LUErs und Mitarbeiter: Z. f. Spiritusind. 2, 8 (1937). — Wirkungs-
weise des Instruments vgl. ENDErS: Wochenschr. f. Brauerei 26,
201 (1936). — Brauchbarkeit zur Hefemessung vgl. ExDERs und
KARNBACH: ebenda 24, 185 (1934).

2 ALMOSLECHNER: Planta 22, 515 (1934).

3 BrauN und Pruxpr (l.c.) verstehen unter ,,Knospen‘‘ jene
Sprossungen, die auf héchstens 1/; der GroBe der normalen Hefezelle
herangewachsen sind, unter ,,Sprossen‘ jene, die gréBer, aber noch
mit der Mutterzelle verbunden sind.

4 Vgl. dazu E. RosexBavm: Z. f. Unt. d. Leb. 70, 366 (1935). —
S. auch WexDEL: Kalender fiir Kornbrenner und Pre3hefefabrikanten,
Berlin 1930.

5 TAurer und THALER: Angew. Chem. 48, 191 (1935).
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stanz, bei Futterhefe hoher). — Bestimmung der Triebkraft!
nach Kusserow (vgl. S. 109, Note 3) oder MEriss.. — Be-
stimmung der Gérzeit, beruhend auf der Zunahme des Teig-
volumens. — Bestimmung der Haltbarkeit nach der Glaserprobe:
Die Hefe wird in einem lénglichen Glas festgepreBt und im
Thermostaten bei 359 bis zum Weichwerden aufbewahrt (minde-
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stens 96 Stunden soll 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 1b)

Anhang: Zur Theorie und Praxis der Hefe-
erzeugung.
1. Der Authau der Hefesubstanz bei der PreShefeerzeugung (Back-

hefe sowie Futterhefe). Bei der Ziichtung der Hefe nach dem Liiftungs-
verfahren sind grundsétzlich folgende Bedingungen von Wichtigkeit:

1 Ein endgiiltiges Urteil iiber die Eignung der Hefe fiir Back-
zwecke 148t sich jedoch aus der Triebkraft nicht ableiten, da in der
Zuckerldsung ganz andere Bedingungen vorhanden sind als im Teig.

2 Vgl. dazu E. RosENBAUM: Z.{. Unt. d. Leb. 70, 366 (1935). —
S.auch WENDEL: Kalender fir Kornbrenner und PreBhefefabrikanten.
Berlin 1930.

Bernhauer, Gérungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 7
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Anwendung tiiberschiissiger Mengen von assimilierbaren N-haltigen
Stoffen und Salzen, Einhaltung eines giinstigen pH, Einfiihrung
groflerer Mengen fein verteilter Luft in die Nahrlgsung und Anwendung
des Zulaufverfahrens, also allmihliche Zufiihrung des Zuckers
und der anderen Nahrstoffe, so dal die sprossenden und wachsenden
Hefezellen in jedem Zeitraum nur so viel Zucker in der Lésung vor-
finden, als sie in kurzer Zeit verbrauchen koénnen. Die Hefe muf
dann — wenn gemiB dem Gesetz des Minimums die anderen Nahr-
stoffe stets im UberschuB vorhanden sind — moglichst viel Zucker
zum Aufbau von Koérpersubstanz verarbeiten, ohne den Zucker ein-
fach vergédren zu konnen. — Bei Hefen mit geringem Gérvermogen
(wie Torula-Arten) kann auch von héheren Zuckerkonzentrationen
ausgegangen werden. — Hinsichtlich der Zusammenhénge zwischen
Atmung und Vermehrungsfahigkeit der Hefe vgl. Szinvinvil.

Die Zusammensetzung der Hefetrockensubstanz geht aus folgender
Tabelle hervor:

Tabelle XV.
Hefesorte Eiwei3 N-freie Stoffe Asche
Normale Hefe n. dem
Liiftungsverfahren . 50—55% 37—429, 8%
25—309, 65—70% 5%
Extremfalle .
659%, 269, 99%

Von den normalerweise vorhandenen etwa 379, N-freier Bestand-
teile sind etwa 15— 209 Cellulosen, Hemicellulosen, Hefegummi u. a.,
12—179% sind Glykogen und andere Kohlehydrate, dazu kommen
noch 4--59 Fett (alles bezogen auf Trockensubstanz).

Awusbeute an Hefe. Backerhefen werden unter gleichzeitiger geringer
Alkoholbildung erzeugt, da sie nur dann fiir ihren Verwendungszweck
geeignet sind, bei Futterhefen wird nur eine eiweifireiche Hefe ohne
weitere Anspriiche gefordert. Die Reinausbeute an Versandhefe (fiir
Backzwecke) aus Melassewiirze betrigt maximal 200 kg Frischhefe,
entsprechend 50 kg Hefetrockenmasse auf 100 kg Rohrzucker; meist
schwankt die Ausbeute zwischen 155—190 kg Frischhefe (etwa 39
bis 479, an Trockenmasse), wobei noch etwas Alkohol gebildet wird.
Bei genaueren Berechnungen darf richt nur auf Zucker bezogen
werden, sondern auch auf die in der Melasse vorhandenen Amino-
siuren. — In Modellziichtungsversuchen mit Torulahefe erhielten
Fink und KrEss? aus 100 g reiner Glucose und Néhrsalzen 210 g
Hefe (mit 259 Trockensubstanz) und 53,5 g CO, (neben nur 0,02 g
Alkohol).

1 Szinvinyi: Bio. Z. 291, 7 (1937).
2 Fink: Vorratspflege u. Lebensmittelforschg. 1, 52 (1938). —
KrEBs: Diss. Berlin 1938.
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Enistehungsweise der Hefesubstanzen!. Nach CLAASSEN? kann beim
Lufthefeverfahren nicht der Zucker als solcher zum Aufbau der Be-
standteile des Hefekoérpers dienen (mit Ausnahme des Glykogens),
gondern derselbe mul erst anoxybiontisch (durch Gérung) und dann
oxybiontisch (durch Atmung) abgebaut werden; dabei wird viel CO,
ausgeschieden, so daB3 zum Aufbau von Eiweil die doppelte Menge
Zucker, von Polysacchariden und Fetten die 2,22fache Menge Zucker
(Glucose) verbraucht wird. Nach CraasseN kann auch der Alkohol in
Gegenwart der notigen anorganischen Néhrstoffe als C-Quelle dienen,
doch findet dabei kaum eine Vermehrung der Hefezellen statt, sondern
dieselben nehmen nur an Gewicht zu.

‘Wihrend man also bisher annahm, daf3 bei der technischen Durch-
filhrung der Hefeziichtung vergirbare Hexosen oder doch vergiirbare
Zwischenprodukte vorhanden sein miissen, konnten neuerdings Fink
und Mitarbeiter® zeigen, daB auch andere einfache C-Verbindungen
wie Milchséure, Essigsdure, Alkohol usw. die Hexosen voll ersetzen
konnen. Die dabei erhiltliche Hefe hat normale Zusammensetzung.
Ein Aufbau der verschiedenen Stoffklassen der Hefezelle (wie Kohle-
hydrate, Eiwei3, Lipoide, Enzyme, Vitamine, Cytochrome, Por-
phyrine usw.) ist daher aus ganz einfachen Substanzen méglich.
Dabei gaben 100 kg Essigséure bis zu 176 kg Hefe (mit 259, Trocken-
substanz), 100 kg Acetaldehyd bis zu 200 kg, 100 kg Alkohol bis zu
290 kg. — Auch andere Verbindungen erwiesen sich als geeignet, so
Brenztraubenséure, Glycerin, Bernsteinsdure, Fumarsdure, Oxal-
essigsdure usw., die also als Zwischenglieder beim Aufbau der Hefe-
zelle in Frage kommen. Von Wichtigkeit fiir den Reaktionsmechanis-
mus der biologischen EiweiBsynthese aus Kohlehydraten ist auch
die ,,Abfangung‘‘ von Acetaldehyd*.

2. Technologie der PreBhefeerzeugung. Prinzip beim Zulaufver-
fahren (Lufthefeverfahren. Liiftungsverfahren): Man beginnt mib
einer fiir die Entwicklung der Hefe giinstigen niedrigen Zucker- und
Néhrsalzkonzentration und hélt diese im AusmaBe des Verbrauches
bis zum SchluB des Prozesses aufrecht, so dafl alle Hefegenerationen
in gleicher Weise ernéhrt werden. Die zum SchluB separierte Wiirze
soll so gut wie zucker- und N-frei sein.

Awusgangsmaterial: Zumeist Melasse. Vorbehandlung derselben:
Auf etwa 15° Bllg. verdiinnt, Zusatz von Schwefelsédure, so daf3 Saure-
grad 2 entsteht (2 cern n-NaOH auf 100 cem Lésung), Erwirmen auf
65° 15, —1 Stunde, mindestens 6 Stunden stehengelassen; abziehen:
Klarmelasse.

Durchfithrung des Prozesses: Beginn mit /g der Gesamtmelasse,
verdiinnt auf 1,6° Bllg., Zusatz von /; der erforderlichen Menge
Ammonsulfat und Diammoniumphosphat und 15—209%, der Gesamt-

! Eine zusammenfassende Darstellung der Theorien iiber den
Aufbau der Zellsubstanz der Hefe findet sich bei H. Fink und
J. KrEBs: Bio. Z. 299, 1 (1938).

2 CLAASSEN: Z, Ver. Dtsch. Zuckerind. 84, 713 (1934).

® Finx, KrEBs und LECHNER: Bio. Z. 290, 135 (1937). — DreTrICH:
Brennerei-Ztg. 55, 5 (1938). Vgl. die Zusammenfassung von FINk:
Angew. Chem. 51, 475 (1938).

4 CLAAsSEN: Z. Ver. Dtsch. Zuckerind. 84, 713 (1934).

7*
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melasse an Stellhefe. Sauregrad 0,156—0,20 (pE 4,7—4,8), Formol-
grad 1—1,2; Temperatur 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 zugesetzt; falls dabei
der pa-Wert unter 4,3—4,4 sinkt, so wird neben Ammonsulfat auch
Diammonphosphat zugesetzt. Der Formolgrad soll zum Schluf3 nicht
héher als 0,05—0,1 sein, NH, soll nicht mehr nachweisbar sein,
pH soll bei 4,4 liegen. Alkoholanhéufung ist bei den modernen Ver-
fahren ganz ausgeschaltet, wohl aber verlauft der Zuckerabbau auch
hier iiber Alkohol (keine direkte Zuckerassimilation).

Abtrennung der Hefe: Zentrifugieren, griindliches Auswaschen der
Salze. Untersuchung auf EiweiBgehalt, Haltbarkeit, Backkraft usw.

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

3. Bedeutung und Verfahren der biologischen EiweiBsynthese
(Futterhefeerzeugung)'. Die FErzeugung eiweiBreicher Hefe fiir
Futterungszwecke ist insbesondere fur Deutschland zur SchlieBung
der ,,Eiweillliicke** von groBer Bedeutung. Zunichst kommt hier vor
allem die Verwertung der Bierhefe in Betracht, also deren Um-
wandlung in versand- und lagerfeste Trockenhefe fiir Nahrungs- und
Futterzwecke (vgl. dazu 8. 19 und Nachtrag) und sodann die direkte
Erzeugung von Futterhefe mittels Wuchshefen (Torula utilis). Durch-
filhrung des Prozesses grundsétzlich analog wie bei der Backhefe-
erzeugung. Entscheidend ist die Verwendung méglichst billiger Aus-
gangsmaterialien (hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit vgl. S. 5). Dem-
gemdf 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 Maf@stabe. Aus 100 kg Holztrocken-
substanz erhdlt man 21,1 kg (ScHOLLER-Verfahren) bzw. 31,2 kg
Hefetrockensubstanz (BercIus-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 jédhrlich im Rahmen des Vierjahresplanes erzeugt
werden.

¢) Sulfitablauge steht bei der dauernd steigenden Zellstoffproduk-
tion in immer gréBeren Mengen zur Verfiigung und stellt den billigsten
Rohstoff fiir die Gewinnung von Futterhefe vor. 1 cbm der unver-
dunnten Lauge (mit 2— 2,59, ausnutzbaren Zucker) gibt 10—12 kg
Hefetrockensubstanz. Anfall der Sulfitablauge in Deutschland heute
bereits etwa 7 Millionen cbm (daher ausreichend fiir 76 000 t Trocken-
hefe). Dieses Ausgangsmaterial konnte bisher groBtechnisch noch
nicht fur die Futterhefeerzeugung verwendet werden, da es fur die
Spiritusgewinnung noch dringend bendétigt wird.

1 Vgl. dazu die zusammenfassende Abhandlung von FINk: Angew.
Chem. 51, 475 (1938). — Dort ausfiihrliche Literaturangaben.
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d) Kartoffeln konnten durch Umstellung der landwirtschaftlichen
Kartoffelbrennereien zur Erzeugung von Futterhefe verwendet
werden. Dabei kommen nach FINK drei Verfahren in Betracht,
und zwar entweder der bisherige brennereiiibliche Proze3, der neben
eiweiBhaltiger Schlempe vornehmlich Spiritus liefert, oder das Ei-
weifl-Schlempe-Verfahren, das vornehmlich Eiweil ergibt oder
schliellich ein kombiniertes Verfahren. Je nach Bedarf kénnte der
eine oder andere Proze8 angewendet werden. Alle Verfahren haben
sich im GroBbetrieb bewédhrt, doch kommt auch das so erzeugte
Eiwei3 erheblich teurer als das der Sojabohne.

e) Molke. Dieselbe kommt dort als Ausgangsmaterial zur Er-
zeugung von Futterhefe in Frage, wo ein Milchiuberschuf3 vorhanden
ist und das Casein fir andere industrielle Zwecke verwendet wird
(z. B. zur Kunstfasererzeugung). Zum Ersatz der so verminderten
Eiweilmenge kann die biologische Eiweilsynthese durch Futterhefe-
erzeugung aus Molke dienen. In Frage kommen dabei Milchhefen,
wie besonders Torula lactis u. a. Die Hefeentwicklung erfolgt mit
groBer Intensitét, da die Molke leicht verwertbar ist.

f) Einfache Kohlenstoffverbindungen. FINK und Mitarbeiter konnten
zeigen, dafl z. B. Essigsaure oder Alkohol auch in Abwesenheit von
Zucker durch Hefe vollstindig zum Aufbau neuer Zellsubstanz ver-
wendet werden konnen. Auch die Massenziichtung von Hefe 148t
sich so im Dauerbetrieb in technischem Mafistab durchfithren. Die
Ausgangsmaterialien fiir die Gewinnung von vollwertigem biologischem
Eiwei sind hier letzten Endes Kohle, Luft-Stickstoff, Diingesalze
und Wasser. Allerdings ist dieser von der Landwirtschaft unabhingige
Weg der Eiweillerzeugung noch teuerer als die oben behandelten
Verfahren.

4. Die Hefe als Nahrungs- und Heilmittel!. Die Hefebestandteile
werden durch den Menschen vorziiglich ausgeniitzt (Eiwei3 zu 869,
Fett zu 709%, Kohlehydrate zu 1009%,). Vor allem die Umarbeitung
von Bierhefe in wertvolle Produkte kommt hier zundchst in Betracht,
und zwar besonders in Nahrhefe und Hefeextrakt. Insbesondere zur
Eiweilergdnzung in der menschlichen Erndhrung von Wichtigkeit
sowie in entsprechender Zubereitung als Zugabe fir 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 kénnen. (Vgl. auch Nachtrag.)

1Vgl. dazu ScrULEIN, Die Bierhefe als Heil-, Ndhr- und Futter-
mittel, Dresden 1936. — WgrrTzer. und Wincker, Die Hefe, Berlin
1930. — STEPP, KUENAU und ScHROEDER, Die Vitamine und ihre
klinische Anwendung, Stuttgart 1936.
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5. Ubung.
Fettsynthese durch Hefen und Oidien.

a) Verfettung vou Hefe (nach HALDEN)'. Vorbehandlung der
Hefe: Untergirige Bierhefe wird 24 Stunden lang in frischer Bier-
wiirze angiren gelassen (etwa 1 Teil Hefe in 10 Teilen Bierwiirze
von 8° Blig.), dann wird die Hefe abzentrifugiert (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 durch Zentrifugieren gewonnen.

Versuchsanordnung: Einige groBe sterile PETRI-Schalen werden
mit, je 5 cem steriler, warmer 314%,iger Agarlosung mit 5%, Zucker-
gehalt beschickt, unter

eine evakuierbare,
durch Abreiben mit Al-
kohol entkeimte (ilas-
glocke gestellt (vgl.
Abb. 23). Dann wird
mittels einer Wasser-
strahlpumpe  evaku-
iert, nach lingerer Zeit
der Dreiweghahn mit
dem Wattefilter ver-
T bunden, das mit etwas
Cally Alkohol mit Hilfe des
Abb. 23. Apparat zur Hefeverfettung. Tropftrichters be-

feuchtet ist. Die Glocke
wird dann abgenommen und auf die Agarbdéden je 10 ccm
Hefesuspension (etwa 1g der wie oben vorbehandelten, zentri-
fugierten Hefe verteilt in 0,15%iger Agarlésung) aufgetragen.
Nach der Zusammenstellung der Apparatur und nach dem Ein-
setzen einer Schale mit gekérntem Chlorcalcium wird nun wieder
evakuiert und filtrierte, mit Alkoholdampf beladene Luft ein-
gelassen. Dieser Vorgang wird téglich zweimal wiederholt und das
ganze bei ungefihr 20° stehen gelassen. — Ktwa alle 4 Tage wird
eine Schale entnommen und die Hefe niher untersucht und zwar:

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

1 HavpeN: H. 225, 249 (1935); SoBoTEA, HALDEN und BILGER:
H. 234, 1 (1935).
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Alkohol) gibt orange-rote Fiarbung der Fettropfchen; Osmium-
siure firbt das Fett braunschwarz, Alkannatinktur rot; a-Naph-
thol (19, in 1%iger Sodalosung) mit Dimethyl-p-phenylendiamin
(1%ige wilBrige Losung!) gibt Blaufarbung.

Bestimmung des Gesamilipoidgehaltes?: Gewinnung der Hefe
aus den PETRI-Schalen durch Abstreifen mittels eines breiten
Spatels, unter Abspiilen der Gesamtoberfliche mit destilliertem
Wasser. Die Hefe wird dann entweder zentrifugiert oder auf einem
Glasfrittenfilter 3 abgesaugt und ausgewaschen; Ermittlung des
Feuchtgewichtes der Hefe durch Wéigung. Bestimmung des
Trockengewichtes durch Trocknen einer Probe in einem eva-
kuierbaren Rohrenexsiccator bei 105-—110° unter Durchleiten
eines durch Chlorcalcium getrockneten Luftstromes. — 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 Erwéirmen auf dem Wasserbad mit einem Glaspistill
verrieben und 24 Stunden stehen gelassen, wobei vollstindige
Verfliissigung eintritt. Nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator
bei 40—60° wird die Probe in einer kleinen Reibschale vorsichtig
verrieben, in einem Filterschilchen eingewogen und in einem
Mikroextraktionsapparat mit Ather 114—2 Stunden extrahiert.
Nach dem Verdampfen des Athers im Vakuumexsiccator wird
der Extrakt gewogen (Gesamtlipoide, auszudriicken in Prozenten
der Trockenhefe).

Bestimmung des Steringehaltes*: Der wie beschrieben gewonnene
Atherextrakt wird in 5 ccem Benzol aufgenommen (gegebenenfalls
noch mit Benzol auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und
davon 5cem entnommen) und nun die LIEBERMANN-BURCHARDT-
sche Reaktion durchgefiithrt: Zusatz einer Mischung von 2 cem
Essigsdureanhydrid und 6 Tropfen konzentrierter Schwefelsdure
unter Kilhlung. Es entsteht eine rotviolette Farbung, die rasch
in griin ibergeht. Nach 2 Minuten bei 18% erfolgt der Vergleich
im Colorimeter mit einer Losung von Naphtholgriin B.

! In kleinen zugeschmolzenen Glasréhrchen vorrétig zu halten.

2 Vgl. GorBACH: Mikrochem. 12, 161 (1933). — BILGER, HALDEN
und ZACHERL: Mikrochem. 15, 119 (1934).

3 Nr 1, G 3/7, ScrHorT & Gen., Jena.

4 Vgl. HErpuscekA und LinoNer: H. 181, 15 (1929). — BILGER,
HALDEN und ZAcHERL: Mikrochem. 15, 119 (1934). Hinsichtlich einer
Farbskala zum colorimetrischen Vergleich siche BERNHAUER und
Parzevrr: Biochem. Z. 280, 388 (1935).
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b) Feftbildung durch Oidien (Qospora-Arten)!. Einige 51-
FernBacH-Kolben werden mit je 11 Molke? (enthaltend etwa
3,59, Milchzucker) beschickt, die noch 1g (NH,),S0,, 0,5¢g
KH,PO; und 0,25 g MgSO, .7 H,0 enthilt (pg5,0) und nach
dem Sterilisieren im Dampftopf (wobei noch das restliche Ei-
weill ausfallt) mit einer Kultur eines geeigneten Stammes von
Oidium lactis (Oospore lactis3) geimpft. Nach etwa 6 Tagen bei
279 ist das Wachstum beendet, der pg-Wert etwa 7,04, der Fett-
gehalt hat seinen Ho6chstwert erreicht (spéter treten bereits
autolytische Vorginge ein). — Abbruch des Versuches: Sammlung
der Pilzdecken, Auswaschen derselben, Trocknen bei 105° und
Wigen.

Bestimmung des Fettgehalies. Die trockene Substanz wird etwa
3 Stunden in der Kugelmiihle pulverisiert, dann wird die gleiche
Menge Quarzsand zugegeben und die Miihle noch 1/, Stunde
laufen gelassen. Sodann extrahiert man 1 g Substanz (Quarzsand
abgerechnet) im Extraktionsapparat von ScHMALFUSS® etwa
6 Stunden mit Ather. Der Riickstand wird nun nochmals in der
Kugelmiihle kurz gemahlen, moglichst quantitativ daraus entfernt
und wieder extrahiert. Eventuell muBl der Prozef nochmals
wiederholt werden. Sobald nach 6stiindiger Extraktion die er-
neuert gewonnene Fettmenge weniger als 0,39, betrigt, kann
auf eine Weiterbehandlung verzichtet werden. Nach dem Ab-
destillieren des Athers wird das Rohfett bei 80° 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—59) der Trocken-
substanz), durch besondere MaBnahmen gelingt es jedoch, denselben
um ein Vielfaches zu steigern (bis iiber 40Y,). Fettbildung findet
insbesondere bei starkem Luftzutritt statt (also bei reichlicher Durch-

1 In Anlehnung an Fixk, HasserLer und Scamipt: Z. f. Spiritus-
industrie 1937, Nr 11/12.

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

% Oidien mit einer schneeweiflen, seidenglénzenden Decke sind
schlechte Fettbildner, solche mit einer gelblich-weiBlen, hirnartig ge-
wellten Haut gute.

¢ Fur Oidium lactis ist charakteristisch, daf3 es die Milchsiure
der Molke vollig verzehrt, wodurch die Néhrlosung alkalisch wird.

5 Scamarruss: Chem. Fabr. 9, 161 (1936).
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liftung oder in Oberflichenkulturen?). So sind die Hefen von Agar-
kulturen (oder in Troépfchenkulturen), sowie die Oberflichenzellen
abgeprefter Hefemassen meist sehr fettreich (HENNEBERG). Ferner
findet bei Einwirkung von Alkoholddmpfen auf Hefen (Brauerei- und
Brennereihefen, in diinner Schicht aufgebreitet) rasche Fettbildung
statt (LINDNER und UNGER, 1917). Nach LINDNER? soll auch die in
Oberfldchenkulturen von Hefen beobachtete iippige Fettbildung haupt-
sdchlich dem aus den tieferen Schichten aufsteigenden Alkohol seine
Entstehung verdanken. Auch nach HArpEN? ist fiir die Verfettung
von Hefe die Behandlung der Kultur mit Alkoholdampf bei méfiger
Liiftung der ausschlaggebende Faktor; ausgelést 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, daf die Fettsiurcketten durch Kondensation
von Acetaldehydmolekiilen zu entstehen scheinen; vgl. dazu auch
S. 134 4. Hinsichtlich der Frage der Beteiligung von Polyenaldehyden
an der Fettsynthese vgl. REICHEL®

Physiologische Bedeutung der Fettbildung: Unter den Bedingungen
bzw. im Stadium der 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 oder kein Vermehrungsvermégen. Nach HENNEBERG
wie auch nach LINDNER mul3 zwischen dem normalen ,,Reservefett‘,
das beim Hungern aufgebraucht wird, und dem ,,Degenerationsfett,
das sich in sehr grofler Menge im Alter oder unter besonderen Be-
dingungen bei Luftzutritt ansammelt, unterschieden werden (viel-
leicht sind auch Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung
vorhanden). HALDEN vergleicht die Fettbildung in Hefen unter dem
Einflu3 des Wasserentzuges mit der Fettbildung in den sogenannten
Olsamen der hoheren Pflanzen oder im Holz und in der Rinde der
sogenannten Fettbdume, Vorginge, die auch bei abnehmendem Wasser-
gehalt einsetzen.

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

1 Im Gegensatz dazu bildet sich aber manchmal auch ohne Luft-
zutritt Fett, so z. B. im Bier- oder im Weinlagerfal3; dabei handelt
es sich wohl um einen physiologisch andersartigen Vorgang. .

? Vgl. LinDNER: Mikrosk. u. biol. Betriebskontrolle in den
Géarungsgewerben, 6. Aufl., S. 284, Berlin: Parey 1930.

3 Harpen: H. 225, 249 (1935); SoBoTKa, HALDEN und BILGER:
H. 234, 1 (1935).

4 Zusammenfassungen der diesbeziiglichen Vorstellungen vgl.
BrrNHAUER: Fettstoffwechsel und Fettsynthese in ScHONFELD-
HEerTER, 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).

5 REICHEL: Ang. Ch. 51, 190 (1938).

8 Vgl. dazu die Literaturzusammenfassung von SCHWARTZ: Angew.
Chem. 50, 294 (1937).

7 LinDNER: Angew. Chem. 35, 110 (1922).
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pilz Endomyces vernalis (Endomycopsis vernalis), der besonders im
Krieg fiir Untersuchungen iiber die Fettgewinnung herangezogen
wurdel. Sodann zeigte sich, daB auch eine sehr groBe Anzahl von
Aspergillus- und Penicilliumarten Fett bilden, darunter das Pen.
javanicum unter geeigneten Bedingungen sogar iiber 419, (im all-
gemeinen etwa 249, des Trockengewichtes)?. In alten Pilzkulturen
kommt es vielfach zu einer besonders starken Anhiufung von Fett.
Dabei handelt es sich jedoch auch hier, ebenso wie bei Hefe (vgl. oben)
um Degenerationsfett.

Mit der Fettbildung durch Oidien hat sich sodann Fink3 nidher
beschéftigt und insbesondere auf die groBe Widerstandsfihigkeit der-
selben gegeniiber Infektionen und damit deren Eignung zur Ziichtung
in groferem 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—149, mach 5 Tagen, bei Endomyces vernalis
109, in der gleichen Zeit, bei Pen. javanicum nur gegen 39, nach
19 Tagen. Die Ausbeute an Trockensubstanz betrug vergleichsweise
bei diesen Organismen 47 —489%,, 40—419, und 12—139%,, war also
auch bei Oidium lactis am hochsten. GEFFERS? erhielt durch Oidium-
arten aus 10001 Molke 3—5 kg Fett (bezogen auf den Milchzucker-
gehalt also etwa 7,5—12,5%).

Jedenfalls 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 CO, assimilieren) lagern Fett in ihren Zellen ab;
viele derselben lassen sich auch laboratoriumsméiBig kultivieren.

Hinsichtlich der Kulturbedingungen fiir 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 Obertlache zum Volumen der Nahrlésung von
Wichtigkeit. Bei technischen Versuchen mit Endomyces vernalis
fihrte weder das Schalen- noch das Tennenverfahren zum Ziel5. Bei
SproBpilzen arbeitet man zweckméBigerweise unter Durchliiftung der
Flussigkeit. Zum Zwecke einer rationelleren Fettgewinnung miiBte
unbedingt auch die submerse Erzeugung des Pilzmycels angestrebt
werden (vgl. 8. 77). Nach GEEFERs* ist jedoch in submerser Kultur
die Fettbildung gehemmt. Von entscheidender Bedeutung fiir 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 HaeeN und Kinrtorr: B. 61, 439 (1923); Chemie d. Zelle u.
Gewebe 12, 115 (1926). — Uber die im Krieg gemachten Erfahrungen
mit Endomyces vernalis vgl. besonders Fink, HAEEN und HOER-
BURGER: Ztschr. f. Spiritusind. 61 (1938).

2 Warp Lockwoob, May, HErrick und O’NEerLL: C. Bact. I, 90,
411 (1934). — Ind. Eng. Chem. 27, 318 (1935).

3 FINK, HAESELER und ScHMIDT: Z. . Spiritusind. 1937, Nr 11/12.

¢ GEFFERS: Arch. Mikrobiol. 8, 66 (1937).

5 Fing. HAEEN und HoERBURGER : Forschungsdienst 5, 115 (1938).
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6. Ubung:
Herstellung von Hefezubereitungen.

a) Lebende frische Hefe. Die z. B. aus einer Brauerei frisch
bezogene Hefe wird in einer Sedimentierzentrifuge abgeschleudert
(oder auch abgesaugt), mit Wasser angeriihrt und nochmals
zentrifugiert oder abgesaugt, Prozefl eventuell wiederholt; Hefe
sodann in Wasser aufgeschlimmt und fiir Géiranséitze verwendet.
Bestimmung des Trockengewichtes aus der durch kriftiges Um-
schiitteln homogenisierten Hefesuspension: 10 cem abgesaugt und
im Trockenschrank bei 105° bis zur Konstanz getrocknet.

b) Lebende,,verarmte Hefe. Befreiung der Hefe von rasch ver-
atembaren Inhaltsstoffen®: Frische Hefe wie unter a gewaschen
und zentrifugiert (bzw. abgepreft), in der fiinf bis zehnfachen
Menge Leitungswasser suspendiert, in eine Flasche gefiillt, Luft
durch Sauerstoif verdringt, etwa 20 Stunden auf der Schiittel-
maschine behandelt, sodann gegebenenfalls abgesaugt oder ab-
zentrifugiert und in Wasser auvfgeschlaimmt, oder auch direkt fiir
Giérversuche verwendet. Bestimmung des Trockengewichtes wie
oben. Die Gewichtsabnahme betragt rund 20°%, (es werden vor
allem einfache und leicht hydrolysierbare Kohlehydrate entfernt).

¢) Trockenhefe2. Bierhefe, frisch von einer Brauerei bezogen,
wird griindlich durch Dekantieren gewaschen, dann auf einem
Tuch abtropfen gelassen, in ein PreBtuch eingeschlagen und in
einer Handpresse oder in einer hydraulischen Presse (bei 50 at)
abgepreft, durch ein grobes Sieb getrieben, in lockerer, 1 bis
1,5 cm dicken Schicht auf Filtrierpapier ausgebreitet, 2 Tage
bei 25—35% getrocknet. Zwecks Gewinnung eines gleichméBigen
Pulvers schlieBlich in einer Kaffeemiihle fein gemahlen und
schlielich etwa 24 Stunden in einer Kugelmiihle pulverisiert
und bei 0° aufbewahrt.

Das Priparat enthilt noch lebende Hefezellen (Handelspréaparate
oft erhebliche Anteile), die in einem geeigneten Medium zur Ent-
wicklung gelangen kénnen. Vgl. Nachtrag. Gérungschemische Ver-
wendung der Trockenhefe vgl. Ubung 7¢ und 9b, insbesondere zur
Herstellung von Macerationssaft.

d) Aceton-Dauerhefe (Zymin)2. 500 ¢ ausgewaschene und
abgepreBte Brauereihefe (wie zuvor) mit etwa 709, Wassergehalt
wird grob gepulvert und innerhalb 3—4 Minuten mittels einer

1 WIELAND und WiLLE: A. 515, 260 (1935); vgl. auch WIELAND
und CLAREN: A. 492, 183 (1932).

2v. LepEDEW: Ann. Inst. Pasteur 26, 8 (1912). — Vgl. dazu
Nr1tssoN und Arm: H. 239, 179 (1936).

3 AiBerT, BucuaNeEr und Rarp: B. 35, 2376 (1902).
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steifen Biirste durch ein Sieb (100 Maschen pro qem) in eine flache
Schale mit 31 wasserfreiem Aceton gedriickt. 10 Minuten gut
verrithrt, 1—2 Minuten absitzen gelassen, Fliissigkeit méglichst
weitgehend abgegossen, Hefe auf einem BUcHNER-Trichter ab-
gesaugt (gehdrtetes Filter) und auf demselben méglichst gut ab-
gepreBt. Riickstand in einer Schale mit 250 ccm Ather mit den
Fingern gut durchgeknetet, nach 3 Minuten wieder abgesaugt.
Feines, fust weiles Pulver. In diinner Schicht auf Filterpapier
ausgebreitet, 15—1 Stunde Ather an der Luft verdunsten gelassen,
dann 24 Stunden bei 37° getrocknet. Ausbeute etwa 309, der ab-
geprefSten Hefe. Vorschrift ist genau einzuhalten; Produkt in
einer geschlossenen Flasche aufzubewahren. Wassergehalt etwa
5,56—6,5%.

Das Préaparat ist bei sorgfaltiger Herstellung frei von lebenden
Hefezellen, behilt seine Fahigkeit zur Zuckervergirung mehrere
Monate, verliert sie aber dann allméahlich. Oberhefe gibt meist weniger
aktive Produkte. Zur Gewinnung von Hexosephosphaten usw. ge-
eignet.

e) Macerationssaft'. 50 ¢ Trockenhefe in einer Schale mit
150 cem Wasser von 35° griindlich angeteigt, in einen Kolben
von etwa 750 com Inhalt gespiilt und 2 Stunden bei 35° unter
zeitweisem Umrithren stehen gelassen (starkes Schiumen, daher
grofler Kolben). Sodann wird der Saft durch Zentrifugieren ge-
wonnen. 1kg Trockenhefe liefert etwa 1200 cem Saft. Statt
3 Teilen Wasser fiir 1 Teil Trockenhefe, kénnen auch 4 Teile
genommen werden?2,

B. Die alkoholische Girung.
7. Ubung:
Die alkoholische Girung des Zuckers (erste Vergiirungsform).

a) Kleingiirmethode im hohlen Objekttriger (von LINDNER3),
insbesondere zur Priifung der Garfihigkeit verschiedener Zucker-
arten geeignet. Man benutst glykogenfrei gemachte Hefe (Stehen-
lassen von Hefe in sterilem Wasser, bis dag Glykogen verschwunden
ist, mikroskopische Kontrolle mit Jodlosung: es darf keine rot-
braune Farbung mehr auftreten). Als Girgefi verwendet man
einen hohlen Objekttriger, dessen Hohlung nach dem Einfiillen
der Gérprobe mit einem Deckglischen bedeckt wird, das man

! v.LEBEDEW: H. 78, 447 (1911). — Ann. Inst. Pasteur 26, 8 (1912).

2 MEYERHOF : Bio. Z. 273, 80 (1934).

2 Vgl. LinDNER: Betriebskontrolle in den Giirungsgewerben,
S. 207 (1930).
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dann mit einem Vaselinring zur Dichtung versieht. Gérprobe:
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 Hoéhlung des Objekt-
tragers muB} vollstdndig ausgefiillt sein und iiberschiissige Fliissig-
keit ist mittels sterilen Filtrierpapiers abzusaugen. Die Probe wird
bei 25° aufbewahrt und nach etwa 12 Stunden untersucht. Bei
geringer Gérung zeigen sich (manchmal erst nach schwachem
Anwirmen mittels einer Mikroflamme) zahlreiche kleine CO,-
Blaschen; bei lebhafter Vergdrung wird die H6éhlung des Objekt-
tragers fast ganz von einer grofen CO,-Blase ausgefiillt, die
sofort zusammenschrumpft, wenn man einige Tropfen Lauge
zuflieBen laBt.

b) Kleingirversuch im Girréhrchen (vgl. Abb. 24)1, nur fir
qualitative Zwecke. Finfilllung der Hefeprobe, suspendiert in
1—10%iger Zuckerlosung in der Weise, dafl der lange Schenkel
des Gérrohrchens vollig gefullt ist. Aufbewahrung bei 18--37°.
Nach kurzer Zeit ist lebhafte Garung zu bemerken, Beobachtung
der Guasentwicklung im geschlossenen Rohrteil. Modifizierte
Gérrohrchen zur quantitativen Messung des Kohlendioxyds, z. B.
zur Zuckerbestimmung mittels Saccharometern (z. B. das LoaN-
sTEINsche Prézisionsgirungssaccharometer, bei dem eine Skala
direkt die Menge der vergorenen Glucose anzeigt). Hexosen geben
46,5%, CO, (theoretisch 48,99%,), 1 cem CO, entspricht daher 4 mg
Hexose (bezogen auf 0° und 760 mm Druck).2

¢) Girversuch im Eudiometerrohr (vgl. Abb. 25), zur quantita-
tiven Bestimmung des entwickelten CO,, z. B. zur Feststellung
des (Gidrvermogens verschiedener Hefezubereitungen usw.3. Das
Eudiometerrohr wird zunéchst vollstindig mit trockenem Quaeck-
silber gefiillt und sodann werden durch den Hahn unter Senken der
Birne 10—20 cem des frisch bereiteten Gérgemisches eingefiihrt.
Gérgemisch z. B.: 2%ige Zuckerlésung mit 29, gut suspendierter

1 Modifizierte Form des Einhorn-Gérréhrchens von Norp und
WEITE: Amer. Soc. 49, 2118 (1927) vgl. Abb. 24b.

? Eine eingehende Untersuchung iiber die Brauchbarkeit der Géar-
methode zur quantitativen Bestimmung von Hexosen wurde von
MevErHOF und ScHULZ: Biochem. Z. 287, 206 (1936) durchgefiihrt.

8 In ahnlicher Weise wird die Triebkraft von Bickerhefe be-
stimmt, z. B. mittels des Apparates von HAYDUCK oder von Kus-
SEROW: Messung des iiber Wasser aufgefangenen CO,-Volumens [vgl.
LinpNER: Mikroskopische und biologische Betriebskontrolle in den
Garungsgewerben, S. 288 (1930)]. Ferner kann die Garkraft auch

durch die Bestimmung des Gewichtsverlustes des Géransatzes nach
24 Stunden bestimmt werden ( Garverschlul mit Schwefelsdure gefiillt).
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Trockenhefe und 1—29, Toluol (eventuell noch Zusatz von frisch
bereitetem Hefekochsaft!) vder Macerationssaft mit 109, Zucker
und 1—29%, Toluol versetzt. Durchfithrung der Gérung bei 18 bis
37°. Quantitative Verfolgung der CO,-Entwicklung durch Ab-
lesung in Intervallen von etwa 1 Stunde (nach vorsichtigem
Aufschiitteln des Ansatzes) unter Gleichstellung des Queck-
silberniveaus im Rohr und in der Birne. Beendigung des Versuches,
sobald das Gasvolumen konstant ist. Eventuelle Austreibung von

b v

Abb. 24. Gérrohrchen. Abb. 25. Eudiometerrohr.
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a

CO, aus der Lésung durch Zusatz von 1 oder 2 cem verdiinnter
Schwefelsdure (durch den Hahn unter vorsichtigem Senken der
Birne). Priifung auf CO, (zugleich Uberpriifung der Dichtigkeit des
Hahnes) durch Einsaugen von etwa 10—20 cem 50%iger Kali-
lauge, die sogleich das ganze Gas absorbieren muB.

Ermittlung des Gewichites des CO,-Volumens: G = v,d, d (CO,) =
1,9768 g/l unter Normalbedingungen. Umrechnung des gefundenen
Volumens auf Normalbedingungen geméB der Gleichung

S 2% :F 273
°77(273 4 1) 760
bzw. mit Hilfe von Tabellen (vgl. Anhang II 1d).

! Herstellung des Hefekochsaftes: 2 Teile frische Unterhefe mit
1 Teil Wasser gut vermischt, im siedenden Wasserbad unter 6fterem
Umriihren auf etwa 80° erhitzt und dann unter direkter Erhitzung
kurz aufgekocht. Sodann zentrifugiert oder filtriert.
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Zum Arbeiten unter sterilen Bedingungen dient der Apparat
von vaN ITeErRsoN und Kruyver?.

Zur Verfolgung des Gdrverlaufes in Kleinversuchen (mit
0,5—2 ccm Losung) sei auf die von MyrRBAcK und v. EULER
beschriebene Mikromethodik der CO,- Bestimmung hingewiesen?2,

Zwecks Verfolguny des Gdrverlaufes in gréferen Versuchen
dient ein modifiziertes Eudiometerrohr, das an Stelle des einfachen
Hahnes einen Zweiweghahn (Schwanzhahn) besitzt (vgl. dazu
Abb. 25), wodurch ein Ablassen des Gases in bestimmten Zeit-
intervallen ermdglicht wird; oben wird ein Girkélbchen mittels
eines zweimal rechtwinklig gebogenen Rohres und Gummistép-
seln angeschlossen (sinngeméf in analoger Weise wie in Abb. 29).
Géransatz prinzipiell wie zuvor, aber mit etwa 50 cem Losung,
die bei Gértemperatur mit CO, gesittigt sein soll. Vor der Ab-
lesung des Volumens wird das Gérgemisch kraftig geschiittelt.
Durch Drehen des Hahnes und gleichzeitiges Heben der Birne wird
sodann das Gas aus dem Schwanzhahn entweichen gelassen, und
hierauf der Hahn wieder in normale Stellung gebracht.

Statt itber Quecksilber kann das Gas auch iiber mit CO, ge-
sittigtem Wasser aufgefangen werden (allerdings weniger genau);
durch etwa Jsstiindiges Verweilen im Gérraum wird dabei zunschst
iberschiissiges CO, entfernt. Gegebenenfalls kann bei der Ablesung
die Dampfspannung des Wassers beriicksichtigt werden.

d) Girversuech mit analytischer Bestimmung des Alkohols.
10 g Rohrzucker, 0,2 g (NH,),S80,, 0,1 g NH,HPO,, 0,025 ¢g
MgCl, . 6 H,0, 0,025g KCl in 100 ccm Wasser gelost und in
einem 200 ccm-Rundkolben mit 2g gewaschener und abgeprefiter
Bierhefe (aufgeschlimmt in einem Teil der Lésung) versetzt, mit
Garaufsatz (vgl. Abb. 7, S. 73) verschlossen und bei 20—35° aus-
giren gelassen (Aufhéren der CO,-Entwicklung). Sodann mit
Wasserdampf 100 cem abdestilliert; und in Proben des Destillates
wird der Alkohol qualitativ nachgewiesen sowie quantitativ be-
stimmt.

LieBewsche Jodoformprobe: 2 cem der Lésung auf 40—50°
erwirmt, etwa 6 Tropfen 109, iger Kalilauge zugesetzt und Jod.
Jodkali-Losung bis zur Braunfirbung, dann mit Kalilauge ent-
farbt und erkalten gelassen: Jodoformgeruch bzw. Abscheidung
von charakteristischen Jodoformkrystallen.

I Vgl. Kiein: Hdb. d. Pflanzenanalyse IV, 1259 (1933). Wien:
Julius Springer. (KoBEL und NruBERG: Untersuchung von Gir-
fliissigkeiten.)

? Vgl. MYRBACK und v. EULER in OPPENHEIMER-PINCUSSEN: Me-
thodik der Fermente, S. 1297. Leipzig: Thieme 1929,
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Nachweis als p-Nitro- Benzoesiure-Athylestert. 20 ccm  der
Lésung werden mit Hilfe einer WipmER-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 ausgedthert. Der iiber gegliihtem
Natriumsulfat getrocknete dtherische Auszug wird mit absolutem
Ather auf 20 cem aufgefiillt und mit etwa 4 g p-Nitrobenzoyl-
chlorid versetzt. Im Schliffkolben unter Riickflu} 24 Stunden zur
Reaktion gebracht. Reaktionsfliissigkeit dann im Scheidetrichter
mit n-Sodalésung gewaschen, bis die gesamte p-Nitro-Benzoesiure
entfernt ist (beim Ansiuern des alkalischen Auszuges mit Salz-
sdure darf keine Triibung mehr eintreten). Atherische Losung
dann iiber Natriumsulfat getrocknet, Ather im Vakuum verdampft.
Riickstand aus Methanol und dann aus Petrolither umkrystalli-
siert. Schmelzpunkt 57°.

Ozxydation zu Acetaldehyd: 10 ccm der erhaltenen etwa 5%, igen
alkoholischen Lésung in einem 100 ccm-Rundkolben mit der
berechneten Menge Kaliumbichromat (fein gepulvert; fiir 100 mg
Alkohol etwa 220 mg Kaliumbichromat) und 5 cem verdiinnter
Schwefelsdure (etwa 109ig) 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 Bestimmung des Alkohols: Athoxylbestimmung in
iiblicher Weise nach ZEISEL-FANTO (mit { com einer etwa 5%, igen
Losung, etwa 50 mg Alkohol) oder durch Oxydation zu Essigsiure
und Titrationdieserim Destillat der Halbdestillation (vgl. Ubung 25).
Fiir viele Zwecke geniigt auch die pyknometrische Bestimmung
des Alkoholgehaltes im Destillat. Hinsichtlich einer Mikromethode
zur Bestimmung des Alkohols vgl. MEyERHEOF und KIESSLING 2
sowie FRIEDEMANN und Kraas3,

e) Priiparativer Girversuch. Rundkolben von 101 Inhalt mit
81 einer 20%igen Rohrzuckerlosung (1600 g roher Zucker).
Zusatz von 80 g gut ausgewaschener und abgepreBter Bierhefe
(untergiriger Hefe) nach gutem Anriihren mit einem Teil der
Lésung. Mit RiickfluBkiihler und groBem GérverschluB verbunden

‘1 Vgl. MEISENHEIMER und ScEMIDT: A. 475, 157 (1929).

¢ MevergoF und KiessriNe: Biochem. Z. 267, 313 (1933); 281,
250 (1935).

% FRIEDEMANN und Kraas: J. Biol. Chem. 115, 47 (1936).
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(vgl. Abb. 8,S.73). In einem Géarraum bei 30—35° unter ofterem
Umschiitteln ausgéren lassen. Entnahme einer kleinen Probe
(2—5 com) und Feststellung, ob der Zucker verschwunden
ist (bei positivem Ausfall nochmaliger Zusatz von etwa 40 g wie
oben vorbereiteter Hefe und dann ausgiren lassen).

Aufarbeitung: Destillation aus einem Luftbad (Baso-Trichter)
unter Beniitzung einer WipMER-Kolonnel: 2000 cecm 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 ibergetrieben 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) Durchfithrung der Girung. Vorgang je nach den Rohstoffen
verschieden.

a) Stirkehaltige Rohstoffe (Kartoffel, Getreidearten, ferner Mais,
Reis, Hirse, Buchweizen, Kastanien, Frbsen, Maniok, Topinambur
usw.). Verzuckerung derselben mittels Diastase (Malz oder Pilze)
oder durch Saurehydrolyse. Hefebereitung (obergirige Hefe) in der
Regel nach dem System der natiirlichen Remzucht (vgl. S. 88). Vor-
bereitung der Rohstoffe: Reinigung, sodann Ddmpfung (im Henze-
Démpfer, 30 —45 Minuten bei 21/,— 31/, at, 138 —147°%) zwecks Stérke-
verkleisterung. Die nachfolgende Verzuckerung im Vormaischbottich
mit Malz (gequetschtes Griinmalz oder geschrotetes Darrmalz) wird als
Maischproze8 bezeichnet (fiir 100 kg Kartoffeln etwa 2kg Malz).
Dieser wird bei 50— 55°, zum Schluf3 bei 60— 62° unter gutem Mischen
durchgefiihrt. Entfernung der grébsten Anteile wihrend des Uber-
pumpens der Maische in den Garbottich mittels des Entschalers.
Gérung der Hauptmaische: Anséuerung mittels Lactobac. DEL-
BRUCKII (20 —24 Stunden bei 50° bis zum Séuregrad 2, entsprechend
etwa 0,99, Milchsdure), Erhitzen auf 75° dann Hefezusatz bei 30° (aus
dem vorangehenden Ansatz); Angérung, Hauptgérung und Nach-
garung. Hefevermehrung hauptséchlich wihrend der Angérung; die-
selbe kommt bald zum Stillstand(59, Alkohol wirken bereits hemmend).
Kiihlung wéhrend der Hauptgédrung (28—29° sollen nicht iber-
schritten werden). Gérdauer bei warmer Anstellung etwa 2 Tage.

1 Ein Luftbad von besonderer Form zum Anheizen der Destil-
lationskolben bei der Destillation von extraktreichen oder treber-
haltigen Fliissigkeiten wurde von LAMPE und DEPLANQUE (Z. f. Spiri-
tusindustrie 57, 322, 1934) beschrieben.

Bernhauer, Giirungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 8
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Zur Spiritusfabrikation dient in Deutschland hauptsichlich die
Kartoffelbrennerei, dagegen die Kornbrennerei fast ausschlieBlich zur
Branntweinerzeugung (vgl. unten).

Amyloverfahren (Stiarkeverzuckerung durch Pilze): Meist in
Mais- und Reisbrennereien. Mais wird nach dem Dampfen im Gér-
bottich mit der Pilzkultur (Mucorarten) geimpft; bei 39° hat nach
25—30 Stunden bereits starke Pilzvermehrung und Verzuckerung
stattgefunden. Nun wird mit Hefe geimpft und vergoren (Temperatur
nicht {iber 38%). Dauer des ganzen Prozesses etwa 4 Tage. Grolere
Verbreitung des Amyloverfahrens hauptséchlich in Frankreich und
Belgien, ferner in einigen Uberseelédndern.

B) Zuckerhaltige Stoffe (Zuckerriiben, Zuckerrohr, Melasse, zucker-
haltige Friichte und Pflanzenteile); direkte Vergarung. Ribenbrennerei
(hauptsédchlich in Frankreich und Ungarn): Benutzung der Zucker-
riibenséfte (Herstellung wie bei der Zuckerfabrikation), Ansiuerung
auf 0,16—0,18°, Konzentrierung auf 9—12° Bllg. Vergirung kontinu-
ierlich, indem 1 Teil der vorhergehenden Maische zum Anstellen der
néichsten verwendet wird. Melassebrennerei; Vorbereitung der Melasse
(Verdinnen auf etwa 25— 35° Bllg. entsprechend etwa 16%, Zucker,
Ansduern mit Schwefelsdure auf etwa 0,3° und Kochen), Anstellen
mit Hefe, Vergidren. Verwendung der leistungsféhigeren, auch Raf-
finose vergirenden Weinhefen (statt der frither benutzten unter-
girigen Bierhefen). Zuckerrohrmelassen vergédren schneller als Riiben-
melassen.

y) Holzzucker. Das Hauptproblem war hier die Uberfithrung
der Cellulose in Zucker: Anwendung hochprozentiger Salzsiure
(BEcHAMP 1856, WILLSTATTER und ZECHMEISTER 1914, HAGGLUND
u.a.; Problem schlieflich vor wenigen Jahren durch BErGIUs technisch
gelost). Die zunichst entstehenden polymeren Zucker werden sodann
durch Erhitzen mit verdiinnter Salzsdure vollstandig hydrolysiert.
100 kg trockenes Holz geben 78 kg Trockenzucker mit einem Gehalt
von 859, reduzierenden Kohlehydraten. (Bei der AufschlieBung von
Tannenholz entsteht ein Zuckergemisch von folgender Zusammen-
setzung: 61,99 Glucose, 24,7%, Mannose, 49, Galaktose, 1,49,
Fructose, 8%, Xylose; vor allem die Xylose wird nicht vergoren.)

Bequemer ist das ScHOLLER-TOrRNEscH-Verfahren: Anwendung
verdiinnter Séure in Druckperkolatoren (0,4%, Schwefelsdure bezogen
auf das Gewicht des Holzes) bei 15 at. Uberdruck und 170—180°.
Direkte Vergirung der gewonnenen Zuckerwirze auf Spiritus. In
Deutschland sind bereits fiinf GroBwerke gegriindet, in Cleveland
(Ohio, USA.) wurde ein Riesenwerk geschaffen, auch Japan hat das
Verfahren erworben.

8) Alkoholerzeugung aus Sulfitablauge. Fichtenholz enthilt neben
30—399, Ligninsubstanzen, 50— 539, Cellulose und 14—169%, Kohle-
hydrate, die bei der Sulfitkochung jene Zuckermenge liefern, die ver-
goren wird. Vorbehandlung der Sulfitlauge (Neutralisierung mit CaO
und CaCOjg), Wahl einer widerstandsfahigen Hefe (durch besondere
Zichtung resistent gemacht; sehr gut bewéhrt sich die Rasse XII).
Der Rohsprit enthélt etwa 39, Methanolund etwas Acetaldehyd (infolge
des Sulfits). 1 cbm Sulfitablauge liefert etwa 101 100%igen Alkohol.
In den Jahren 1933/34 wurden in Deutschland aus iiber 5 Millionen
Kubikmeter Ablauge {iber 456 hl 1009%jiger Spiritus hergestellt. Heute
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werden bereits etwa 7 Millionen verarbeitet. — Da die zur Ver-
gidrung gelangende Sulfitablauge einen sehr niedrigen Zuckergehalt
hat (1,6—2,59%) wurde der Zusatz von Holzzucker empfohlen, um so
die durch die starke Verdiinnung bedingten relativ hohen Kosten des
Sulfitspiritus zu erniedrigen.

Alkoholerzeugung aus Torf; Aufschluf3 mit starker Schwefelsdure.
Aus 1000 kg entwassertem Torf 50 —601 Alkohol. 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 erhélt so den Rohspiritus (Gehalt
50—809,, der einer Rektifizierung und Raffination in Kolonnen-
apparaten unterworfen wird, zur Entfernung von Beimengungen,
unerwiinschten Geruchs- und Geschmackstoffen. Manchmal auch
Filtration iiber aktive Kohle. Priifung des rektifizierten Sprits auf
Aldehyde, Furfurol, Séuren, Fuselole usw. Herstellung von ab-
solutem Alkohol (fir dessen Verwendung als Kraftstoff) durch
ein Destillationsverfahren mit Benzol (Youwne 1902, spiter ver-
bessert, z. B. v. KreEUszLER, Druckdestillation usw.); zunichst geht
ein azeotropes (terndres) Gemisch der Komponenten iiber, bis alles
Wasser entfernt ist, dann ein bindres Gemisch von Alkohol und
Benzol, wihrend wasserfreier Alkohol zuriickbleibt.

Fuselol: Etwa 0,4% im Rohspiritus; wird bei dessen Raffination
(im Nachlauf) als Abfallprodukt gewonnen. Branntweine (durch nur
einmalige Destillation gewonnen) haben meist einen ziemlich hohen
Gehalt an Fuselolen, zum Teil in Esterform. Bestandteile des Fusel-
6ls: 65—809% Amylalkohole (Isobutylcarbinol und sekundires Butyl-
carbinol), 15— 259, Isobutylalkohol, 4—79 n-Propylalkohol, ferner
sehr geringe Mengen n-Butylalkohol, n-Amylalkohol, Hexyl- und
Heptylalkohol, weiterhin Aldehyde wie Isobutyr- und Valeraldehyd,
Furfurol; auch Basen wie Derivate des Pyridins, Pyrazins und Pipera-
zins und schlieBlich verschiedene Fettsduren wie Ameisensiure, Essig-,
Butter-, Valerian-, Capron- bis Caprinsdure, teils frei, teils in Ester-
form. -Fuselole und Ester tragen wesentlich zur Bildung des Gar-
aromas bei. Entstehungsweise der Fuselole bei derGarung vgl. $.117/118.

Anhang II: Erzeugung alkoholischer Getrinke.

a) Bierbrauereil. Ausgangsstoffe: Gerste (von besonderer Qualitét
hinsichtlich Extraktgehalt und Keimfahigkeit), Hopfen (Fruchtstand,
Trager der Aroma- uad Bitterstoffe; Driisensekvet, Lupulin), Brau-
wasser (fiir helle, mittelprozentige, stérker gehopfte Biere, am besten
ein weiches, salzarmes Wasser, z. B. beim Pilsner Bier filtriertes
FluBwasser).

Phasen der Bierbereitung: 1. Malzgewinnung aus Gerste:
Reinigung und Sortierung, Weichen in Quellstocken unter plan-
méaBiger Luftzufiihrung, Keimung (Herstellung des Griinmalzes)
auf der Tenne oder in Keimapparaten (Mobilisierung und Bildung
von Enzymen, besonders Diastase), Darren des Griinmalzes (Trocknen
und Rdsten desselben) unter allméhlicher Erhéhung der Temperatur

! Vgl. das Kapitel iitber Bier von BLEYER und DIEMAIR im Hdb. f.
Lebensmittelchemie, Bd. 7. Berlin: Julius Springer 1938.

8*
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(Wassergehalt sinkt von 40—459%, auf 1 —39,); Erzeugung von hellem
oder dunklem Malz abhéngig von der Temperatur (60° bzw. 100°%).
2. Wiirzebereitung: Schroten des Malzes, Maischung desselben unter
intensivern Riihren (Temperatur allméhlich bis auf 75—78°), dabei
findet Extraktion und Stiarkeverzuckerung (auch Eiweiabbau) statt;
Entfernung der Treber im Liuterprozel3 (Lauterbottich oder Maische-
filter), Kochen der Wiirze mit Hopfen (dabei erfolgt auch Ausfillung
gerinnbarer Eiweistoffe, Konzentrierung und Sterilisierung), Filtration
tiber den Hopfenseiher und Abkiihlung im Kiihlschiff (Absetzen der
Eiweifstoffe, Phosphate usw. als Trub). 3. Vergdrung der Wiirze!: Be-
sonders durch Untergirung; Hefezusatz im Anstellbottich (etwa 0,51
dickbreiige Hefe auf 1 hl Wirze), Hauptgdrung im Garkeller in
offenen Bottichen (bei 5—9°, 10 bis 14 Tage), Nachgdrung im Lager-
keller in Fassern oder Lagertanks bei etwa 1° (6 —17 Wochen). Sodann
werden die Féasser zugespundet (so daf der CO,-Gehalt von 0,3 —0,49,
erhalten bleibt). Aus den Gérbottichen wird die mittlere Hefeschicht
fur weitere Géransdtze benutzt.

Herstellung obergdriger Biere sehr verschieden (z. B. Weiibiere,
englische Biere, belgische Spezialbiere). Z. B. Weilbierbrauerei: Ver-
wendung von 2/, Weizenmalz und '/; Gerstenmalz. Die Wirze wird
nicht gekocht und daher durch auftretende Milchsdurebakterien
spontan geséuert. Gérdauer 3—5 Tage bei 16—19°. Je wérmer die
QGérung, desto saurer das Bier. Die sich an der Oberfldche sammelnde
Hefe wird samt den anhaftenden Milchsdurebakterien fiir die nachste
Gérung entnommen. — Lagerung des vergorenen Weibiers nach
Mischung mit 15— 25%, Jungbier 2—3 Wochen.

Alkoholgehalt und Extraktgehalt einiger Biere (in %): Pschorr
(Miinchen): 3,62 und 6,47; Mirzenbier (Berlin): 4,07 und 5,49; Pilsner
Urquell: 3,61 und 5,0; Berliner Weilbier: 3,07 und 3,19; Porter: 6,72
und 8,68 usw.

b) Weingewinnung?, Awusgangsstoffe: In erster Linie Trauben
(Traubenweine), ferner auch verschiedene Obst- und Beerenfriichte
u. a. Stoffe (z. B. Apfelwein, Johannisbeer- und Stachelbeerwein, ferner
Palmweine aus den Saften von Zuckerpalmen, Saké aus Reis in
Japan usw.).

Phasen der Weinbereitung: 1. Gewinnung des Mostes durch
Maischen der Trauben (Zerkleinerung derselben); bei WeiBwein Ab-
pressen (,,Keltern‘‘) und Entfernung der Weintrester, bei Rotwein
nur Entfernung der Stiele. Zuckergehalt des Traubensaftes 10—309.
2. Vergdrung: Meist spontan beim Stehen des Mostes oder unter Be-
nutzung besonderer Kulturweinhefen. Gérung meist als Obergérung
bei 16—30° (am Rhein als Untergirung bei 10—12° im Keller).
Hauptgérung in 3—14 Tagen beendet; Nachgirung (,,stille Garung**)
dauert mehrere Wochen, unter Klirung des Weins. 3. Lagern und
Reifen des Weins nach dem Abziehen in groBle hélzerne Lagerfésser,
Lagerung mit verschlossenem Spund in kiihlen Kellern; Ausbildung
von Geschmacks- und Geruchsstoffen.

t Je nachdem wieviel Grade Bllg. die Wiirze zeigt, spricht man
dann von einem 10gréidigen, 12griadigen Bier usw.

2 Vgl. die Kapitel von Voot sowie REINHARD im Hdb. d. Lebens-
mittelchemie, 7. Bd. Berlin: Julius Springer.
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Alkoholgehalt: Reine Naturweine 7—109, selten 129; siid-
landische Exportweine bis 20—24 9, (ein Alkoholgehalt von iiber 179,
ist stets durch kiinstlichen Zusatz von Sprit bewerkstelligt). Gehalt
an Extraktstoffen (Gesamttrockenriickstand) bei Naturweinen meist
1,8—2,5%. Wertvolles Nebenerzeugnis der Weingewinnung ist die
Weinséure, die sich insbesondere in Form ihres sauren Kaliumsalzes
(Weinstein) beim Lagern des Weins in den Fissern absetzt.

¢) Gewinnung von Branntweinen!. Man geht hier stets von ver-
gorenen Fliussigkeiten verschiedener Herkunft aus und unterwirft
dieselben der Destillation. Weinbrennerei (besonders in Frankreich
und Ttalien) zur Kognakerzeugung (&lteste bekannte Art der Alkohol-
gewinnung). Obstbrennerei (insbesondere Zwetschen und Kirschen);
Selbstgirung der Frichte oder Anwendung besonderer Weinhefen.
Kornbrennerei, zur Erzeugung von Branntwein im iiblichen Sinn
(neben der Weinbrennerei die dlteste 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 Riickstéinden der Zucker-
rohrverarbeitung (Melasse, Abschaum, auch aus Rohzuckersirup).

Anhang III: Theoretisches.

Die normale Vergarung des Zuckers (erste Vergdrungsform) ver-
liuft nach der auch heute noch giiltigen Gav-Lussacschen Gleichung:
CsH,0; =2 CH; . CH,OH+ 2 CO,.

Theoretisch entstehen daher aus 1 Mol Hexose (180), 2 Mol Alkohol
(92) und 2 Mol CO, (88), die theoretische Alkoholausbeute betragt
daher 51,19, der Hexose (oder 53,89, des Rohrzuckers). Der Abbau
des Zuckers zu Alkohol und CO, geht dabei stufenweise vor sich, es
wird eine grofe Anzahl von Zwischenprodukten durchlaufen, wobei
miteinander gekuppelte oxydoreduktive Reaktionen stattfinden
(vgl. Anhang zu Ubung 14).

Vergdrbare Zucker (Zymohexosen): d-Glucose, d-Fructose, d-Man-
nose, d-Galaktose; und zwar vergédren Glucose und Fructose gleich
schnell, wihrend Mannose und besonders Galaktose langsamer ver-
goren werden. Die anderen Hexosen sowie die Pentosen sind unvergér-
bar. Dioxyaceton wird vergoren, wobei allerdings intermedidr Hexose
(in phosphorylierter Form, vgl. 8. 133/134) gebildet wird. Von Disac-
chariden werden vergoren: Rohrzucker, Trehalose, Maltose, Milch-
zucker, dabei scheint die Vergdrung 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 Géarung. Es ist je-
doch méglich, durch Zusatz verschiedener Stoffe (Na-Fluorid, Jod-
essigsidure u. a.) einzelne Phasen der zellfreien Gédrung zu hemmen.
. Abbau der Aminosiuren durch Hefe. Derselbe geht neben der
Athanolgérung im normalen EiweiBstoffwechsel der Hefe vor sich
und fihrt zur Bildung von Fuselolen 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 EBriLicH! in der Weise, daB zunichst aus den Amino-
sduren die a-Ketosduren gebildet und diese decarboxyliert werden;
durch Reduktion der Aldehyde entstehen sodann die zugehérigen
Alkohole:

(IJOOH (IDOOH COOH CO,
—H, THO |
(|?HNH2 —_ (|:= NH —» ICo — (IJHO ——» CH,OH
|
R R

So entsteht Isobutylcarbinol aus 1-Leucin, sekundéres Butylcarbinol
aus d-Isoleucin, Isobutylalkohol aus d-Valin usw. (z. B. auch Tyrosol
aus Tyrosin® oder Tryptophol aus Tryptophan3), ferner auch Bern-
steinsdure aus Glutaminsdure. Auch die Einwirkung von Hefe auf
Arginin und Histidin wurde untersucht®. (Vgl. auch Nachtrag.)

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

8. Ubung:

Acetaldehyd-Glyeerin-Girung (zweite Vergirungsform).

a) Kleinversuch (Demonstrationsversuch)®, mit qualitativem
Acetaldehydnachweis. 20 com einer 109%igen Rohrzuckerltsung
(in einem kleinen Kdélbchen oder weitem Reagensrohr) mit 2 g
frisch gefilltem CaSO,- 3 H,0O versetzt, 2 g abgepreBte Hefe
(Brauerei- oder Brennereihefe oder girkriftige Bickerhefe) in
der Fliissigkeit gut aufgeschwemmt (kriaftig durchgeschiittelt) und
in ein Gérréhrchen eingefiillt, dessen kurzer, offener Schenkel
durch eine Schlauchverbindung mit einem Glasrohr verlingert ist
(Probe A). Zugleich Ansatz einer analogen Kontrollprobe, aber
ohne Sulfit (B). Beide GefiBe werden in einem Wasserbad von
38—40° belassen. CO,-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 ccm
49%,iger Nitroprussidnatriumlésung und 2—3 cem einer 3%igen
Piperidinlésung versetzt: charakteristische tiefe Blaufirbung.
Probe B gleich behandelt, Reaktion negativ.

1 EHRLICH: Biochem. Z. 2, 52 (1906).

2 EgrricE: B. 44, 139 (1911). — Biochem. Z. 79, 232 (1917).

3 EmruicH: B. 45, 883 (1912).

¢ S. EpLBACHER, M. BECKER und A. v. SEGESSER: H. 255, 53
1938).
( 5 Vgl. KoBEL und NEUBERG in KrLEIN: Hdb. d. Pflanzenanalyse,
IV.Bd., 1263. Wien: Julius Springer 1933.
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b) Gérversuch mit analytischer Bestimmung von Acetaldehyd
und Glyeerin. (Ansatz wie in Ubung 7¢): 10 g Rohrzucker, 0,2 g
(NH,),80,, 0,1 g Na,HPO,, 0,025 g MgCl, .6 H,0 und 0,025 g
KCl in 50 ccm Wasser gelost und in einem 200 cem-Kolbchen
mit 2 g gewaschener und abgepreBter Brennereihefe (obergirige
Hefe) in iiblicher Weise versetzt (in aufgeschlimmtem Zustand),
mit Giraufsatz verschlossen und bis zur gerade deutlich ein-
setzenden Géirung bei 30—35° stehen gelassen. Sodann Zusatz
von 5 g Na,S0; oder 10 g Na,80;.7 H,O in 50 com Wasser (frisch

gelost). Nach 6—10 Stunden setzt die
Géarung wieder ein; téglich des 6fteren
umschiitteln. Prozell nach etwa 6 Tagen
beendet. Ausgegorene Maische unter
Eiskiihlung mit einem UberschuB von
eisgekiihlter 25 %iger BaCl,-Losung
versetzt; Ausfillung des BaSO,; sowie
BaCO,, Mitreien der Hefe. Schaum-
bildung durch Zusatz von etwas
aldehydfreiem Alkohol beseitigt; etwa
1/, Stunde in gut verschlossenem Gefal3

im Eiskasten stehen gelassen. Fitration  Bestiooioos von sostalaenyd.

und Auswaschen im Eiskasten. Filtrat
auf 250 ccm aufgefiillt (enthilt neben Salzen und Glycerin das
lssliche acetaldehydschwefligsaure Barium).

Destillation wnd Bestimmung des Acetaldehyds. Ein aliquoter Teil
des Filtrates (25 ccm, enthaltend etwa 100 mg Acetaldehyd) wird
in den Destillierkolben (Abb. 26) eingefiillt, in dem sich 5 g CaCO,
befinden. Die erste PELIcOT-Rohre ist mit 30—50 cem n/10
Natriumbisulfitlosung gefiillt (hergestellt durch Losen von
Natriummetabisulfit in Wasser, gestellt gegen n/10 Jodlosung;
Titer stets vor Benutzung der Losung frisch ermitteln). Die zweite
PrricoT-Rohre enthialt Wasser (um eventuell SO, aus der ersten
aufzunehmen). Beide Pericor-Rohren befinden sich in einem
mit Eis gefiillten Becken. Kolben-Inhalt auf einem Baso-Trichter
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zum Sieden erhitzt. Innerhalb 30 Minuten ist der gesamte Acet-
aldehyd iibergegangen. Inhalt beider PEericoT-Rohren vereinigt
und mit n/10 Jodlésung in iiblicher Weise titriert. Man sub-
trahiert die verbrauchten cem n/10 Jodlosung von den vorgelegten
cem n/10 Natriumbisulfitlosung und multipliziert mit 4,4032;
dies ergibt mg Acetaldehyd in der destillierten Probel.

Bestimmung des Glycerins®. Ein aliquoter Teil des Filtrates
(25 ccm, enthaltend etwa 200 mg Glycerin) im Favst-Hemmschen
Verdunstungskasten (oder mittels eines Fohns) auf etwa 10 cem
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 cem auf-
gefiillt. Eine kleine Menge davon kann zum qualitativen Nach-
weis des Glycerins verwendet werden (vgl. S. 122, Note 2), weitere
Proben (2—5 cem) zur Glycerinbestimmung (nach dem Prinzip von
ZE1SEL-FANTO-STRITAR, Apparatur nach H. MEYER, unter Benut-
zung eines Heizmantels?®), Vorlagen mit Pyridin gefiillt (wegen even-
tuell vorhandener,nicht entfernbarer Schwefelverbindungen). Probe
im Kélbchen mit 15 cem Jodwasserstoffsdure (d 1,91) versetzt,
in iblicher Weise unter CO,-Durchleitung 214 Stunden im
schwachen Sieden erhalten. Drei Vorlagen mit je 20,20 und 10 cem
wasserfreiem Pyridin beschickt. Nach dem Abkiihlen in CO,-
Atmosphire wird die Flissigkeit aus den Vorlagen (enthaltend
das Pyridin-isopropyljodid) mit Alkohol in einen 114 l-ERLEN-
MEYER-Kolben iibergespiilt, mit 30-—50 ccm n/10 Silbernitratlosung
versetzt, sodann mit 750 cem Wasser verdiinnt und mit konzen-
trierter Salpetersdure angesiduert. Abscheidung von Silberjodid,
2—3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten
Uberschu8 des Silbernitrates mit n/10 Ammonrhodanidlésung
gegen Ferriammonsulfat als Indicator zuriicktitriert. Differenz

1 Falls auch Alkohol neben dem Acetaldehyd bestimmt werden
soll, muB3 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. 282, 479
(1931). — Vgl. auch MEveErHOF und KIESSLING: Biochem. Z. 267, 317
(1933).

2 Vgl. KoBEr und TycHOWSKY: Biochem. Z. 199, 218 (1928).

3 Vgl. 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-
l6sung entspricht 9,2 mg Glycerin.

¢) Priparativer Gérversuch. In einer 151 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 angéren gelassen (Gérverschlufl usw.
wie in Ubung 7e); sodann Zusatz von 1kg Na,SO;.7H,02
in 51 Wasser (allmihlich unter gutem Umschiitteln). Nach
6—10 Stunden setzt die Girung wieder ein3 und ist nach 5 bis
6 Tagen beendet. Das Reduktionsvermogen gegeniiber OsTscher
Losung? soll nur noch sehr schwach oder negativ sein. Bei
starker positivem Ausfall der Reaktion wird noch Hefe zugesetzt
und dann ausgiren gelassen.

Destillation von Acetaldehyd und Alkohol. Die vergorene Fliissig-
keit wird unter Eiskiihlung mit einer konzentrierten Lésung von
900 g CaCl, .6 H,O versetzt; Fillung von Calciumcarbonat; da-
durch wird einerseits das bei der Girung 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 destilliert
(wie in Ubung 7e) und 2500 cem aufgefangen. Durch frak-
tionierte Destillation des libergegangenen Anteils kénnen Acet-
aldehyd und Alkohol angereichert werden.

Glycerindestillation. Der Riickstand nach der Aldehyd-Alkohol-
Destillation wird filtriert und allméhlich aus dem 31 fassenden
Kolben der Destillationsapparatur (Abb. 27) mit iiberhitztem
Wasserdampf im Vakuum destilliert5. Die Apparatur erméglicht
auch gleich eine Konzentrierung des Glycerins in der Vorlage V;.
Handhabung: Das ganze System zwischen dem Schraubenquetsch-
hahn H,; und der Pumpe wird auf 10—12 mm evakuiert, dann das

! Der Zusatz von Néhrsalzen ist nicht erforderlich, da Vermehrung
der Hefe in dem alkalischen Milieu kaum stattfindet.

? Von technischem Salz ist entsprechend mehr zu nehmen.

® Das voriibergehende Aussetzen der Gérung ist nicht nur auf
die Schiadigung der Hefezellen, sondern auch auf die Bindung von
CO, als NaHCO,; im alkalischen Milieu zuriickzufiihren.

* Zusammensetzung derselben: 250 g wasserfreies Kaltumcarbonat
und 100 g Kaliumbicarbonat in Wasser gelést, langsam mit einer
Losung von 17,5 g Kupfersulfat versetzt und das Ganze auf 11 auf-
gefiillt. Reduktion beim Erwérmen der Lésung mit der Probe. —
Die Anwendung der FEHLINGschen Lésung ist hier wegen Anwesen-
heit von Sulfit und Acetaldehyd zu vermeiden.

5 Vgl. NEUBERG und REINFURTH: Biochem. Z. 92, 234 (1918).
Siehe auch die von GRUN beschriebene Apparatur (Analyse der Fette
und Wachse 1. Bd., 8. 531. Berlin: Julius Springer 1925).
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Olbad, in dem sich der Destillierkolben befindet, auf 200° erhitzt
und durch Offnen des Hahnes H, Wasserdampf eingeleitet?, der
Uberhitzer (U) auf 220—230° angeheizt (Th,) und die Olbad-
temperatur (Th,) auf 240—250° gesteigert. Durch den Kiihler K,
wird warmes Wasser geleitet, durch den Kiihler K, kaltes Wasser.
Das Rohglycerin sammelt sich in der Vorlage V, an und wird hier
gleichzeitig konzentriert, wihrend wifrige Anteile nach V, und V,
iibergehen. Durch den Capillarhahn H; 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, daf3 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, fingt nun etwas Destillat
in P auf und priift dieses auf Glycerin2. Bilanz: Aus 1 kg Zucker
erhilt man etwa 200—250 ¢ Glycerin, 200—300 g Alkohol und
50—100 g Acetaldehyd.

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

2 7. B. nach der Probe von MANDEL und NEUBERG [Biochem. Z.
71, 214 (1915)]. Einige Tropfen des Destillates werden verdiinnt;
23 cem der 0,1—1%gen Losung versetzt man mit genau 3 Tropfen
n-NaOCl und kocht 1 Min. Dieser Vorgang wird nochmals wieder-
holt, dann 3 Tropfen konz. Salzsdure hinzugefiigt und !/,—1 Min.
gekocht (Austreiben von Chlor). Die vollig farblose Losung versetzt
man mit dem gleichen Volumen konz. Salzsiure und einer kleinen
Messerspitze Orcin. Beim Kochen farbt sich die Mischung violett
bis griinblau. Reiner Amylalkohol féarbt sich beim Ausschitteln
blaugriin.
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Anhang I: Technologie der Glyceringérung.

Die Erzeugung von Glycerin auf dem Gérungswege bildete in den
Jahren 1916—1918 die Grundlage der Nitroglycerinerzeugung der
Mittelméchte (in Friedenszeiten ist das Verfahren nicht rentabel, da
ausreichende Glycerinmengen zur Verfiigung stehen!). Durchfiihrung
in Melassebrennereien, deren Apparatur direkt benutzt werden
kann. Die Gérung wurde in Géarbottichen von iiber 1000 cbm Inhalt
mit gutem FErfolg vorgenommen; Gérdauer bis 90 Stunden; Tem-
peratur 30— 35°. Die normale vergorene Maische enthielt 39, Glycerin,
29 Alkohol und 1 %, Acetaldehyd, gebunden an Sulfit. Die technische
Ausbeute an fertigem Glycerin, bezogen auf Zucker, betrug 20—259.
Die abfallende Hefe kann nach einer Regenerierungsgiarung bei
schwach saurer Reaktion wiederholt beniitzt werden. Nach spéateren
Verfahren? wird eine héherprozentige Glycerinlosung dadurch er-
halten, daB die fliichtigen Garprodukte aus der Maische abdestilliert
werden und diese unter neuerlichem Hefe- und Zuckerzusatz ver-
goren wird. Ferner soll man mit einem geringeren Salzzusatz aus-
kommen 3, wenn man ein Gemisch von Sulfit und Bisulfit verwendet, das
ungefdhr lackmusneutral gehalten wird. Die Ausbeute an Glycerin soll
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) beschrieben?. Ferner wurde
auch kriftige Beliftung der Gérflussigkeit empfohlen, wobei wilde
Hefen verwendet werden koénnen’.

Als Nebenprodukte der girungstechnischen Glycerinerzeugung
treten 1,3-Propandiol (Trimethylenglykol)® und 1,2-Propan-
diol (Propylenglykol)? auf. Diese entstehen wohl erst durch eine
nach der Glycerinbildung einsetzende Nebengérung (Reduktion von
Glycerin). WEREMAN und GILLEN® konnten auch Bakterien isolieren,
die zur Bildung von Trimethylenglykol aus Glycerin befdhigt sind.

Anhang II: Theoretisches.

Chemismus der zweiten Vergdrungsform; Garungsgleichung:
C¢H,,0, = CH,OH . CHOH . CH,0H -+ CH, . CHO -} CO,.
Der Acetaldehyd wird dabei durch das Natriumsulfit gebunden, das
als Abfangmittel wirkt. Neben der spezifischen abfangenden Wirkung
des Sulfits ist aber auch noch eine allgemeine Salzwirkung zu be-
riicksichtigen, indem auch in Gegenwart groBerer Mengen anderer

3 Ausarbeitung des Verfahrens von CONNSTEIN und LUDECKE
[vgl. B. 52, 1386 (1919); Seifenfabrikant 1919, 310] unabhéngig von
NeUBERG und FARBER [Biochem. Z. 78, 264 (1916)]. — Vgl. ferner
DRP. 298593-6 der Vereinigten Chem. Werke Charlottenburg.

2 K. und N. Lipecke: E.P. 278086 (1926).

3 Cooring und Litiy, England: DRP. 472870.

¢ K. LUpECKE: DRP. 658047 (1938). — C. 1938, IT 438,

5 HarEN: E. P. 488464; F. P. 829263. — C. 1938, IT 2857.

¢ Rayxer: C. 1926, II 2509.

? ScHUTT: Qe. Chem. Ztg. 30, 170 (1927).

8 WERKMAN und GILLEN: J. Bact. 28, 167 (1932).
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Salze die Glycerinbildung wesentlich geférdert wird; z. B. in Gegen-

wart grofer Mengen (iuber 209)) Calciumchlorid, Natriumchlorid,

Natriumsulfat, Ferrosulfat, Aluminiumsulfat und andere (Erhéhung

der Glycerinausbeute vielfach auf iiber 109, des Zuckers!).
Sonstige Verfahren zur Acetaldehydabfangung:

a) Dimedon (Dimethon = Dimethylhydroresorcin, Dimethylcyclo-
hexandion); Zusatz zum Géransatz. 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 vom Schmelzpunkt 173 —1759)2.

b) Sdurehydrazide als Abfangmittel: Mittels Semicarbazid sowie
Thiosemicarbazid kénnen bis 159, Acetaldehyd und die dquivalente
Menge Glycerin erhalten werden?, weniger geeignet sind Benzhydrazid
und Phenylessigsaurehydrazid?.

9. Ubung:
Decarboxylierung der Brenztraubenséure.

a) Kleinversuch mit frischer Hefe (Demonstrationsversuch® mit
qualitativem Acetaldehydnachweis). 20 cem einer 19 igen Brenz-
traubensiurelosung mit 3 g abgepreBter Hefe8 (wie in Ubung 8a)
versetzt, in ein Gérrohrchen 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 Géarung feststellbar, nach 20-—25 Minuten ist das
Gérrchrchen schon ziemlich mit CO, gefilllt. Probe auf CO,:
Einfiihrung von konzentrierter Kalilauge mittels einer hakenférmig
gebogenen Pipette in den langen Schenkel des Gérrohrchens; Ab-
sorption des Gases bis auf ein kleines (der Hefe entstammendes
Luftblischen. Nachweis des Acetaldehyds in einer Probe in tiblicher
Weise (vgl. S. 118).

b) Demonstrationsversuch mit Trockenhefe?. 14 ccm n/10
Brenztraubensgurelosung (100 cem  enthalten 0,88 g =0,7 ccm
frisch destillierter Brenztraubensiure) und 1,5 cem 2 m-Kalium-
acetatlosung (19,6 g K-Acetat in 100 ccm) langsam unter Schiitteln

1 Vgl. CoNnNsTEIN und LUDECKE: B. 52, 1386 (1919).

2 NeusERG und REINFURTH: Biochem. Z. 106, 281 (1920).

3 NeUBERG und KoOBEL: Biochem. Z. 188, 211 (1927). — KoBEL
und TycHOWSKY: Biochem. Z. 199, 218 (1928).

4 Krein und Fucas: Biochem. Z. 218, 40 (1929).

5 NeuBERG und Karczac: Biochem. Z. 36, 76 (1911).

8 Die carboxylatischen Féhigkeiten 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 Gérréhrchen einfiillen. Im {ibrigen wie zuvor
weiter behandeln. Sofortiger Gérungsbeginn, in wenigen Minuten
ist der lange Schenkel des Gérréhrchens mit CO, gefiillt. Nachweis
der Reaktionsprodukte wie zuvor.

¢) Brenztraubensiurespaltung in Gegenwart von Natrium-
sulfitl, 2 cem m-Brenztraubensidurelosung, 2 cem m-Natrium-
sulfitlosung, 2 cem Essigséure-Acetatpuffer (6 g Eisessig und
27,2 g krystallisiertes Na-Acetat in 100 ccm) und 14 cem Wasser
mit 2 g untergiriger oder obergiriger Trockenhefe (oder 3 g
frischer Hefe) versetzt, gut verteilt, ins Gérrohrchen gebracht und
wie zuvor weiter behandelt. Stiirmische CO,-Entwicklung. Nach-
weis der Reaktionsprodukte wie zuvor.

d) Girversuch mit quantitativer Bestimmung der Reaktions-
produkte (Versuchsanordnung wie in Ubung 7c¢) in Gegenwart
von Natriumsulfit. Giransatz 200 ccm (zehnfach gréfer als in Ver-
such c). Ablesung der gebildeten CO,-Menge wie in Ubung 7c.
Bestimmung des Acetaldehyds nach Zerlegung des Sulfitkom-
plexes und Destillation iiber CaCO; vgl. Ubung 8b.

Anhang: Theoretisches.

a) Allgemeines. Die Brenztraubensiurespaltung wird durch die
Carboxylase bewirkt, ein Teilferment der Zymase, und zwar durch
lebende Organismen, Trockenpréiparate sowie Fermentlésungen (z. B.
dialysierter Hefesaft?, Macerationssafte obergiriger Hefen3, auch
durch gelagerte Safte ¢). Die Carboxylase ist gegeniiber verschiedenen
Einfliissen sowie Zusétzen recht unempfindlich; z. B. lebende Hefen
in Gegenwart von Toluol, Chloroform, Phenol, Sublimat und anderen
Zellgiften, durch die wohl die Zuckervergirung, nicht aber die Carb-
oxylasetatigkeit gehemmt wird.

b) Decarboxylierung anderer a-Ketosiiuren. Z. B. a-Ketobutter-
saure, a-Keto-isovaleriansdure, a-Keto-n-capronsiure, a-Keto-glutar-
saure, Oxalessigsiure (dabei auch g-Decarboxylierung) u. v. a. Nicht
decarboxyliert wird z. B. Trimethylbrenztraubenséure. Reine carb-
oxylatische Spaltung der verschiedenen Ketosduren stets in Gegen-
wart von sekundédrem Sulfit, indem der abgefangene Aldehyd vor
der weiteren biochemischen Umsetzung geschiitzt wird (z. B. vor der
Reduktion oder Acyloinkondensation).

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

! NeuBERG und REINFURTH: B. 53, 1046 (1920).

2 NEUBERG: Biochem. Z. 71, 1 (1915).

3 NeuBERG und CzaPsgi: Biochem. Z. 67, 9 (1914).
4 AvnAGEN: H. 204, 149 (1932).
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Carboxylase) zerlegt werden?. Siehe ferner Nachtrag. Die Co-Carboxy-
lase ist die Diphosphorsiureverbindung des Aneurins (Vitamin B,)?%:

CH CH, C
A WA
N ¢ N__c—cH

I SRS

¢, N NH, § 0 0

1 kg frischer Hefe enthélt ungefahr 90 mg Co-Carboxylase.

Als Reaktionsmechanismus der Carboxylase wird in Anlehnung an
die Carboxylase-Modelle® angenommen, dal die Reaktion unter Mit-
wirkung der Aminogruppe der Co-Carboxylase tiber die Iminosiure
und das Aldehydimin in folgender Weise vor sich geht:

(l)OOH (IJOOH co, c|00H CE;,
CO-+H,N.R—>C =N.R—>CIH=N.R+ (|30—>(|3H0+(IJ=N.Rusw.
|

CH, CH, CH, CH, CH, CH,

Chemie der Enzyme im allgemeinen.

Zu einem Enzymsystem gehoren folgende Bestandteile sowie Hilfs-
stoffe4:

a) Das Holoferment (das vollstindige Fermentmolekiil) entsteht
durch Vereinigung des Co-Fermentes (einer niedrigmolekularen
Komponente, Wirkgruppe) mit dem Apoferment (einem spezifischen,
hochmolekularen Tréiger von Eiweinatur)5:

Co-Ferment | Apoferment Qi Holoferment.

Das Co-Ferment ist jeweils fiir die Wirkungsspezifitéit, das Apo-
ferment fiir die Substratspezifitdt verantwortlich. Das gleiche Co-
Ferment kann daher — je nachdem an welches Apoferment es ge-
bunden ist.— auf verschiedene Substrate, aber stets grundsdtzhch
gleich, einwirken. Holofermente mit schwer oder nicht abdissoziier-
baren Co-Fermenten haben daher einen nur sehr engen Wirkungs-
bereich.

b) Aktivatoren, Hemmungskorper, Komplemente, Kinasen. Die-
selben sollen keine unmittelbaren Bestandteile des Enzymsystems
sein. Hinsichtlich der nidheren Definition und Unterscheidung besteht
noch keine Klarheit. Thre Wirkung kann sich auf folgende Fille
beziehen: Angriff auf das Substrat (vgl. Glutathion, 8. 172), auf die

1 AvHAGEN: H. 204, 149 (1932).

2 LoeMANN: Angew. Chem. 50, 221 (1937). — Bioch. Z. 294, 188
(1937).

3 LANGENBECK : Erg. d. Enzymf. 2, 320 (1933).

4 Vgl. die Zusammenfassung von ALBERS: Angew. Chem. 49,
448 (1936). — AMmoN und DIrRsCHERL: Fermente, Hormone, Vitamine.
Leipzig 1938.

5 Bereits MATHEWS und GLENN [J. biol. Chem. 9, 51 (1911)] haben
die Ansicht entwickelt, daB die Enzyme aus einem kolloidalen Tréger
und einer aktiven Gruppe bestehen.



Berichtigung.
Auf Seite 126, 2. Formel muB3 es heiBlen:
COOH statt CH,
(IZ' =N.R C=N.R

| I
CH, CH,
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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 Spezifitdtsbereiches bewirkt werden. Oder
Adsorption gewisser Stoffe am Ferment und ,,Blockierung ‘‘ desselben;
oder aktivierende Wirkung verschiedener Stoffe durch Beseitigung
von Hemmungskérpern. — Ferner hingt die Aktivitit mancher
Fermentsysteme in hohem Malle von den anwesenden Ionen ab, die
wohl fiir die Stabilitét empfindlicher Fermentproteine von wesent-
licher Bedeutung sind; dabei kénnen manche Ionen stabilisierend,
andere schiadigend wirken.

Beziehungen der Enzyme 2u den Vitaminen und Hormonen. Manche
Co-Fermente wirken nach geringfiligigen chemischen Umwandlungen
als Vitamine oder Hormone. Z. B. Vitamin B; = Aneurin, Aneurin-
Pyrophosphat = Co-Carboxylase, Vitamin B, = Lactoflavin, Lacto-
flavin-Phosphorsdure = Co-Ferment des gelben Oxydationsfermentes,
Vitamin C (Ascorbinséure) = Co-Ferment tierischer Lipase usw.

10. Ubung:
Alkalische Girung (dritte Vergiirungsform).

Girversuch mit analytischer Bestimmung der Giirprodukte.
10 g Rohrzucker, 18 g K,;HPO, (einer etwa molaren Losung ent-
sprechend) oder 13 g NaHCO,; (einer etwa 1%-molaren Lésung
entsprechend) in 100 cem Wasser gel6st und mit 10 g abgepreBter
Brennereihefe in iiblicher Weise versetzt. Die Géarung ist nach
etwa drei Tagen bei 30—35° beendet. Reduktion von FEHLINGscher
Losung® nur noch sehr schwach. Aufarbeitung: Abfiltrieren der
Hefe, Auswaschen, Auffiillen auf 150 cem. Verwendung aliquoter
Teile fiir die Bestimmungen (Essigsiure und Glycerin). Acet-
aldehyd ist bei vollendeter Gérung meist nur in geringer Menge
vorhanden (qualitative Priifung einer Probe), Athanol ist reich-
lich vorhanden (und zwar entsteht nicht nur der der Essigsiure
dquivalente Anteil, sondern eine weitere Menge bildet sich
auch gemifB der ersten Vergirungsform).

Essigsdure. 25 com Filtrat werden durch Zusatz von 2n-
Schwefelsiure kongosauer gemacht, unter RiickfluBkiihlung
5 Minuten gekocht (Entfernung von CO,) und sodann mit Wasser-
dampf destilliert, solange noch saure Reaktion nachweisbar ist.
Titration des Destillates mittels n/10 Lauge2. 1 ccm entspricht 6 mg
Essigsiure = 9 mg Glucoseiquivalente.

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

1 Vgl. 8. 160.

* Bei genauen Bilanzversuchen mu8 noch ein paralleler Géarversuch
ohne Zusatz von Alkali vorgenommen und in gleicher Weise die ent-

standene S#ure 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
dquivalente Menge Essigsiure (gemill der Gérungsgleichung; vgl.
unten), so daB insgesamt etwa 2,4 g Glucose (bzw. Rohrzucker)
gemiB der dritten Vergirungsform abgebaut wurden, der Rest
nach der ersten Vergirungsform.

Anhang: Theoretisches.

Chemismus der dritten Vergirungsform; Gérungsgleichungen:
a) 2CH,,0=2CH,0H .CHOH . CH,0H + 2 CH,.CHO -+ 2 CO,,
p) 2CH,.CHO +H,0 =CH, . CH,OH 4 CH; . COOH.

Die Zuckerspaltung findet demnach zun#chst nach der zweiten
Vergarungsform statt, doch wird der Acetaldehyd nicht angehéuft,
sondern er unterliegt einer Dismutation unter Bildung von Athanol
und Essigsdure. Im Anfangsstadium der Gérung lassen sich auch
stets groBere Acetaldehydmengen nachweisen. Endgleichung:

2 CH,,04 + H,0 = 2 C;H 0, + 2 CO, + C,HO 4 C,H,0,.

Zur Verwirklichung der dritten Vergirungsform mufl der pg-Wert
der Losung groBer als acht sein. Neben derselben findet stets auch
normale Zuckervergidrung statt; und zwar erfolgt Umsetzung nach
der dritten Vergirungsform maximal bis zu 35,4%, der Rest nach der
ersten Vergidrungsform. Die Tatigkeit der Invertase wird im alkalischen
Milieu nicht gestért. Die Umwandlung des Acetaldehyds erfolgt unter
der Wirkung der Aldehydmutase.

11. Ubung:
Darstellung der Hexosephosphate.

a) Darstellung des Hexosediphosphats!. Gewinnung des
Ca-Salzes, C4H,,0,(PO,Ca), . H,O . 400 g Rohrzucker und 83 g
NaH,PO, . 2 H,O in einer 81-Flasche in 21 Wasser von 4(°
gelost, mit 22 g Na HCO; versetzt (py-Optimum zwischen 6,2
und 6,6), 600 g Unterhefe gut suspendiert, 100 ccm Toluol zu-
gesetzt, unter hdufigem Umschwenken bei 37° aufbewahrt. CO,-
Entwicklung und Veresterung beginnen bald. Entnahme von
Proben und Priifung auf anorganisches Phosphat: je 2ccm
entnommen, 4 cem 2149%ige Ammoniaklésung zugefiigt, durch
ein trockenes Filter gegossen, 2 ccm des klaren Filtrates mit
3 ccm Magnesiamixtur versetzt. Nach 5—7 Stunden (bei manchen
Hefen auch friiher) ist der ProzeB beendet. Der Zeitpunkt der
vollstindigen Veresterung darf nicht iiberschritten werden, da
spiter wieder Zerlegung stattfindet.

Aufarbeitung: Reaktionsgemisch mit 2 n-Natronlauge
gegen Lackmus neutralisiert und etwa 20 Minuten im siedenden

1 Vgl. NEUBERG und KOBEL, in OfPENHEIMER und PINCUSSEN,
Methodik der Fermente, Thieme, Leipzig, S. 406, 1929.
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Wasserbad erhitzt; dann zentrifugiert oder filtriert. Das Filtrat
enthalt hauptsichlich hexosediphosphorsaures Natrium, neben
geringen Mengen des Monophosphats. — Filtrat in einem Rund-
kolben im Wasserbad auf etwa 95% erwidrmt und mit einer sieden-
den Losung von 108 g krystallisiertem Calciumchlorid in 100 ccm
Wasser gefdllt. Moglichst heil durch eine angewirmte Nutsche
abgesaugt, mit wenig siedendem Wasser nachgewaschen. Um-
fallung: der feuchte Niederschlag in etwa 500 cem 2 n-Essigsdure
unter Zusatz von etwa 250 ccem Wasser gelost, klar filtriert und
Filtrat mit 2 n-Natronlauge gegen Lackmus genau neutralisiert.
15 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, moglichst heil3 ab-
gesaugt und mit wenig siedendem Wasser nachgewaschen. Nach
dem Trocknen erhélt man ein technisch reines Produkt (analog
dem Candiolin des Handels).

Reinigung!: 10 g Candiolin in 64 ccm 2 n-Salzsiure unter
Zusatz von 50 com Wasser in der Kilte gelost. Ohne zu filtrieren
unter Eiskiihlung 65—66 ccem 2 n-NaOH tropfenweise zugefiigt.
Ausfillung anorganischer Phosphate neben kleinen Mengen
Ca-hexosediphosphat. Rasch absaugen, mit Salzsiure 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
Loésung in verdiinnter Sdure (vgl. oben), nach Verdiinnung und Neu-
tralisation mit Ammoniak darf mit Magnesiamixtur keine Fillung
geben. Andernfalls muf} die Prozedur nochmals wiederholt werden.

Herstellung der 16slichen Modifikation des Ca-Sal-
zesl: Das reine Ca-Salz in méglichst wenig verdiinnter Milchsiure
gelost, mit Ammoniak unter Eiskithlung gegen Lackmus deutlich
alkalisch gemacht, klar filtriert und mit Alkohol gefillt; amorphe,
voluminése Masse, auf der Nutsche gewaschen (Ammoniak und
Ammonlactat entfernt), schlieBlich mit Ather gewaschen und an
der Luft getrocknet. Produkt 16st sich glatt in Eiswasser, beim
Erhitzen scheidet sich wieder die schwer 16sliche Modifikation
ab. Herstellung des Mg-Salzes und der Alkalisalze aus dem Ca-
Salz durch Umsetzung (z. B. mit Na- oder X-Carbonat).

b) Darstellung des Hexosemonophosphats? (Gleichgewichts-
ester). In einem mit Riihrwerk, Wasserverschluf® und Tropi-

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

2 RosisoN und MorcaN: Bioch. J. 22, 2277 (1928); 24, 119
(1930). — WARBURG und CHRISTIAN: Bioch. Z. 254, 567 (1932).

3 Der Wasserverschlul ermoglicht eine anndhernde Verfolgung des
Verlaufes der Gérung, die dauernd kriftig in Gang bleiben soll.

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 9
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trichter versehenen 101 fassenden Gérgefa (vgl. Abb. 9) werden
unter dauerndem Riihren bei 29° 1200 ccm frischer Macerations-
saft (vgl. Ubung 6e) und 120 g Glucose in Abstanden von 6 Minuten
mit je 100 com einer Glucose-Phosphatlgsung (300 g Glucose,
300 g Na,HPO, . 10 H,0, 20 g KH,PO, mit Wasser auf 1500 ccm
gebracht) solange versetzt, bis in 90 Minuten 1500 cem zugefiigt
sind; dann 1468t man noch 15 Minuten stehen. Wihrend der
ganzen Zeit soll die Gérung kriftig in Gang bleiben.

Aufarbeitung. Enteiweiung: Man versetzt sofort mit
80 g Trichloressigsdure (gelost in 100 ccm Wasser) und 146t nach
Zusatz einiger Tropfen Oktylalkohol etwa 12 Stunden bei 09 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 heill gesattigter
Barytlosung (Phenolphthalein), fiigt 1/, des Volumens an Alkohol
hinzu, schiittelt um und saugt ab.

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 Uberschuf ist dabei zu vermeiden, da sonst Wieder-
auflésung eintritt.

Uberfithrung des Bleisalzes in das Bariumsalz. Das
abzentrifugierte und mit Wasser gewaschene Bleisalz (die Menge
des Waschwassers soll 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
vom 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 Schwefelsiure
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%,gen Losung von Mercuriacetat versetzt, bis nichts mehr aus-
fillt (etwa 75 ccm). Filtrat mit H,S, von Quecksilber befreit,
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filtriert und 12 Stunden durchliiftet. Dreimaliges Schiitteln mit
je 3¢ Tierkohle und jedesmalige Filtration. Farblose Losung
mit einem kleinen UberschuB an Schwefelsiure versetzt, Barium-
sulfat abzentrifugiert. Losung mit etwas mehr als der berechneten
Menge Ca-Acetat versetzt (35g in 170 cem warmem Wasser), wobei
kein Niederschlag entstehen darf. Zusatz von Alkohol (etwa 200 ccm)
unter kriftigem Schiitteln, bis der an der EinguBstelle entstehende
Niederschlag gerade noch gelést wird. Beim Erwirmen der
Losung auf dem siedenden Wasserbad fallt das Ca-Salz der Hexose-
monophosphorsidure als schwerer, sich rasch absetzender Nieder-
schlag aus, der heil} abgesaugt wird. Man wéscht auf der Nutsche
zuerst mit heilem 30%igen Alkohol, dann mit kaltem absolutem
Alkohol. Die Mutterlauge dieser Fraktion wird mit Eiswasser ge-
kithlt, wieder mit Alkohol in analoger Weise wie zuvor versetzt
(etwa. 300 ccm) und wie oben weiter behandelt. Ausbeute an
beiden Fraktionen etwa 32g. Die weiteren in analoger Weise
erhaltlichen Anteile sind schon weniger rein.

Das Ca-Salz besteht vornehmlich aus Glucosemonophosphat,
daneben Fructosemonophosphat. Nach SMmyTHE! enthilt es aber
auch ein krystallisiertes Doppelsalz von Hexosemonophosphor-
sdure und a-Glycerinphosphorsiure. Die Ausbeute an Hexose-
monophosphat kann nach dem gleichen Autor? erhéht werden,
wenn man die Gérung und Phosphorylierung in Gegenwart ge-
wisser Farbstoffe durchfithrt. Dabei entsteht ein Gemlsch von
Glucose-, Fructose- und Mannose-6-Phosphorsiure.

Anhang: Theoretisches.

a) Das Fermentsystem der Phosphorylierungsreaktionen katalysiert
folgende Vorgénge:

Glucose -+ Phosphorsdure —» Glucose-6-Phosphorsdure?

Fructose -+ Phosphorsdure —>» Fructose-6-Phosphorsdure

Fructose-6-Phosphorsdure + Phosphorséure <——> Hexose-

Diphosphorséure.

Diese Reaktionen sind mit folgender noch spéter zu besprechenden
Abspaltung von Phosphorsédure gekoppelt:

Phosphobrenztraubensédure —» Brenztraubenséure +

Phosphorsédure.

Weiterhin katalysiert die Phosphorylase im Muskelstoffwechsel die
Phosphorylierung von Kreatin und Arginin.

1 SmyTHE: J. biol. 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 SCHAFFNER,
Bavuer und Bery: H. 2382, 213 (1935).

O9*
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Die Wirkungsgruppe des Phosphorylasesystems ist sehr leicht ab-
dissoziierbar. Als Co-Phosphorylase fungiert dabei das Adenylsdure-
system (in der lebenden Hefe in Form eines Dinucleotids vorhanden)
das Phosphorséure aufzunehmen oder abzugeben vermag:

C.NH,

/\ /\

HC H ' Adenosin-monophosphorsiure + HzP0, >
—>E Adenosin-diphosphorséure

C CH
\ N/ \N/ Adenosin-diphosphorsiure + H;PO, —>(

Adenosin-triphosphorséure

|
Ribose-Phosphorséure
Adenylsdure

Auf diese Weise kénnen mit Hilfe des Adenylsduresystems Um-
phosphorylierungen zustande kommen, z. B. folgende gekoppelten
Reaktionen:

2 Hexosemonophosphorsdure + 1 Adenylpyrophosph.
—> 2 Hexose-diphosph. 4 1 Adenylsdure
und andererseits:
2 Phosphobrenztraubenséure + 1 Adenylsdure —» 2 Brenz-
traubenséure - Adenylpyrophosphorséiure.

Das Co-Ferment muf} nun an einer EiweiBkomponente verankert sein,
um wirken zu kénnen. Wihrend es selbst nur wirkungsspezifisch ein-
gestellt ist, héingt die Substratspezifitit von der Art des kolloidalen
Tragers ab, an dem es gerade verankert ist; davon héngt es also ab,
welche spezielle Reaktion gerade katalysiert wird.

Weiterhin ist fiir die Phosphatiibertragungen die Anwesenheit von

Mg-Ion erforderlich, das jedoch durch das noch stidrker wirkende
Mangan ersetzt werden kannl.

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-Phosphorséure <_>_ Fructose-6-Phosphorsdure

Glycerinaldehyd-Phosphorséure <-—’ Dioxyaceton-Phosphorsédure
Dioxyaceton-ph. 4 Glycerinaldehyd-ph. <_—->- Hexose-
Diphosphorséure.
Der durch diese Reaktionen charakterisierte Abschnitt der alko-
holischen Gérung im Macerationssaft 148t sich durch folgende Formel-
bilder wiedergeben:

1 OELMEYER und OcHoa: Bioch. Z. 293, 338 (1937).

2 Vgl. dazu die Zusammenfassung von MEYERHOF: Erg. d. Physiol.,
biol. Chemie u. exper. Pharmakologie Bd. 389, S.10. Munchen:
J. F. Bergmann 1937.
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| CH,0.PO;H,
CHOH CH,0H CH,0.PO;H, |
Co
H.C.OH HO (|3 HO.(I} 1 |
CH,0H
HO (I) H 0 & HO.C‘Y.H (L < HOCH | 2= Al
[0]
H.C.0H HCl'OH 1 H.(‘}.OH | (|)HO
H (Iz H.('} ! Hc| ! H.C.0H
CH;0.P0;H; CH,0.PO;H, CH,0.PO;H, CH,0.PO;H,
ROBISON-Ester NEUBERG-Ester HARDEN-YOUNG- Triosephosphor-
. s Ister siuren
Gleichgewichtsester

Der zunichst entstehende Gleichgewichtsester! enthilt etwa 759,
Rosison-Ester (= Glucose-6-Phosphorsidure) und 259, NEUBERG-
Ester (= Fructose-6-Phosphorséure). 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 Vergérung
von Glucose oder Fructose durch Macerationssaft wurde auch Man-
nose-6-Phosphorsédure gewonnen, viel reichlicher allerdings durch
Vergirung von Mannose selbst. Die Beteiligung derselben am oben-
genannten Gleichgewicht ist noch nicht geklért.

Mit Ausnahme der Glycerinaldehyd-Phosphorséure (vgl. Nachtrag)
konnten alle Produkte des obigen Schemas isoliert werden. Dieselbe
geht aber auch beim Zusatz zum Enzymextrakt sofort in Dioxyaceton-
phosphorséure iiber, und zwar rascher als sich das Gleichgewicht

Hexosediphosphorséaure T—tTriosephosphorséure einstellt 2. AuBerdem
scheint die isolierte Dioxyaceton-Phosphorsiure etwa®59%, d-Glycerin-
aldehydphosphorséure zu enthalten (Drehung und Jodverbrauch). Von
Wichtigkeit ist weiterhin, da3 die gesamte Reaktion durch Jodessig-
sdure gehemmt wird.

Das oben dargestellte Gleichgewicht stellt sich sehr rasch ein
(etwa in 15 Minute ist es schon fast vollstandig erreicht); Lage
desselben abhingig von der Temperatur, und zwar bei héherer Tem-
peratur zugunsten der Triosephosphorsidure verschoben, bei tieferer
Temperatur zugunsten der Hexosediphosphorsdure (das Verhiltnis
Triosephosphorsiure : Hexosediphosphorséaure ist bei 60° etwa 70:30,
bei 20° etwa 40: 60, bei — 7° etwa 15:85. Storung des Gleichgewichtes
und Verschiebung desselben durch Festlegung der Triosephosphorséure
mittels Sulfit als Abfangmittel; auf diese Weise erfolgt am besten
bei 60° restlose Umwandlung von Hexosediphosphorsdure in Dioxy-
acetonphosphorséure (mittels Enzymextrakten aus tierischen Ge-
weben) 3.

Von Interesse ist sodann, daf bei der unter der Einwirkung der
Aldolase vor sich gehenden Kondensation stets nur eine ganz bestimmte
Konfiguration auftritt, und zwar stehen die Hydroxyle stets m trans-
Stellung (wie auch bei der rein chemischen Kondensation mittels
Alkali4), auBerdem steht das Hydroxyl am C;-Atom in der iiblichen

1 Derselbe entspricht dem Embden-Ester des Muskels.
2 MeveErHOF und KiessLineG: Bioch. Z. 279, 40 (1935).
3 MEverHOF und LoaMANN: Bioch. Z. 273, 413 (1934).
4 H. O. L. FiscHER und BAERr: Helv. 19, 519 (1936).
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Schreibweise immer links; nicht nur bei der Bildung der d-Fructose-1-
Phosphorséure aus Dioxyacetonphosphorsédure und d-Glycerinaldehyd,
sondern auch bei der Bildung der 1-Sorbose-1-Phosphorsiure bei Ver-
wendung von 1-Glycerinaldehyd.

Die Aldolase selbst vermag ganz allgemein Aldolkondensationen
von Aldehyden mit Dioxyaceton-Phosphorsdure zu bewirkenl. So
reagiert dieselbe in Gegenwart von dialysiertem Muskel- oder Hefe-
extrakt auBer mit Glycerinaldehyd auch mit Formaldehyd, Glycol-
aldehyd, Propionaldehyd, Milchsdurealdehyd, Methylglyoxal, Butyr-
aldehyd, Phenylpropylaldehyd, Aldol?2.

12. Ubung:
Bildung ven Methylglyoxal (fiinfte Vergiirungsform).

a) Demonstrationsversuch3., 30 ccm einer 89%igen Losung
von Mg-Hexosediphosphat (2,4 g exsiccatortrockenes, etwa 1,6 g
wasserfreies Salz), 0,5 g frische Béckerhefe, 1—2 ccm Toluol, in
einer Glasstopselflasche gut durchgeschiittelt. Unter &fterem
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 erhéltlich, nach weiteren 24 Stunden wiederholt.

Nachweis des Methylglyoxals als 2,4-Dinitrophenylosazon?:
10 cem Probe durch Zusatz von 2 cem 209%iger Trichloressigsiure
enteiweifit, und durch ein mit Kieselgur impréigniertes MACHEREY -
Filter (oder auch durch ein Barytfilter) filtriert; véllig klares
Filtrat mit 2 ccm einer 1,6%igen Losung von 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin in 2 n-Salzséure versetzt: Triibung der Flissigkeit, beim
Umschiitteln flockiger, orangefarbiger Niederschlag. Nach
114 Stunden filtriert oder zentrifugiert, zunichst mit n/2 HCI,
dann mit Wasser ausgewaschen, mit 3—b5 cem 25%iger Soda-
lésung (am Filter oder im Zentrifugenréhrchen) behandelt. (Im
Sodafiltrat befindet sich eventuell gebildetes Brenztraubensiure-
2,4-dinitrophenylhydrazon in Lo6sung.) Riickstand mit Wasser
ausgewaschen. Man erhélt praktisch reines Methylglyoxal-bis-
2,4-Dinitrophenylhydrazon. Nachweis: In 0,5%iger alkoholischer
Kalilauge 16sen sich schon Spuren der Substanz sofort mit tief
blauvioletter Farbe.

1 Vgl. MEYERHOF, LOHEMANN und SCHUSTER: Bioch. Z. 286, 301,
319 (1936).

2 LoaMANN: Angew. Chem. 49 327 (1937).

3 NEUBERG und KoBEL: B. 63, 1986 (1930).

4 Hinsichtlich der Methylglyoxalabscheidung als Dioxim vgl.
NEeUBERG und SCHEUER [M. §3/64, Wegscheider Festschr. 1031 (1929)],
als Methylnaphthopyrazin vgl. NEUBERG und ScEHEUER: B. 63, 3068
(1930).
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b) Giransatz mit quantitativer Bestimmung des Methylglyoxals.
Hauptversuch (Ansatz I): 600 cem 4,5%ige Magnesiumhexose-
diphosphatlosung, 10 g frische Backerhefe und 20 cem Toluol.
Vergleichsversuch (Ansatz II): 300 ccm Wasser, 5 g frische Backer-
hefe und 10 ccm Toluol. Beide Versuche mit Géraufsatz ver-
schlossen und bei 35—37° aufbewahrt. Nach 24 Stunden 100 cecm
Probe entnommen, durch Zusatz von 10—20 cem 10—209%iger
Trichloressigsdure enteiweifit, klares Filtrat mit 20 ccm einer
heiBlen salzsauren Losung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin (1 g der
Base gelost in 60 cem siedender 2 n-Salzsiure) versetzt. Tribung,
spater flockiger Niederschlag; nach etwa 2stiindigem Stehen ab-
getrennt, wie oben mit Sodalésung von eventuell mit gebildetem
Brenztraubenséure-2,4-Dinitrophenylhydrazon befreit, einmal mit
etwa n/2-HCl, dann mit Wasser, schliefilich mit etwas Alkohol
gewaschen, nach dem Trocknen im Exsiccator gewogen?2. Weitere
Probeentnahme und Bestimmung des Methylglyoxalgehaltes
etwa alle 6 Stunden. Spiter findet Wiederabnahme der Methyl-
glyoxalmenge statt. Im Vergleichsversuch iiberzeugt man sich,
dafl in Abwesenheit von Hexosediphosphat kein Methylglyoxal
entsteht.

Anhang: Theoretisches.

Gérungsgleichung fiir die flinfte Vergérungsform:
Ce¢H,,04 =2 CH; . CO . CHO + 2 H,0.

Die fiinfte Vergdrungsform kommt dadurch zustande, daB} 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
soll nun die Triosephosphorsédure ohne weitere Fermentwirkung (also
rein chemisch) in Methylglyoxal (ibergehen. Das Auftreten des Methyl-
glyoxals wiirde dann lediglich die primére Bildung von Triosephosphor-
sdure anzeigen.

Hinsichtlich der Frage, wie weit eine Zuckerphosphory-
lierung fir die Vergarung erforderlich ist, vgl. S. 143.

1 Da ein Teil des entstehenden Methylglyoxals wegen nicht voll-
stindiger Hemmung der Cozymasewirkung 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 ITI: 120 cem 0,05—0,19%ige Methylgly-
oxallosung, 2 g frische Biickerhefe und 4 cem Toluol; Ansatz IV:
120 cem Methylglyoxallésung (wie zuvor) mit 4 cem 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 Brenztraubensiure und Glycerin
(vierte Vergirungsform).

a) Demonstrationsversuch mit Hexosediphosphat!., Ansatz und

Durchfiithrung genau wie in Ubung 12a, aber mit 3 g frischer
Backerhefe.

Nachweis der Brenztraubensdure als 2,4-Dinitrophenylhydrazon.
10 ccm Probe wie in ["Ibung 12 a vorbehandelt; nach dem Zusatz
des 2,4-Dinitrophenylhydrazins und Umschiitteln: Abscheidung
eines hellgelben Niederschlages, der sich rasch als gelbes Pulver
absetzt. Nach 1 Stunde genau so weiter behandelt wie in Ubung 12 a.
Sodafiltrat (dunkelbraun) mit HCI bis zum Farbumschlag nach
hellgelb versetzt: Fillung des Brenztraubensiure-2,4.Dinitro-
phenylhydrazons als hellgelber Niederschlag; nach dem Absetzen
filtriert, oder zentrifugiert, mit n/2-Salzsiure und Wasser nach-
gewaschen. Nachweis: In 0,5%iger alkoholischer Kalilauge 16sen
sich schon Spuren der Substanz mit roter, ins Briunliche
spielender Farbe 2.

b) Giransaiz mit Zucker unter quantitativer Bestimmung der
Endprodukte3 (zugleich unter Verfolgung der Brenztraubensiure-
bildung). Hauptversuch (I): 200 cem 18,5%ige Glucoselosung,
200 cem  m/8-Na, HPO,-Losung und 10 g frische Oberhefe4
(Anfangs-py 7--8, End-py 5—7); Vergleichsversuch (IT): 200 ccm
9,25%,ige Glucoselésung, 5 g frische Oberhefe (Anfangs-pg etwa
6, End-pg etwa 3,1); beide Ansitze mit Giraufsatz ver-
schlossen. Je 4 cem Probe aus I sowie II (nach vollstindiger
Suspendierung der Hefe) zwecks Bestimmung der entstehenden
Kohlensiure in Eudiometer eingefiillt (am Ende des Versuches saugt
man in diese etwas verdiinnte Schwefelsidure ein, um alles CO, frei
zu setzen). Zur Ermittlung der Selbstgirung werden 10 ccm Wasser
mit 0,25 g der gleichen Hefe in ein Eudiometer eingefiillt. Gir-
temperatur 37° Verfolgung der Brenztraubensdurebildung: Ent-
nahme von je 20 ccm Probe (aus Ansatz I) von der 10. Stunde
an alle 2 Stunden; iiber Kieselgur filtriert, Filtrat fiir die ana-

1 NeuBeErG und KoseL: B. 63, 1986 (1930).

? Die Farbung kann auch fiir quantitative colorimetrische Zwecke
verwertet werden: Vgl. Case: Biochemic. J. 26, 753 (1932).

2 In Anlehnung an NEUBERG und KOBEL: Biochem. Z. 229, 446
(1930).

* Diese ist gegen alkalische Reaktion weniger empfindlich als
Unterhefe.
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lytische Bestimmung der Brenztraubensdure verwendet. Ver-
suchsabbruch, sobald das Maximum erreicht ist (spiter findet
wieder Abnahme der Brenztraubensiuremenge statt).

Bestimmung der Brenztraubensdurel: 20 ccm Filtrat werden
mit 1 ccm KEisessig versetzt und sodann mit 5cem einer 0,5-
molaren Bleiacetatlosung gefallt. Niederschlag iiber Kieselgur
abfiltriert, iiberschiissiges Blei durch Schwefelwasserstoff entfernt.
Im véllig klaren Filtrat wird die Brenztraubensdure oxydimetrisch
titriert: Zwei ERLENMEYER-Kolben (50 ccm Inhalt) mit je 15 cem
Cerisalzlosung (gesittigte Losung von Cerisulfat in n-Schwefel-
sdure); in den einen Kolben fiigt man 10 ccm Probe, die mit
Schwefelsiure deutlich angesiuert ist? (enthaltend 4—20 mg
Brenztraubensiure); es wird 5 Minuten bei Zimmertemperatur
stehen gelassen3. Inzwischen titriert man die Kontrollprobe mittels
n/10-Ferrosulfatlosung (MouRsches Salz, gegen KMnO, gestellt)
unter Anwendung von Kaliumferricyanidlosung als Indikator
(2 Tropfen Lésung)? Sodann wird die Hauptprobe zuriick-
titriert®. Titrationsverlauf: Entfirbung der gelben Fliissigkeit,
Umschlagspunkt griin; weiterer Zusatz von 1 Tropfen Ferrosulfat-
l6sung erzeugt intensive Blaufirbung. Berechnung: mg Brenz-
traubensiure — 44 . (N—n)t; N = ccm Ferrosulfatlosung in der
Kontrollprobe, n in der Hauptprobe, t = Titer der Ferrosulfat-
I6sung.

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 Vergirungsform vor sich gegangen ist,
ergibt sich aus den Werten fiir Alkohol und CO,; falls auch
Acetaldehyd vorhanden ist, so ist nur der Alkoholwert maBgebend.

1 Nach FromacEOT und DESNUELLE : Biochem. Z. 279, 174 (1935).

2 Die Ansduerung ist notwendig, um die Brenztraubenséure vollig
in die Ketoform iiberzufiithren.

3 Reaktionsverlauf:

CH;.CO .COOH +2Ce" +H,0 —» CH, . COOH +
+2Ce +2H' + CO,.
In derselben Weise reagieren auch andere a-Ketoséuren.

¢ Die Indikatorlésung muf} frisch bereitet werden, und zwar durch
Losen eines stecknadelkopfgroBen Krystalls in 5cem destilliertem
Wasser.

5 Mikrobestimmung: Probe mit 0,4—2mg Brenztraubensaure.
Cerisalzlosung wie oben bereitet, aber unmittelbar vor Verwendung
mit n-Schwefelsdure auf das zehnfache verdiinnt; Titration mit einer
Mikrobiirette (Graduierung 0,01 ccm),
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Anhang: Theoretisches.

Garungsgleichung: C¢H;,0; =CH, . CO . COOH 4
+ CH,0H . CHOH . CH,0H.
Bildung der Reaktionsprodukte daher in 4dquivalenten Mengen; bei
Anwendung frischer Hefen iiberwiegt Glycerin, da die Brenztrauben-
séure teilweise im internen Hefestoffwechsel verwendet wird. Neben
der vierten Vergérungsform findet bei Anwendung von freiem Zucker
stets auch normale Vergarung statt (vgl. Ubung 13b).

Substrate : Hexosediphosphat wie auch freier Zucker. Die Spaltung
des Hexosediphosphats fihrt dabei iiber die Triosephosphate, die
dann weiter umgewandelt werden.

. Fermentmaterialien: Frische Hefen, Trockenhefen, Alkohol-
Ather-Trockenpraparate sowie Macerationsséfte von Unterhefen.

Bedingungen fiir die Verwirklichung der vierten Vergirungsform:
Abtonung der Wasserstoffionenkonzentration (pH etwa 7—8, Zusatz
von Trimagnesiumphosphat, Dinatriumphosphat oder MgO), Ver-
ringerung der Fermentmenge und eventuell Verkiirzung der Géardauer.
Bei Anwendung von verdiinntem Hefemacerationssaft und
Hexosediphosphat verlauft die Spaltung nach der vierten Vergarungs-
form bis zu 100% d. Th.!. Einfachste Art der Brenztraubensaure-
bildung: Einwirkung von frischer Béckerhefe auf Hexosediphosphat in
Gegenwart von plasmolytischen Mitteln (vgl. Ubung 13a).

14. Ubung:
Darstellung der Phosphoglycerinsiiure.

Ansatz?: 700 ccm 2/; mol. Phosphatlésung (pg 6,6), 560 ccm
39%,ige Na-Hexosediphosphatlésung, 840 cem 29%ige Acetaldehyd-
losung, 560 cem 20%ige Zuckerlosung, 140 cem 0,2 mol. Na-
triumfluoridlésung, 700 g frische Unterhefe (vgl. Nachtrag) und
70 cem Toluol®. In einem 5 1-Kolben gemischt, mit Géraufsatz
verschlossen und bei 37° unter oOfterem Umschiitteln etwa
3% Stunden belassen (falls Girung eintritt, mufl mehr Toluol
zugesetzt werden). Die Menge der Phosphoglycerinsiure 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 209%iger Mg-Acetatlosung das anorganische Phosphat ge-

1 KoBEL und ScHEUER: Biochem. Z. 229, 238 (1930).

2 Nach VERCELLONE 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 Angérung (Phosphory-
lierung) hinzugefiigt werden. Vgl. OSTERN u. GUTEKE: H. 248, 155
(1937).

4 RaraPorT: Bio. Z. 289, 406; 291, 429 (1937).
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fallt. Filtrat mit Essigsdure neutralisiert, mit 370 ccm FEisessig
und 175 cem 509%,iger Ba-Acetatlosung versetzt, von einem rasch
entstehenden flockigen Niederschlag abfiltriert. Lésung nach
kriftigem Anreiben 1%, Tage im Eisschrank aufbewahrt, wobei
Krystallisation stattfindet; man erhilt etwa 30 g Rohprodukt.
Filtrat mit der gleichen Menge vergéilltem Alkohol versetzt (falls
im Eisschrank keine Krystallisation stattfindet, wird gleich mit
Alkohol gefillt). Nach 24 Stunden Niederschlag abgetrennt und
mit 700 cem Wasser unter Umrithren gewaschen. Reinigung des
Ba-Salzes: Riickstand mit 2 n-Salzsdure digeriert (bis zur kongo-
sauren Reaktion), unloslicher Anteil abgesaugt, mit Alkohol ge-
waschen und getrocknet (etwa 2g) (man erhilt 3-phospho-
glycerinsaures Ba); salzsaure Losung mit Natronlauge abge-
stumpft (schwach kongosauer), mit 259, des Volumens an
Alkohol versetzt: Abscheidung des reinen Ba-Salzes (aus 18—19 g
Rohprodukt erhilt man dabei 15 g reines Ba-Salz). Gesamt-
ausbeute 35—45 g an reinem 3-phosphoglycerinsaurem Barium 1.
Das Ba-Salz der 2-Phosphoglycerinsdure bleibt dabei in Losung?.

Anhang 1: Bildungsweise und Umwandlung der
Phosphoglycerinséure.

1. Bildungsmechanismus der Phosphoglyecerinsiure. Zunichst findet
Phosphorylierung statt unter Bildung von Hexosediphosphorsdure,
sodann Zerfall dieser in Triosephosphorsidure und schliellich Oxydo-
reduktion der letzteren unter Bildung von Phosphoglycerinsdure und
Glycerinphosphorsaure. Die Wasserstoff-Acceptorfunktion der Dioxy-
acetonphosphorsédure kann unter entsprechender Steigerung der Aus-
beute an Phosphoglycerinsdure durch Acetaldehyd {ibernommen
werden (unter Umwandlung dieses in Athanol). Grundbedingung
fir die Anhdufung von Phosphoglycerinsidure ist die Gegenwart
von Natriumfluorid, da dieses die weitere Umwandlung der
Phosphoglycerinséure hemmt (vgl. unten).

COOH CHO CH,0H CH,0H

I ! | |

CHOH <—— C(HOH <—> €O ——> CHOH

| l | |
CH,0PO,H, CH,0PO,H, CH,0PO,H, CH,0PO,H,
3-d-Phospho- 3-d-Glycerin- Dioxyaceton- a-1-Glycerin-
glycerinsdure aldehyd- phosphorsiure phosphorséiure

phosphorsdure (oder Acetaldehyd ———»- Athanol)

Die Richtigkeit dieser Reaktionsfolge geht daraus hervor, daB
die Phosphoglycerinsiéure ebenso wie die Glycerinaldehydphosphor-

1 Nach den fritheren Vorschriften erhélt 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 Kiessring: Biochem. Z. 276, 239 (1935).



140 Glyceringarungen und Gewinnung von Zwischenprodukten.

siure der d-Reihe angehért, die Glycerinphosphorsdure dagegen der
I-Reihe; sie ist daher nur von der Dioxyacetonphosphorsiure ab-
leitbar.

2, Das Fermentsystem der Oxydoreduktion. Dasselbe katalysiert
im Rahmen der alkcholischen Géirung in erster Linie die in oben-
stehendem Formelbild wiedergegebenen Reaktionen, die einerseits zur
Bildung der Phosphoglycerinsdure und anderseits zur Bildung von
Glycerinphosphorsdure bzw. Athanol fiihren.

Die Wirkungsgruppe der Oxydo-redukase (Dehydrase 1) ist die
Co-Zymase, die ein Pyridin-nucleotid vorstellt. Sie ist dahnlich wie
die Co-Phosphorylase &uBerst leicht abdissoziierbar und hat daher
einen recht weiten Spezifitdtsbereich, je nachdem an welchem Protein-
triger (Apoferment) sie gerade verankert ist. 1 kg frische Hefe ent-
halt ungefdhr 500 mg Co-Zymase, also sehr viel2. In Colibakterien
ist sogar doppelt soviel vorhanden 3.

N C.NH,
NN\
CO.NH, V4 C N
no’ ||

NS

*

- C CH CH; N O
i ;
N/ \ NS \/\/\‘/\NH
N If N \ I N ’CO i
| :
Ribose Ribose ety NV \N/ |
| * ;
HO_ O 0 o— Ribose Eiweil
N |/ | ;
O=Pp 0 P=0 Phosphorsiure
Cozymase Lactoflavin-Phosphorsiure

. Die Co-Zymase wirkt durch die Aufnahme von H, dehydrierend,
wobei sie sich in das Dihydropyridin-nucleotid umwandelt 2, das im
stationédren Zustand der Girung durch Acetaldehyd wieder reoxydiert
wird. (Vgl. auch Nachtrag.) In gewissen Phasen wie bei der Angirung
scheint aber diese Reoxydation durch das gelbe Ferment ver-
ursacht zu werden, das spezifisch auf diese Reaktion eingestellt ist4.

! MEYErRHOF und OHLMEYER: Bio. Z. 290, 334 (1937). — Vgl.
dazu die Zusammenfassung von H. v. EvLEr: Erg. Physiol. 88, 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,-Aufnahme erfolgt an der dem Pyridin-N
benachbarten Doppelbindung.

3 Exnpo: Bio. Z. 296, 56 (1938).

4 AuBlerdem oxydiert dasselbe auch ein anderes Dihydropyridin-
nucleotid, némlich das WarBURGsche Co-Ferment, das ein Molekiil
Phosphorsiure mehr hat als die Co-Zymase. Dasselbe ist die Wirkungs-
gruppe des sogenannten ,,Zwischenfermentes‘‘ (Dehydrase II) und
vermag Glucose-8-Phosphorsiure {iber Phosphohexonsiure bis zu CO,
zu oxydieren. Vgl. WARBURG: Bio. Z. 287, 440 (1936); 292, 287 (1937)
und frithere Arbeiten.
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Das Co-Ferment des gelben Fermentes ist die Lactoflavin-Phosphor-
sdure, die jedoch an ihrem Eiweiltriger recht fest verankert ist!.
Die Wirkungsweise derselben als H,-Acceptor beruht auf der Auf-
nahme von Wasserstoff an den mit * bezeichneten Stellen.

3. Zusammensetzung und Zerfall der Phosphoglycerinsiure. Die
Phosphoglycerinsidure von NiLsson 2 besteht aus zwei Komponenten 3,
ndmlich einem - und einem f-stindig phosphorylierten Anteil.
Die Umwandlung der Phosphoglycerinsaure in Brenztraubensiure
erfolgt daher gemi dem folgenden Schema:

ICOOH I CIJOOH III C]JOOH IV COOH
l
CHOH <=> CHOPO,H, T=>C.0PO,H,+ H,0 —> CO + H,PO,
| l I
CH,0PO,H, CH,0H CH, CH,

(—) 3-Phospho- (+) 2-Phospho- (enol)-Brenztrauben- Brenztrauben-
glycerinsdure glycerinsiiure sédure-phosphorséure séure
[a]D = — 14,5 [a]D = -+ 24,5° (100°/,ig vergérbar)

Enzymatisches Gleichgewicht I ¢ <——> I von beiden Seiten aus
rasch erreichbar; dasselbe ist gemi6 den neuesten Befunden nur wenig
temperaturabhéngig. Der Anteil der () 2-Phosphoglycerinsidure am
Gleichgewichtsester betragt bei 0°8,5%,, bei 60°11,69%,, bei ansteigender
Temperatur wird trotz Anwesenheit von NaF auch bereits etwas
Phosphobrenztraubensiure gebildet?. Die Reaktion wird durch die
Phosphoglyceromutase katalysiert, deren Wirkungsgruppe nicht
oder nur sehr schwer abdissoziierbar, und daher noch unbekannt ist.

Das Gleichgewicht IT g—> > 1T ist temperaturunabhingig. Diese
Reaktion II ———» III wird durch NaF gehemmt; daher wird die
einmal gebildete Phosphoglycerinssure in Gegenwart von Natrium-
fluorid nicht weiter verandert. Diese Reaktion wird durch die Enolase
katalysiert, fiir die dasselbe gilt wie fiir die Phosphoglyceromutase.

Die Reaktion ITT » IV wird durch das Phosphorylasesystem
katalysiert und ist mit den Phosphorylierungen des Zuckermolekiils
gekoppelt® (vgl. S.132).

Anhang II: Ubersicht des Garungsschemas.

1. Der Zuckerabbau und die daran beteiligten Fermente. Die Ab-
baustufen der alkoholischen Gérung durch Hefe gehen gemé MEYER-
HOF in folgender Reihenfolge vor sich:

! Daher auch die enge Substratspezifitit derselben.

? Ark. Kem. Min. Geol. (schwed.) (A) 10, Nr 7 (1930).

3 MEvERHOF und Kiessring: Naturwiss. 22, 838 (1934); Biochem.
Z. 276, 239 (1935).

¢ MevERHOF und ScrHULZ: Bio. Z. 297, 60 (1938).

5 Uber die Koppelung zwischen der Oxydoreduktion und der

Phosphorylierung vgl. MEyErHOF, OHLMEYER und MoéuLE: Bio. Z.
297, 90, 113 (1938).
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Glucose
v + H;PO,
Glucose-6-Phosphorsidure <—_> Fructose-6-Phosphorséure
y -+ H PO,
Fructose-1, 6-Diphosphorséure

Dioxyacetonphosphorsédure Z.t Glycerinaldehydphosphorsdure
v+ H v+0

a-Glycerinphosphorsdure 3 -Phosph()flycerinsaure
(Glycerin + Phosphorséure) 2-Phospho]g1}:cerins&ure
Phosphobrenzltraubenséure
Brenztraubenséure (--Phosphorsgure)

Acetaldehyd -+ CO,
. ytH
Athylalkohol

Sobald einmal auf diesem Wege Acetaldehyd entstanden ist, so
ubernimmt derselbe im Oxydoreduktionsvorgang die Rolle der Di-
oxyacetonphosphorsdure, so dafl es nicht mehr zur Bildung von
Glycerin kommt. Wird dagegen der Acetaldehyd dem Reaktions-
system entzogen (abgefangen usw. wie bei der zweiten und dritten
Vergdrungsform) so mufl es dauernd zur weiteren Bildung von
Glycerin kommen.

Der Enzymkomplex der alkoholischen Gdrung (die Zymase) besteht
aus folgenden Teilfermenten (bzw. Fermentsystemen):

a) Das Phosphorylierungssystemn katalysiert die einleitenden
Reaktionen, die zugleich mit der Spaltung der Phosphobrenztrauben-
sdaure gekoppelt sind ; auch hier ist das Phosphorylasesystem wirksam.
Als Co-Ferment wirkt das Adenylsdureystem.

b) Das Zymohexasesystem katalysiert den Zerfall der Hexose-
diphosphorsédure (sowie den umgekehrten Prozefl: Aldolase), die
Isomerisierung der Hexosemonophosphate (Phosphohexomutase) und
der Triosephosphorsduren. Co-Fermente hier nicht abdissoziierbar
und unbekannt.

¢) Das Oxydoreduktionssystem bewirkt die Dismutation der Triose-
phosphorsduren sowie der Glycerinaldehydphosphorséure mit dem
Acetaldehyd. Das Co-Ferment ist hier die Co-Zymase.

d) Die Phosphoglyceromutase katalysiert die Isomerisierung der
beiden Phosphoglycerinsduren. Co-Ferment schwer abdissoziierbar und
unbekannt.

e) Die Enolase katalysiert den reversiblen Vorgang: 2-Phospho-
glycerinsdure Phosphobrenztraubensidure. Co-Ferment unbekannt.

f) Mit Hilfe der Carboxylase geht die Decarboxylierung der Brenz-
traubenséure vor sich. Das Co-Ferment ist die Aneurindiphosphor-
séure.
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2. Der Verlauf der alkoholischen Giirung in der lebenden Zelle.
MevERHOF nimmt an, dafl die alkoholische Gérung auch in der
lebenden Zelle im wesentlichen in gleicher Weise verlauft wie im
Macerationssaft, also gemél seinem Gérungsschema. Dagegen wies
besonders NiLssonN! auf die Unterschiede im Gérverlauf in den
zellfreien Zymasesystemen einerseits (Macerationssaft usw.) und in
den intakten Zymasesystemen andererseits hin (lebende Hefe, in-
takte Trockenhefe), wobei bekanntlich durch die erst genannten der
Zucker nur zur Hélfte vergoren wird. So sieht auch KrLuyver? die
isolierbaren Hexosephosphorséduren nur als Stabilisierungsprodukte
an, die sich bei der zellfreien Gédrung ansammeln, da dabei die in
der lebenden Zelle herrschende Harmonie gestort ist. AuBerdem ist
zu beachten, dafB die lebende Hefe im stationiren Zustand der
Géarung keine Hexosephosphorsduren vergirt. KLUYVER nimmt an,
daBl in der lebenden Zelle aktive Hexosemonophosphorsiure unter
Bildung von Triosephosphorséure und freier Triose zerfillt und daB
die letztere dann tber Methylglyoxalhydrat der abschlieBenden
Oxydoreduktion unterliegt. Jedenfalls ist hier noch keine endgiiltige
Entscheidung gefallen. — Nach Auffassung von WiILLSTATTER und
RoBDEWALD ® geht der Phosphorylierung durch lebende Hefe eine
Glykogensynthese voraus. — Vgl. ferner Nachtrag.

Weiterhin mu3 auch noch die alkoholische Géirung bei
anderen Organismen beriicksichtigt werden. So konnten Norp
und Mitarbeiter zeigen, dafl Fusarium lini imstande ist, Hexosen
wie Pentosen in einer mit der Hefegirung tibereinstimmenden Weise
abzubauen, ohne daf dieser Vorgang durch eine Veresterung mit
organischem Phosphat in der lebenden Zelle eingeleitet wird; doch
kann derselbe spéater von ihr begleitet sein, wobei aber den Phosphor-
séureestern lediglich eine Funktion beim Zellneubau zugeschrieben
wird. — Ahnliches diirfte wohl auch fir den Stoffwechsel anderer
Organismen gelten.

3. Aktivatoren der Girung der lebenden Zelle. Hierher gehéren
vor allem die Z-Faktoren v. EULERs, die Steigerung der Gérungs-
geschwindigkeit ohne Vermehrung der Zellenzahl bewirken5. Ge-
winnung derselben aus Brauereiunterhefe oder aus Weinhefe®, Sie
kommen auch im Traubensaft sowie vielen tierischen Geweben vor.
Dieselben sind durch Behandlung mit Pb-Acetat in zwei thermo-
stabile Faktoren zerlegbar (Z, und Z,) und weder mit Bios noch
mit Vitamin B, identisch?. — Wuchsstoffe wie Biotin beeinflussen
die Gdrung nicht. Hinsichtlich Beziehungen zwischen Z-Faktor und

1 Vgl. die Zusammenfassung von Nirsson: Arch. f. Biol. 8, 353
(1937).

2 KLuvyver: Erg. d. Enzymf. 4, 230 (1935).

3 WILLSTATTER und RoHDEWALD: H. 247, 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: Norp und ENcEL: Bioch. Z. 296, 153 (1938).

5 H.v. EULER und SwarTz: H. 140, 146 (1924); H. v. EULER und
Myrsick: H. 141, 297 (1924).

¢ Br1scoU und GexEvois: C. r. Soc. brol. 107, 865 (1931).

? PururpsoN: H. 193, 15, 181 (1930). — H. v. EuLEr und
Parureson: H. 195, 81 (1931); 198, 1 (1931).
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Bios vgl. EULER und LARssoN!. Von Interesse ist ferner, daB sich
der Z-Faktor von den Wuchsstoffen in der Weise trennen 148t, daf3
Wiirze mit Prehefe ausgeschiittelt wird. Dabei werden die Wuchs-
stoffe vollig entfernt, der Z-Faktor nur zu 50%,. Aminosduren, die
das Wachstum beeinflussen, haben keine Z-Wirkung2. Dagegen soll
die Wirkung von Z-faktor-freien Mehlextrakten auf Aminosduren
und Polypeptide zurtickzufithren sein3.

D. Acyloinsynthesen und Hydrierungen bei der Hefegiirung.

15. Ubung:
Darstellung von Phenylacetylearbinol.

a) Analytischer Versuch: Isolierung des Phenylacetylearbinols
mittels Derivaten. 10 g Rohrzucker und 10 g abgepreBte Hefe in
200 cem Wasser in iiblicher Weise angéiren lassen, in einem mit
doppelt durchbohrtem Gummistépsel versehenen Kolben; in der
einen Bohrung Géraufsatz, in der anderen eine oben mit Hahn
versehene Pipette; durch diese 1Bt man allméihlich 1 cem frisch
destillierten Benzaldehyd eintropfen. Der Ansatz bleibt bis zum
Aufhéren der Garung bei Zimmertemperatur stehen. Probe auf
Zucker: Weiterer Zusatz von 2 g Hefe und Feststellung, ob noch
Girung stattfindet?. Aufarbeitung: Filtration des Girgutes, Auf-
fillung auf 250 ccm. Probeentnahme fiir die Darstellung von
Derivaten des Phenylacetylcarbinols.

Thiosemicarbazon (zur quantitativen Bestimmung geeignet;
CyH,yO:N.NH.CS.NH,). 100 ccm Filtrat mit einer Lésung von
0,25 g Thiosemicarbazid in 5 ccem Wasser versetzt und stehen ge-
lassen. Krystalle abgesaugt, getrocknet, Menge ermittelt, Schmelz-
punkt festgestellt. Aus absolutem Alkohol umkrystallisiert,
Schmelzpunkt 204—205° (bei schnellem Erhitzen) unter Zersetzung.
Abscheidung in etwa 909%,iger Ausbeute.

Phenylhydrazon (CoH;,0:N.NH.C¢H;). 50 com Filtrat mit
einer Lésung von 0,5 cem Phenylhydrazin (in 5 cem etwa 50 proz.
Essigsiure) versetzt: gelblicher Niederschlag, nach dem Trocknen
aus Benzol-Petrolither wiederholt umkrystallisiert, Schmelzpunkt
96°. [¢]p = 164,2° in Benzol, bzw. +217,8° in Alkohol.

! H. v. EULER und LarssonN: H. 223, 189 (1934).

? HARTELIUS und NIELSSEN: Compt. rend. Lab. Carlsberg 22,
281 (1938).

3 GEOFFREY und LaBoUR: Bl Soc. Chim. Biol. 19, 922 (1937).

* Priifung mittels FEELINGscher Losung nicht méglich, da Reak-
tionsprodukt auch reduziert.
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p-Nitrophenylosazon [CoHg(:N.NH.C¢H,NO,),]. Ansatz wie
zuvor. 21, Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt: dunkel-
roter Niederschlag, abgesaugt, mit verdiinnter Essigsiure, dann
mit Alkohol und Ather gewaschen, aus Nitrobenzol - Eisessig
umkrystallisiert, purpurrote Nidelchen vom Schmelzpunkt
264 bis 265°.

b) Priparativer Versuch: Reindarstellung des Phenylacetyl-
carbinols®. Apparatur (vgl. Abb. 9, 8. 73): Wourr¥ sche Flasche von
10 1 Inhalt, versehen mit Rithrwerk (Riihrverschlul mit Wasser
gefillt, wirkt als Géraufsatz), Biirette, Tropftrichter und Hahn zur
Probeentnahme. Raumtemperatur. Giransatz: 300 g Rohrzucker
und 300 g abgepre3te Hefe (Brennereihefe oder auch Bierhefe)
in 61 Leitungswasser. Nach dem Angéren Zusatz von 30 g frisch
destilliertem benzoesiurefreiem Benzaldehyd im Laufe von einigen
Stunden aus der Biirette. Nach etwa 2—3 Tagen (Aufhéren der
CO,-Entwicklung) wird noch etwas frische Hefe zugesetzt und
festgestellt, ob die Garung beendet ist. Falls wihrend des Prozesses
Unterbrechung der Gérung stattfindet, kann dieselbe durch Zusatz
von frischer Hefe wieder in Gang gebracht werden. Man kann
einige derartige Géransdtze durchfiihren und die Reaktions-
produkte vereinigen, oder man benutzt eine gréBere Apparatur,
und zwar einen etwa 30—60 1 fassenden Glasballon, mit dem in
Abb. 10 wiedergegebenen Aufsatz (vgl. S. 73).

Aufarbeitung: Girgut zentrifugiert. Losung drei- bis viermal
mit Ather ausgeschiittelt; Ausziige vereinigt, etwa 2/, des Athers
abdestilliert, Rest rasch zweimal mit je etwa 30 ccm gesiittigter
Sodalosung (fiir einen Ansatz mit 30 g Benzaldehyd) und sodann
zweimal mit ebensoviel Wasser ausgeschiittelt. Vereinigte wéiBrige
Anteile (Sédurefraktion) nochmals ausgeithert. Atherauszug mit
der Hauptmenge vereinigt. Die entsduerte &therische Losung
fiinf- bis sechsmal je 15 Stunde mit je 60 ccm einer etwa 25%,igen
Na-Bisulfitlosung ausgeschiittelt (fiir je 30 g angewendeten Benz-
aldehyd); die vereinigten Bisulfitlssungen nochmals mit Ather
ausgeschiittelt. Die vereinigten dtherischen Extrakte von Ather
befreit (Alkoholfraktion). Acyloinfraktion (Sulfitlésung): zunichst
mit festem Natriumcarbonat, zum SchluB3 mit Natriumbicarbonat
versetzt, solange noch CO,-Entwicklung erfolgt. Sodann fiinfmal
mit Ather ausgeschiittelt, Extrakte vereinigt, iiber gegliihtem
Natriumsulfat getrocknet, Ather abdestilliert. Riickstand im
Vakuum fraktioniert destilliert. Aus 60 g Benzaldehyd erhilt man

1 Vgl. NEuBERG und HirscH: Biochem. Z. 115, 282 (1921) —
NEUBERG und OHLE: Biochem. Z. 128, 610 (1922).

Bernhauer, Girungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 10
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etwa 10—14 g 1-Phenylacetylcarbinol vom Kp;, 124—1259°.
Alkoholfraktion im Vakuum destilliert; man erhélt Benzylalkohol
und eine kleine Menge Methylphenylglykol.

Anhang: Theoretisches.

Acyloinkondensationen werden bewerkstelligt durch: Frische ober-
und untergarige Hefen, sowie deren Trockenpriaparate und Mace-
rationssiafte, ferner durch ein aus den Macerationssiften erhaltliches
Trockenpraparat (dessen Wirksamkeit bei viermonatlicher Aufbewah-
rung kaum geéndert wird?).

AuBer Benzaldehyd erwiesen sich noch folgende aromatischen
Aldehyde zur Acyloinbildung geeignet: o- Chlorbenzaldehyd und Anis-
aldehyd?, ferner o- und p-Tolylaldehyd 2.

Wihrend nach NEUBERG an der Acyloinkondensation ein eigenes
Enzym (die Carboligase) beteiligt semn soll, wofiir besonders die
Bildung optisch aktiver Reaktionsprodukte spricht4, nimmt DIRSCHERL
an, dag die Reaktion lediglich unter dem EinfluB des bei der Gérung
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 cem Leitungswasser bei Zimmertemperatur angiren lassen,
innerhalb 14, Stunde allmihlich 20 ccm einer 109 igen Acet-
aldehydlosung (=2 g) eintropfen gelassen (wie in Ubung 15 a)
ofters umgeschiittelt. Nach Beendigung der Gérung (5—7 Tage)
iberzeugt man sich durch erneuten Zusatz von etwa 4 g abge-
prefiter Hefe, dal der Zucker verbraucht ist. Gargut filtriert und
auf 200 ccm aufgefillt.

Acetoin-p-Nitrophenylosazon [CHz.C(:N.NH.C;H,NO,).
C(:N.NH.CgH,.NO,)CH;]: 10 com des Filtrates mit 0,7 g
p-Nitrophenylhydrazin in 7 cem 509%iger Essigsiure versetzt,
1—2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Das Osazon abgesaugt,
getrocknet und gewogen (etwa 0,2—0,3g vom Schmelzpunkt
308—3129), Umbkrystallisieren aus Pyridin-Eisessig; leuchtend
rote Nadeln vom Schmelzpunkt 319°.

1 Vgl. Stepavow und Kusin: B. 63, 1147 (1930).

* NEUBERG und LIEBERMANN: Biochem. Z. 121, 311 (1921).

3 BEHRENS und IwANOF¥F: Biochem. Z. 169, 478 (1926).

4 Vgl. auch Tomivasu: \Bio. Z. 289, 97 (1936) 292, 234 (1937).
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Quantitative Bestimmung des Acetoins durch Darstellung des
Nickeldimethylglyoxims': In einem 250 ccm fassenden, mit ein-
geschliffenem Glasstopsel verschlieBbaren Destillierkolben? 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 cem 30%,iger Ferrichloridlosung mit kleiner Flamme er-
wérmt, so daB die Temperatur wihrend 15—20 Minuten langsam
bis zum Siedepunkt ansteigt. Das Destillat wird in folgendem
Reagens aufgefangen (in der Weise, daBl das Kithlrohr gerade
unter die Oberfliche reicht): 25 cem Wasser, 3 ccm 10%;ige
Nickelchloriirlosung, 2 cmm 209 ige Hydroxylaminchlorhydrat-
16sung, 5 cem 209 ige NH,Cl-Losung. Das Ganze befindet sich
in einem eisgekiihlten 200 ccem ERLENMEYER-Kolben. Im Laufe
von etwa 30 Minuten werden 30 cem abdestilliert, dann fiigt man
tropfenweise unter Umschwenken 0,5 cem 209,iges Ammoniak zu.
Bei grofleren Mengen Acetoin tritt Gelbfirbung und bald Ab-
scheidung des Niederschlages ein. Findet auch bei weiterem Zu-
satz von 0,3 ccm 209%igen Ammoniaks keine Farbénderung statt,
so verschlieft man und 188t 12—24 Stunden stehen. — Sodann
wird der durch einen Gummistopfen mit eingeklemmtem Filtrier-
papierstreifen verschlossene Kolben in einem Wasserbad allméih-
lich bis zum Sieden desselben erhitzt, 11, Stunde auf 100° ge-
halten, abgekiihlt und 1 Stunde in Eis stehen gelassen. Man fil-
triert durch einen Tiegel mit Glassinterboden (ScmorT 1 G 3),
wischt mit 100 cem eiskaltem Wasser nach, trocknet .14 Stunde
bei 110° und wagt nach- Vstiindigem Erkalten im Exsiccator.
1 g des Niederschlages entspricht 0,61 g Acetoin.

b) Priiparative Gewinnung von Acetoin3. In einer WourLFrschen
Flasche von 101 Inhalt, die mit einem Riihrwerk und einem
Tropftrichter zum Zulaufen des Acetaldehyds versehen ist, werden
bei Zimmertemperatur 41 einer 12—15%jigen Zuckerlésung im
Laufe einer halben Stunde allmahlich mit 500 g abgepreBter und

1 Nach der neuesten Methode von KnipaORST und KRUISHEER :
Z. Unt. Leb. 73, 1 (1937). — Vgl. auch die Methode von LANGLYRKE
und PETERSON [Ind. Eng. Chem. 29,163 (1937)], die auf der Destillation
des Acetylmethylcarbinols und Titration desselben mittels der Jodo-
formreaktion beruht. — Hinsichtlich der Acetoinbestimmung in
Gegenwart groflerer Acetaldehydmengen vgl. LANGENBECK, WREDE
und SCHLOCKERMANN: H. 227, 263 (1934).

2 Zur Verhinderung des Uberschéumens kann erforderlichenfalls
in den Hals des Kolbens ein Ring mit Drahtgaze oder einem anderen
diinnen Drahtgeflecht eingesetzt werden.

3 Nach nicht veroffentlichten Versuchen mit R. HormMaNN: Diss.,
Prag 1937.

10*
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gewaschener Bierhefe (verriihrt mit insgesamt etwa 11 Wasser)
versetzt. Dabei kommt eine lebhafte Garung in Gang. Nach einer
weiteren 15 Stunde beginnt man mit dem Acetaldehydzusatz, und
zwar lit man im Laufe von etwa 6-—7 Stunden 1000 ccm einer
10%igen Acetaldehydlésung zuflieBen; der Zusatz wird so ge-
regelt, dal die Girung nicht unterbrochen wird. Nach ungefihr
24 Stunden liBt dieselbe nach und ist nach etwa 48 Stunden
praktisch beendet. Durch neuerlichen Zusatz von beildufig 100 g
Hefe iiberzeugt man sich, ob nochGérung stattfindet und 146t dann
vollkommen ausgiren. Wahrend des ganzen Prozesses bleibt das
Riithrwerk in Gang. An einer filtrierten Probe ermittelt man die
Menge an Acetoin (vgl. oben). Der Rest wird nach dem Ab-
zentrifugieren oder Absaugen der Hefe im Vakuum destilliert und
der Acetoingehalt an einer Probe ermittelt. Das Destillat wird
sodann mit Kochsalz oder Natriumsulfat gesdttigt und mehrmals
mit Chloroform extrahiert. Der Extrakt wird mit Calciumchlorid
gut getrocknet, vom Loésungsmittel befreit und der Riickstand
im Vakuum destilliert. Kp;,o 89, unter Atmosphirendruck 144°,
Beim Stehenlassen des reinen Produktes unter CO, scheidet sich
nach einigen Tagen das dimolekulare Produkt in krystallisierter
Form ab. Umkrystallisieren aus Aceton. Schmelzpunkt 95—96°
(unter Umwandlung in die monomolekulare Form). Das Produkt
zeigt 1-Drehung. '

17. Ubung.
Hydrierung von Aldehyden.

a) Reduktion des Valeraldehyds zu Amylalkohol2. In einer mit
Riithrwerk versehenen WouLrrschen Flasche von 101Inhalt werden
41 einer 10%igen Rohrzuckerlosung durch Zusatz von 400 g
gewaschener und abgepreBter Bierhefe zur kriftigen Angéirung
gebracht und sodann 36 g Valeraldehyd innerhalb 4 Stunden
unter kriftigem Riihren eintropfen gelassen; das Tempo des Ein-
tropfens ist so zu regulieren, daBl die Gérung nicht unterbrochen
wird. Sodann wird unter weiterem Riithren bis zum Verschwinden
des Zuckers (Probe mit FearLINgscher Losung) bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen (etwa 5 Tage).

Aufarbeitung : Durch Destillation etwa 2800 ccm iibergetrieben,
diese nochmals destilliert (etwa 1500 ccm), zur Trennung der

1 Gemif} den Angaben von Tomrvasu [Bl. Agr. Chem. Soc. Japan
13, Nr 11 (1937)] fur die Isolierung von Acetoin aus einer durch
B. lactis aerogenes (vgl. 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
wiBrige Anteil mit Ather ausgeschiittelt, Atherextrakt mit der
oberen Schichte vereinigt, mit frisch geglilhtem 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—669,).

b) Reduktion von Valeraldehydammoniak! 2. Ansatz wie a).
Man 148t 36 g Valeraldehyd, gelost in 400 cem n-Ammoniak,
zutropfen. Im {iibrigen wie zuvor. Erstes wilriges Destillat
mit Schwefelsdure angesiuert und nochmals destilliert. Weitere
Reinigung wie vorher. Ausbeute etwa 80—849%, an Amylalkohol.

¢) Reduktion von Chloralhydrat zu Trichlorithanol3. Eine
Losung von 600 g Zucker und 120 g Dinatriumphosphat in 51
Wasser mit 600 g abgeprefiter Bierhefe zur Gérung gebracht,
sodann 40 g Chloralhydrat in 500 cem Wasser wihrend 3/, Stunden
unter kriftigem Riihren eintropfen gelassen. Nach 4 Tagen bei
Zimmertemperatur kommt die Girung zum Stillstand. Priifung
auf Chloralhydrat: 10 ccm Flissigkeit +2 cem verdiinnter Natron-
lauge mit Wasserdampf destilliert; Destillat mit einigen Tropfen
Resorcinlosung auf 50° erwirmt, mit 2 ccm Natronlauge ver-
setzt: Rotfarbung (Probe von ScHWARZ). :

Aufarbeitung: Hefe abzentrifugiert (oder abgesaugt), Filtrat
mit Kieselgur geklirt, ausgesalzen, erschopfend ausgedthert,
Atherextrakt getrocknet, Ather entfernt. Riickstand im Vakuum
destilliert.

Charakterisierung des Trichlordthanols mittels des p-Nitro-
benzoylesters: Die wafirige Losung des Trichlordthanols wird mit
p-Nitrobenzoylchlorid versetzt und die Reaktion durch vor-
sichtigen Zusatz von 109%,iger Natronlauge alkalisch gehalten.
Aufarbeitung in iiblicher Weise. Fp. 719.

Anhang: Theoretisches.

Reduktion von Aldehydgruppen findet in allen bisher untersuchten
Fallen statt, falls die betreffende Substanz nicht allzu giftig ist. Die
Ausbeuten sind allerdings, je nach der Art des Aldehyds recht ver-
schieden (vgl. unten). Prinzipiell gleich den Aldehyden verhalten sich

1 Vgl. NEUBERG und GORR, in OPPENHEIMER und PINCUSSEN,
Methodik der Fermente, S. 1212. Leipzig: Thieme, 1929.

2 Die Anwendung des Aldehydammoniaks ist nicht nur zur Er-
hohung der Ausbeute vorteilhaft, sondern auch stets dann zu emp-
fehlen, wenn empfindliche, leicht verharzende Aldehyde der Reduk-
tion unterworfen werden; auf diese Weise war z. B. auch die Re-
duktion des Phenylacetaldehyds zu Phenylathylalkohol moglich [vgl.
NeuBERG und WELDE: Biochem. Z. 62, 477 (1914)].

3 Nach WILLSTATTER und DUISBURG B. 56, 2283 (1923).
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die a-Ketoséiuren, indem sie zundchst decarboxyliert werden. Hy-
drierung wurde bisher bei folgenden Aldehyden becbachtet (Aus-
beuten an Reduktionsprodukten in Klammer):

Einfache aliphatische gesdttigte Aldehyde: Formaldehyd (15Y%),
Isobutyraldehyd (259), n-Valeraldehyd (70%), Isovaleraldehyd
[auch durch B. coli und B. lactis aerogenes (73 9%,)], Methylathylacet-
aldehyd (zu 1-Amylalkohol, 16 %), n-Hexylaldehyd, n-Heptylaldehyd
(509,).

x{lliphatische ungesditigte Aldehyde : Crotonaldehyd (zu Butylalkohol
neben etwas Crotylalkohol, 199, ), Sorbinaldehyd (Sorbinalkohol neben
Hexenol, 44%,), Octatrienal (Octatrienol, daneben Octadienol, 689,),
Citronellal (zu Citronellol, 509)), Citral (zu Geraniol, 309%).

Aliphatische Oxyaldehyde : Glykolaldehyd (zuA’chylenglykol 309),
Acetaldol (zu 1,3-Butylenglykol, 639%), d,l-Milchsidurealdehyd (zu
d- Propvlenglvkol)

Halogenierte aliphatische Aldehyde. Chloralhydrat (zu Trichlor-
athylalkohol, 709%), Tribromacetaldehyd (Tribromithylalkohol,
»Avertin®, 309, daneben auch etwas Dibroméithanol), 2,2,3-Tri-
chlorbutyraldehyd (zu Trichlorbutanol).

Thioaldehyde (Anwendung in Form des geschwefelten Aldehyd-
ammoniaks, des Thialdins): Umwandlung in Mercaptane. Auch die
Hydrierung der Disulfidgruppe zur Mercaptogruppe hat sich bewerk-
stelligen lassen (beim Athyldisulfid).

Heterocyclische Aldehyde: Furfurol (zu Furfuralkohol, 709,).

Einfache aromatische Aldehyde: Benzaldehyd (zu Benzylalkohol,
329, in Gegenwart von CaCO,), Phenylacetaldehyd (zu Phenylathyl-
alkohol, etwa 309, in Gegenwart von Ammoniak).

Ungesdttigte aromatische Aldehyde: Zimtaldehyd (Zimtalkohol oder
Hydrozimtalkohol 179, ), Benzylidencrotonaldehyd (wird sehr schlecht
vertragen).

Aromatische Oxyaldehyde: Salicylaldehyd (zu Saligenin, in Gegen-
wart von CaCQ,), Tetracetyl-gluco-coniferylaldehyd (zum zugehérigen
Alkohol).

Aromatische Nitroaldehyde: o-Nitrobenzaldehyd (zu o-Nitrobenyl-
alkohol, in geringer Menge).

Aliphatische a-Ketosduren: Sorbinylidenbrenztraubensdure (bei
kurzer Versuchsdauer zu Octatrienol, 859, bei langerer Versuchs-
dauer zu Octadienol, 609,).

18. Ubung:
Hydrierung von Ketonen.

a) Demonstrationsversuch: Hydrierung von 1, 4, 9, 10-Anthra-
dichinon. 50 g Rohrzucker in 300 ccm Wasser, 25 g abgepreBte
Oberhefe. Nach Eintritt lebhafter Gérung erfolgt tropfenweiser

1 VERCELLONE: Bioch. Z. 279, 137 (1935). — Einen einfachen
Indikator fiir die reduzierenden Wirkungen der Hefe bildet auch das
Oxyhémoglobin, 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?! in 8 cem Dioxan; in wenigen
Augenblicken wird das farblose Gérgut rot, Verstirkung der
Firbung beim weiteren Zusatz. Unter hiufigem Umschiitteln
2 Stunden bei Raumtemperatur giren lassen (Géraufsatz).
Kontrollprobe: Gemisch wie oben, aber mit Invertzucker (oder
auch Glucose) 10 Minuten auf 90° erwirmt (Hefe abgetétet) und
dann wie oben weiter behandelt; es findet erst nach lingerer
Zeit Verfirbung statt2.

Aufarbeitung: Zentrifugieren der Géransitze, Riickstinde mit
frisch gegliihtem Natriumsulfat verrieben, pulverige Masse im
Soxhlet mit Aceton extrahiert; Losung verdunstet, Riickstand in
kaltem Kisessig gelost, filtriert, im MeBkolben auf 100 ccm 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 Essigsiure wird bei 1000 getrocknet
und gewogen (bei lingerem Stehen der Eisessiglésung - findet
Selbstzersetzung und Erhohung der Chinizarinmenge statt).

b) Reduktion von Acetophenon zu Methylphenylearbmol3
41 10%iger Rohrzuckerlésung werden mit 400 g abgeprefter Bier-
hefe zur Gérung gebracht, 20 g Keton innerhalb 4 Stunden
zutropfen gelassen. Kréftig rithren. Gérung wihrend weiterer
10 Tage unter téglichem Zusatz von noch 400 g Zucker und
400 g Hefe fortgefiihrt. '

Aufarbeitung. Wasserdampfdestillat einige Male mit Ather
ausgeschiittelt; Ausziige vereinigt, mit Wasser gewaschen.
Atherische Lésung wiederholt mit konzentrierter Na-Bisulfitlosung
auf der Maschine ausgeschiittelt, sodann mit 109,iger Sodalésung
gewaschen, iiber frisch geglihtem Natriumsulfat getrocknet,
Hauptmenge des Athers abdestilliert. Riickstand zur Entfernung
der letzten Reste des unverdnderten Ketons mit Phenylhydrazin
behandelt: Gemisch nach mehrstiindigem Stehen mit Wasser-
dampf destilliert; Ubertreibung des Reduktionsproduktes (neben
dem uberschuss1gen Phenylhydrazin und Resten des Athers).
Destillat mit Schwefelsiure versetzt (Bindung des Phenylhydra-
zins) und erschopfend ausgeéthert. Extrakt vom Ather befreit und
destilliert. Methylphenylcarbinol geht bei 202—204°. iiber.

1 Darstellung durch Oxydation von 1,4-Dioxyanthrachinon mit
Bleitetracetat nach DiMroTH, FRIEDEMANN und KAMMERER: B. 53,
484 (1920).

2 Selbstzersetzung des Anthradlchlnons unter Bildung von Chini-
zarin und Oxydation eines zweiten Anteils zu Phthalsaure.

3 Vgl. NEUBERG und GORR, in OPPENHEIMER und PINCUSSEN:
Methodik der Fermente, S. 1212, Leipzig: Thieme 1929.
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¢) Reduktion von Benzil zu Benzoin '. Ansatz wie zuvor, aber in
61; Zutropfen von 30 g Benzil in 550 ccm 75%igem Alkohol
unter kraftigem Riihren (bei 40°). Gérung sodann bei Zimmer-
temperatur unter Riihren weiterfithren; nach etwa 4 Tagen
noch die gleiche Menge Zucker und Hefe zufiigen und Gérung
bei 37° beenden lassen. An Stelle des tiefgelben Benzils erscheint
in der Maische allméhlich ein nahezu farbloser Niederschlag.

Aufarbeitung: Gargut aufkochen (wobei sich die Substanz
zum groBten Teil 16st) und durch einen Heilwassertrichter 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 Umkrystallisieren aus
verdiinntem Alkohol. Die Substanz reduziert FErLINGsche Losung
in der Kilte. Hauptmenge optisch inaktiv. Eine kleine Menge
aus der Mutterlauge ist linksdrehend. Aubeute 539, d. Th.

Anhang: Theoretisches.

Die Reduktion der einfachen Ketone zu sekundéren Alkoholen
erfolgt nur sehr schwer, die Ausbeute iiberschreitet kaum 109 ;
neben den Reduktionsprodukten sind stets erhebliche Mengen der
unverinderten Ketone vorhanden. Bemerkenswert ist, daf3 dabet
optisch aktive Alkohole entstehen (in der Regel die 1-Formen);
die Wasserstoffanlagerung erfolgt also assymmetrisch.

Die Reduktion der Diketone geht wesentlich leichter vor sich,
wobei entweder beide Ketogruppen reduziert werden (z. B. Diacetyl
» Butylenglykol) oder nur eine (Dibénzyl » Benzoin); sehr
glatt und vollstindig 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 sekundérem
Butylalkohol, etwa 109 ), Methyl-n-propylketon (zu Methyl-n-propyl-
carbinol, etwa 10 %), Methyl-n-hexylketon (zu Methyl-n-hexylearbinol,
etwa 109,), Methyl-n-nonylketon (zu Methyl-n-nonylcarbinol).

Ungesittigte aliphatische Ketone: Methylheptenon (zu Methylhep-
tenol, etwa 109%,).

Ozyketone: Acetol (zu 1-Propylenglykol), Dioxyaceton (zu Glycerin,
199,) Acetoin (zu 1-2,3-Butylenglykol).

Halogenierte Ketone: Methyl-a-Chlorathylketon (zu aktivem
2-Chlor-3-Oxybutan), a, a-Dichloraceton (zu aktivem a, a-Dichlor-iso-
propylalkohol).

Einfache fett-aromatische Ketone: Acetophenon (zu 1-Methylphenyl-
carbinol).

Ketonaldehyde: Methylglyoxal (zu 1-Propylenglykol, 59%), Acet-
essigaldehyd (zu 1,3-Butylenglykol).

Diketone: Diacetyl (zu 1-2,3-Butylenglykol, 359%), Benzil (zu
Benzoin, 539)).

1 Vgl. NeuBerG¢ und GORR, in OPPENHEIMER und PINCUSSEN:
Methodik der Fermente, S. 1212, Leipzig: Thieme 1929.
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Chinone: p-Xylochinon (zu p-Xylohydrochinon), durch girende
Hefe (etwa 90 9,) sowie durch B. coli und Aerobacter acrogenes (100 %,).

Von besonderem Interesse sind die biochemischen Reduktionen
in der Gruppe der Sexualhormone! und Gallenséduren?. Damit wird
die priaparative Bedeutung der Hefehydrierungen erneut unter Be-
weis gestellt.

19. Ubung.
Hydrierung von ungesiittigten Verbindungen und Nitrokorpern.

a) Reduktion von Zimtaldehyd zu Hydrozimtalkohol3. 51
Zucker-Phosphatlosung (enthaltend 350 g Zucker und 250 g pri-
méires Na-Phosphat) 12,5 1 Hefebrei (pro Liter etwa 50 gTrocken-
substanz, gewaschen durch viermaliges Dekantieren und Ab-
sitzenlassen). Eintropfen von 20 g frisch destilliertem Zimt-
aldehyd (in 80 cem 759%igem Alkohol) wihrend 2 Stunden.
Spater noch 150 g Zucker und zweimal je 800 ccm Hefebrei
zugesetzt. .

Aufarbeitung: Wasserdampfdestillat mit Ather extrahiert, den-
selben abdestilliert, Riickstand in wenig A ther wieder aufgenommen
(zuriick bleibt eine farblose Gallerte) und Extrakt destilliert.
Kpi, 116—120°, 3,5 g (17%) Phenylpropylalkohol (der noch etwas
Zimtalkohol enthilt). Identifizierung durch Oxydation mit Per-
manganat zu Hydrozimtsiure.

Die Hydrierung von Doppelbindungen durch géarende Hefe
findet nach F. G. F1scHER* nur dann statt, wenndie Doppelbindung
in a, f-Stellung zur funktionellen Gruppe steht; diese kann
dabei eine Aldehydgruppe, Ketogruppe oder primére Carbinolgruppe
sein®. So bleibt z. B. Methylheptenol unverdndert (Doppelbindung
in B, y-Stellung). Bei mehrfach ungesiittigten Verbindungen (z. B
Sorbinalkohol oder Sorbinaldehyd) wird gleichfalls nur die benach-
barte Doppelbindung hydriert. Die Hydrierung von Doppelbindungen
wurde bisher bei folgenden Koérpern beobachtet:

1 Mawmori: B. 71, 2278, 2696, 2701 (1938). — MAaMoLI und G. SCHRAMM :
B. 71, 2698 (1938). — VERCELLONE und MawmoLi1: B. 70, 470, 2079 (1937).
— Mawmor1: H. 248, 277 (1937). — MamoLi und VERCELLONE: H. 245,
93 (1937).

2 Cu. H. Kim: Enzymologia 4, 119 (1937).

3 F. G. Fiscaer und WIEDEMANN: A. 513, 260 (1934); 520, 52
(1935); 522, 1 (1936).

4 F. G. FiscHER und WIEDEMANN: A. 513, 260 (1934); 520, 52
(1935); 522, 1 (1936). Auch Enzympréparate erwiesen sich als wirksam.
F. G. Fiscuer und H. EvysexBacH: A. 529, 87 (1937).

5 Bei Carboxylverbindungen liegen besondere Verhéaltnisse vor.
Nach F. G. FiscHER [Ang. Ch. 49, 559 (1936)] werden a, B-ungesiittigte
Monocarbonsiiuren nicht hydriert. Hinsichtlich einer neuartigen
enzymchemischen Hydrierung der Fumarséure vgl. F. G. FiscHER
und EYSENBACH: A. 580, 99 (1937).
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Ungesiittigte Alkohole: Sorbinalkohol (zu Hexenol), Crotylalkohol
(zu Butanol, 559%)!, Zimtalkohol (zu Hydrozimtalkohol, etwa 709%).

Ungesdittigte Aldehyde: Crotonaldehyd (Butylalkohol, 19% wunter
gleichzeitiger Reduktion derAldehydgruppe), Sorbinaldehyd [Hexen(4)-
ol(1), daneben wenig Hexen(3)ol(1), samt Sorbinalkohol 44%], Octa-
trienal (Octadienol).

Ungesdttigte a-Ketosduren: Sorbinylidenbrenztraubensiure (Octa-
dienol, 60%,), Benzylidenbrenztraubenséure (Phenylpropanol, 75%);
Cinnamylidenbrenztraubensidure (wird kaum angegriffen, schiadigt
stark).

Ungesdttigte Ketone (die Hydrierung der Doppelbindung geht
dabei vor der Reduktion des Carbonyls vor sich): Crotonylidenaceton
(gibt das zugehorige Heptenon, beilanger Géardauer auch ein Heptenol),
Cinnamalaceton (gibt das betreffende Phenylhexenon).

b) Reduktion von Nitrobenzol zu Anilin. 500 ¢ Zucker in 51
Wasser mit 500 g Hefe zur lebhaften Gérung gebracht, sodann
10 cem frisch destilliertes Nitrobenzol eintropfen gelassen, Riihr-
werk. 3 Tage bei Zimmertemperatur, 2 Tage im Brutschrank.

Aufarbeitung: Gérgut mit Kalilauge alkalisch gemacht (Phenol-
phthalein), Dampfdestillat (1,251) mit Schwefelsiure kongosauer
.gemacht, unverindertes Nitrobenzol sowie Alkohol mit Wasser-
dampf iibergetrieben (bis zum vélligen Verschwinden des Nitro-
benzolgeruches). Destillationsriickstand alkalisch gemacht und
weiter mit Wasserdampf behandelt. Dieses Destillat nun mit
Schwefelsiure angeséuert und zur Entfernung von Verunreini-
gungen mit Ather ausgeschiittelt, wiaBriger Anteil sodann wieder
alkalisch gemacht und das Anilin erschépfend ausgedthert. Extrakt
iiber Pottasche getrocknet, Ather abdestilliert, Riickstand frak-
tioniert, destilliert. Kp. 181—184°, 3,8 g reines Anilin, Charakte-
risierung in {iblicher Weise. Ausbeute 399, d. Th.

Die Reduktion des Nitrobenzols verlauft wohl iiber Nitrosobenzol

und Phenylhydroxylamin, denn auch diese Kérper lassen sich durch
.garende Hefe zu Anilin reduzieren; Reaktionsverlauf daher:

CeH;.NO, T H: y ¢H,.NO *®: y ¢H, . NHOH_*H: y ¢ .H, NH,.

Von Interesse ist ferner das Verhalten des m-Dinitrobenzols, da bei
dessen Reduktion durch géirende Hefe auBer dem als Hauptprodukt
auftretenden m-Nitranilin als Nebenprodukt das m-Dinitroazoxy-
benzol gebildet wird, wohl aus dem betreffenden Hydroxylaminkérper
und Nitrosokérper durch Kondensation entstanden:

NO,. CgH;. NH + ON. GgH; . NO,——> NO,. C¢H,. N: N.C;H;. NO,.
OH 0

1 Auch girende Colibakterien bewirken diese Reduktion. F. G.
Fiscerr und W. RoBERTSON: A. 529, 84 (1937). ‘
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Anhang: Zum Chemismus der Acyloinsynthesen und
Hydrierungen bei der Hefegérung.

a) Die Acyloinsynthesen in girenden Zuckerlésungen bei Zusatz
von Aldehyden fiihren unter Beteiligung des aus der Vergirung 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 Falle des Acetaldehyds ein Acyloin erhalten wurde.
Ferner entsteht Acetoin auch bei der Brenztraubensduregirung. bei
Zusatz von Acetaldehyd. In dhnlicher Weise konnten vielleicht auch
symmetrische Acyloine aus anderen a-Ketossuren und den zugehdérigen
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 CO,-Abspaltung entstehend) erforderlich und weiterhin nach
NEUBERG ein, Carboligase genanntes Enzym. Dagegen soll nach
DirscHERL! die Acyloinsynthese allein mit der Carboxylasewirkung
zusammenhéngen. Dagegen sprechen allerdings die Unterschiede. im
Verhalten des carboligatischen und carboxylatischen Wirkungsfaktors
gegeniiber duBeren Kinfliissen; gegen die rein chemische Bildungs-
welse der Acyloine unter Beteiligung des naszenten Acetaldehyds
spricht auch die optische Aktivitét der erzeugten Acyloine (NEUBERG).
Die spezifische Drehung des Acetoins ist bei den einzelnen Organismen
verschieden?, und betridgt 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 entschieden?. Die Fahigkeit
zur Bildung von Acetoin (bzw. 2, 3-Butylenglycol) kommt jedenfalls
sehrvielen Organismenwie auch der hoheren pflanzlichen und tierischen
Zelle zu*.

Verlauf der Acyloinsynthese in girender Zuckerlésung: Der Um-
satz erfolgt in analoger Weise wie bei der zweiten, dritten und vierten
Vergdrungsform, indem der bei der Zuckerspaltung entstehende Acet-
aldehyd durch die Acyloinbildung gewissermaflen abgefangen, und
so der weiteren Umsetzung entzogen wird; als Reduktionsdquivalent
tritt daher auch hier Glycerin auf?: :

C,H,,0; + R . CHO = CH,0H . CHOH . CH,0H +
CH,.CO . CHOH . R + CO,.

In Gegenwart von Brenztraubensiure ist der Reaktionsverlauf:
CH,.CO .COOH + R .CHO =CH,.CO .CHOH.R + CO,.

1 DirscHERL: H. 188, 225 (1930).

2 Tomrvasu: Bio. Z. 292, 234 (1934).

3 Vgl. dazu auch Tomivasu: Bio. Z. 289, 97 (1936) sowie DIRSCHERL
und Scuoruic H. 252, 70 (1938).

4 Literatur vgl. bei Tomrvasu: Enzymologica 8, 263 (1937).

5 ErioN: Biochem. Z. 169, 471 (1926).
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b) Die Hydrierungen in géirenden Zuckerlésungen erstrecken sich
vor allem 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, daB der sonst fiir 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:

CH,OH . CO . CH,0 . PO,H, +R . CHO + H,0=
CH, . CO . COOH +R . CH,0H +H,PO,.

Es wird daher der gemiB der rein formellen Gleichung
C¢H, .0 =2 CH,.CHO +2CO, +2 H,

entstehende ,,Gérungswasserstoff* auf die zugesetzten Wasserstoff-
acceptoren iibertragen, wobei sich demnach als Aquivalent Acet-
aldehyd anhédufen muf. Dagegen scheinen bei der Hydrierung
von Doppelbindungen besondere Verhédltnisse vorzuwalten,
denn dabei konnte kein Acetaldehyd aufgefunden werden. (F. G.
F1scHER.) Sehr bemerkenswert ist, daB sich Hydrierungen von Doppel-
bindungen auch mit Fermentlosungen aus Hefe durchfiihren lassen,
doch ist dazu die Anwesenheit von ,,gelbem Ferment* (WARBURG)
erforderlich; die hydrierte Stufe desselben wirkt dabei als H,-
Ubertriger. Das Flavinenzym wird durch Bestandteile des iibrigen
Dehydrasensystems hydriert. Carbonylgruppen werden unter diesen
Bedingungen nicht reduziert?.

Die prdparative Bedeutung der biochemischen Hydrierungen be-
steht vor allem darin, daB auf diesern Wege gewisse leicht zersetzliche
oder verdnderliche Substanzen reduziert werden kénnen (z. B.
Tetracetylgluco-coniferylaldehyd zum betreffenden Alkohol, oder halo-
genierte Aldehyde und Ketone zu den zugehérigen Alkoholen
ohne Eliminierung des Halogens, also im Gegensatz zu den rein
chemischen Verfahren). Weiterhin verlduft die biochemische Hydrie-
rung assymmetrisch, also unter Bildung optisch aktiver Produkte
(z. B. sekundérer Alkohole aus Ketonen usw.). SchlieBlich erméglicht
dieselbe auch eine stufenweise Reaktion, indem vielfach nur bestimmte
Gruppen sofort angegriffen werden und andere erst spiter (z. B.
Uberfithrung von Benzil in Benzoin, Reduktion von Sorbinyliden-
brenztraubensiure zundchst 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 Bakteriengirungen.

A. Die Milchsiiure- und Propionsiuregirung.

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 Herkunft werden in Kolben mit je
100 cem 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 cem mittels n/10
Lauge) deutet auf die Anwesenheit von Lactobac. Delbriickii hin.
(Wenn sich an der Oberfliche eine weillgraue trockene Haut ge-
bildet 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 Sdurewert
in einige Ansitze mit steriler Maische oder Wiirze eingeimpft.
Die Saurebildung wird durch Titration kontrolliert und diese
Ubertragung des o6fteren wiederholt, um die Kultur von allen-
falls vorhandenen Heubacillen zu befreien (diese vermogen zwar
in gesiuerten Fliissigkeiten nicht zu wachsen, doch bleiben deren
Sporen erhalten).

Die Reinziichtung wird in PETRI-Schalenkulturen in Getreide-
maische-agar oder Wiirzeagar vorgenommen. Bildung von Kolonien
bei 40—45° nach 24 Stunden; dieselben sind %—1 mm groB,
rundlich, flach, wasserhell oder weilllich und glinzend. 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 Calciumcarbonat.

Wenn das Bacterium durch Hitze, Siure oder Alter gelitten
hat, so wichst es auf Agar nicht an. Es ist dann eine Ubertragung
einer kleinen Menge der betreffenden sauren Maische in sterile siie
Maische oder Wiirze erforderlich (eventuell mit CaCQO;). Nach
24 Stunden bei 40—45° findet hierauf in der Regel wieder Wachs-
tum statt.

b) Gewinnung von Milchsiurebakterien und anderen Orga-
nismen aus Mileh. ) Je 50 ccm frische Milch werden in kleinen
ErLENMEYER-K6lbchen (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 zusammenhingende, kurz-eiformige Zellen.

Bei 30°: Fast nur Bact. lactis acidi (das bei dieser Temperatur
die iibrigen Organismen unterdriickt).

B) 50 ccm frische Milch werden in einem Kélbchen mit Watte-
verschlufl 10 Minuten lang in einem siedenden Wasserbad er-
hitzt. 24 Stunden bei 40° aufbewahrt. Die Probe ist nun griinlich
gefarbt, nicht geronnen (das Eiweifl ist peptonisiert), die mikro-
skapische Untersuchung ergibt Heubacillenarten (stark beweg-
liche, lange Zellen). Die nicht sporenbildenden Milchsiurebakterien
werden durch das Erhitzen abgetétet.

) Eine Flasche von 50 cem Inhalt wird mit frischer Milch még-
lichst voll gefiillt, 10 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, noch
heifl mit einem Kork fest verschlossen und bei 40° stehen gelassen.
Nach 24 Stunden ist starker Buttersiuregeruch wahrnehmbar,
die mikroskopische Untersuchung ergibt unbewegliche Butter-
sdurebakterien, die unter den anaeroben Bedingungen zur Ent-
wicklung gelangen.

¢) Untersuchung von Joghurtpriparaten. Die Priparate werden
zundchst der ,,Joghurtbereitungsprobe‘ unterworfen: Einbringen
einer Probe in abgekochte Milch bei 40—54° und Stehenlassen
bei iiber 4091, Nach einigen Stunden kann die bakteriologische
Untersuchung vorgenommen werden. Man findet meist kérnchen-
freie (stark siuernde) und kérnchenhaltige (schwicher sduernde)
Langstébchen (Lactobac. bulgaricus), ferner Streptococcus thermo-
philus (meist lange, vier bis zehngliedrige Ketten) und héufig
das Bact. lactis acidi. Die Trennung der Bakterien gelingt besonders
durch Ziichtungen bei verschiedenen Temperaturen?,

21. Ubung.
Herstellung von Impfkulturen und Bakterienpriparaten.

a) Herstellung von Impfkulturen fir die Durchfithrung pré-
parativer Géarversuche. Z. B. Lactobac. Delbriickii, in drei Stufen,

1 Bei der Herstellung von Joghurt im Haushalt geht man so vor,
daB die auf %/; eingekochte Milch bei 45° mit einer Reinkultur oder
mit etwas fertigem Joghurt versetzt wird. Nach sorgfialtigem Um-
schiitteln wird das Gefall mit Tiichern gut umgeben, damit es sich
moglichst langsam abkiihlt; nach 3—4 Stunden i1st der Joghurt fertig
(eine dicke, schwach saure, aromatisch schmeckende Milch, die allerlei
Darmstérungen zu beheben vermag).

? Vgl. HENNEBERG, Hdb. d. Gérungsbakteriologie Bd. 2, S.142.
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und zwar: 1. Eine Reinkultur des Lactobac. Delbriickii wird in
10 cem steriler Malzwiirze (ungehopfte Bierwiirze) von 8—10° Bllg.
eingeimpft, nach 24 Stunden bei 42—45° Tritbung der Flissigkeit,
mikroskopische Priifung der Reinheit der Kultur. 2. Zusatz der
ganzen Kultur zu 100 cem steriler Malzwiirze (wie zuvor), die noch
10 g Rohrzucker oder Glucose und 15g CaCO; (Schlimmkreide)
enthilt (Kolben mit Garaufsatz), 3—4 Tage bei 48—490. 3. Die
girende Maische von 2. wird in zwei Kolben mit je 500 cem steriler
Wiirze-Rohrzuckerlosung (Zusammensetzung wie zuvor) mit CaCO,
eingeimpft. Nach 3—4 Tagen Verwendung dieser Kulturen fiir
die Impfung praparativer Gérversuche (vgl. Ubung 22b und c).

b) Herstellung von Massenkulturen der Bakterienl. Z. B.
Propionsdurebakterien. Ziichtung in einer klaren Losung, ent-
haltend 20 g Pepton, 10g Na-lactat und 1,5 g KH,PO, in 1000 ccm
Leitungswasser (pg 6,8). 4 Tage bei 35°. Zentrifugieren, Bakterien-
masse in Wasser suspendieren und wieder zentrifugieren, auf
porésen Tontellern in sehr diinner Schicht trocknen. Ausbeute
an Trockenpraparat etwa 30 g pro 100 1 Nahrlosung. Bakterien-
zihlung in der feuchten Bakterienmasse.

¢) 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-
rithrt, 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 Pri-
paraten monatelang haltbar.

22. Ubung.
Die Milchséduregiirung,

a) Analytisecher Giirversuch unter quantitativer Verfolgung des
Girverlaufes. In einem 300 ccm-Kolben 200 cem Losung, ent-
haltend 59, Glucose, 0,5%, Pepton, 0,2%, KH,PO,, 0,05%, MgSO,,
0,01%, NaCl; nach dem Sterilisieren mit 20 cem einer Wiirzekultur
des Lactobac. Delbriickii (vgl. Ubung 21a, zweite Stufe) geimpft.
GarverschluBl aufgesetzt (mit Hg gefiillt, um Verdunstung ein-
zuschréinken). Nach 24 Stunden 3g CaCO, zngesetzt, 6—8 Tage bei

1 VirraNEN: Soc. Scient. Fenn. 2, 20 (1925). — Vgl. ferner:
NEUBERG und SCHEUER: M. 53/64, 1031 (1929) — Bact.. Zéhlung in
der Bakterienmasse vgl. Vikranen: H. 184, 300 (1924); 138, 136
(1924); 148, 71 (1925).
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43—45° Entnahme von je 15 ccm Probe nach etwa 6—8 Stunden
(Gdrungsbeginn) und sodann noch etwa sechs- bis achtmal in
Intervallen von je 24 Stunden, bis zum Aufhéren der Gérung.
Die jeweils entnommene Probe wird sofort in ein trockenes
Kolbchen filtriert. Analytische Bestimmungen im Filtrat:

Glucosegehalt. Feststellung der Glucose-Abnahme vom Beginn
der Géarung bis zum Aufhéren derselben; zunéchst an 1 ccm Probe
und dann ansteigend bis 5 cem. Nach der Zuckerbestimmungs-
methode von BERTRAND : Erforderliche Lésungen: I. 40 g krystalli-
siertes Kupfersulfat in 11 Wasser gelost. II. 200 g Seignettesalz
und 150 g Atznatron in Wasser geldst, auf 11 aufgefiillt. IIL. 50 g
Ferrisulfat in 200 ccm reiner konzentrierter Schwefelsdure gelost,
auf 11 verdinnt (Losung mufl frei von reduzierenden Stoffen
sein, Priifung mit Kaliumpermanganatlésung). 1V. n/10-Kalium-
permanganatlosung. Probe mit 20 cem Lésung I und IT versetzt,
genau 3 Minuten im gelinden Sieden erhalten (Sanduhr). Cu,O
absitzen lassen (Schrigstellen des ERLENMEYER-Kolbens). Uber-
stehende Fliissigkeit (noch blau gefirbt) méglichst vorsichtig ab-
dekantiert (unter Benutzung eines Asbestfilterréhrchens, in das
aber nach Moglichkeit kein Niederschlag gelangen soll), mit
heilemm Wasser durch vorsichtiges Dekantieren zwei- bis dreimal
ausgewaschen. Niederschlag (samt eventuell im Asbestfilter-
rohrchen befindlichen Anteilen) in einer ausreichenden Menge
der Losung IIT (15—25 cem) gelost und mit Losung IV titriert.
Farbumschlag sehr deutlich. 1 cem n/10-KMnO, = 6,36 mg Cu.
Ermittlung der &quivalenten Glucosemenge mit Hilfe einer
empirischen Tabelle oder Kurvenabbildung (vgl. Anhang II, 1a).

Calciumgehalt. Zunichst an etwa 10 ccm, spéter an 5 cem,
in iiblicher Weise: Fillung der siedenden Losung mit heifler
Ammonoxalatlésung, Filtrieren nach dem Absitzen, Auswachen,
Losen in etwa 20%iger Schwefelsiure und Titrieren mit n/10-
KMnO,-Losung. 1 cem =2,004 mg Ca =9,005 mg Milchsiure.
Wiedergabe der gefundenen Glucose- und Milchsiurewerte in
Form von Kurven.

Qualitativer Nachweis der Milchsdure. 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 der Milchsidure 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, enteiweifit und ent-
zuckert und sodann die Milchsdurebestimmung durchgefiihrt?!,

b) Priiparativer Versach I: Milchséiuregewinnung aus Stirke.
Herstellung der Maische durch Verzuckerung von Kartoffelstirke
mittels Malz: In einen emaillierten Blechtopf von 10 1 Inhalt wird
1 kg Kartoffelmehl (mit etwa 759, Stirkegehalt) in ungefdhr 51
Wasser unter gutem Riihren eingetragen, innerhalb 15—1 Stunde
auf 70—75° zwecks Verfliissigung des Stérkekleisters erwirmt,
auf 56° abgekiihlt und 60 g Malzschrot 2 eingetragen, 4—3 Stunden
erwirmt (allmdhlich bis 60°), Proben zur Feststellung der Ver-
zuckerung entnommen (Prifung auf Stirke und Dextrine mit
Jodlésung), schlieBllich Temperatur auf 80° gesteigert, sodann das
ganze auf ein Volumen von etwa 71 gebracht, auf 50° abgekiihlt,
in das Gérgefs3 eingefiillt (unten tubulierte, mit Ablaufhahn und
Riihrwerk versehene 10 1-Flasche, vgl. Abb. 9, S. 73), 400 g sterile
Kreide und 500 cem einer Bierwiirzekultur des Lactobac. Del-
briickii (vgl. Ubung 21 a, 3. Stufe) zugesetzt. Etwa 12 Tage bei
45—46°, unter zeitweisem Aufriihren des CaCO;. Probeentnahme
und Prifung mit Femninascher Lésung. '

Gewinnung des Ca-Lactates: Vergorene Maische nach Zusatz
von etwas Kalkmilch bis zur schwach alkalischen Reaktion in
einem Topf aufgekocht und filtriert, ausgewaschen, im Vakuum
auf etwa 1/3 verdampft. Krystallisation von Ca-Lactat beim Er-
kalten (eventuell Animpfen), nach 1—2 Tagen im Eisschrank ab-
gesaugt, abgepreBt, mit wenig Fiswasser angeteigt und nochmals
abgeprefit. Man erhilt Ca-Lactat mit drei Mol Krystallwasser. Aus
der Mutterlauge in analoger Weise eine weitere Menge gewinnbar.

¢) Priparativer Girversuch II: Milchsfiuregewinnung aus Rohr-
zucker nach dem Zulaufverfahren. Apparatur wie bei b), aber
mit Tropftrichter versehen. Maische: 11 Bierwiirze, 41 10%ige
Rohrzuckerlosung und etwa 50 g Malzschrot (oder Kleie usw. als
Tragermaterial fiir die Ansiedlung der Bakterien3, nach dem
Sterilisieren eingefiillt, mit 750 g Schlimmkreide und 500 ccm
einer Bierwiirzekultur des Lactobac. Delbriickii (vgl. Ubung 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 Milchsédurebestim-
mung wurde von Fucrs [H. 221, 271 (1933)] beschrieben.

2 Dieses enthilt auch die fiir Milchsédurebakterien besonders wich-
tigen loslichen Eiweiistoffe und Phosphate. Eventuell wird noch
Superphosphat und Ammonsulfat zugesetzt.

-3 Blanke Gérmaischen sind zu vermeiden, da sich die Bakterien
absetzen und Wachstum und S#éurebildung schwicher sind.

Bernhauer, Girungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 11
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versetzt, bei 45° vergiren lassen, etwa alle 4—5 Stunden einige
Minuten gut durchrithren. Vom 5.—15. Tag an taglich 200 ccm einer
50%igen Rohrzuckerlosung zusetzen (insgesamt noch etwa 1 kg
Rohrzucker) ; sodann Gérung 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 freien Milchsdure. Ca-Lactat unter Zusatz von
Tierkohle aus moglichst wenig heilem Wasser umkrystallisiert;
das aus dem Filtrat wie oben gewonnene Produkt nach dem Ab-
pressen mit der dquivalenten Menge 509,iger Schwefelsiure um-
gesetzt. Gips abgesaugt, ausgewaschen, Filtrat im Vakuum so weit
eingedampft, daf eine etwa 709,ige ,,technisch reine‘* Milchséure
entsteht. Reinigung derselben: Extraktion der 709%igen Milch-
siure in einem kontinuierlichen Apparat mit Ather, dtherische
Losung mittels Tierkohle vollig entfirbt. Ather abdestilliert. Man
erhilt eine etwa 90%ige, reine Milchséure.

Anhang I: Technologie der Milchsduregédrung.

Ausgangsmaterialien: In Deutschland gewéhnlich Kartoffelstarke,
seltener Mais- oder Reisstirke und Rohrzucker; in Italien: Molken,
Zuckerriibensaft, Melasse; in USA. Zuckerrohrmelasse, Reisstéirke,
Glucose.

Technische Bakterien: Ganz iiberwiegend Lactobac. Delbrickii,
manchmal auch Bact. lactis acidi Leichmann (vergért auch Milch-
zucker). Infektionsgefahr durch gleichfalls wérmestabile Bakterien,
besonders Essigsdure- und Buttersdurebildner (dabei kommt es zu-
nichst zu trigen, dann sehr stiirmischen Gérungen). Herstellung der
Bakterienkulturen in groB3en Reinzuchtapparaten.

Herstellung der Maische: Verzuckerung der Starke mittels Malz,
direkt in den Gérbottichen in iiblicher Weise (fiir 1333 kg Kartoffel-
mehl mit 759, Starkegehalt 80 kg Griinmalz oder Malzschrot). Zusatz
von Schlimmkreide (509, der Stiarke). Die Maische enthélt 10—119,
Maltose (oder Glucose).

Garverlauf: Zusatz der Impfmaische aus dem Reinzuchtapparat.
Nach 6—8 Stunden Eintritt der Géarung; alle 2 Stunden wird die
Kreide aufgeriihrt. Nach 8 —10 Tagen bei 49° ist die Gérung beendet.

Gewinnung der technischen Milchsiure: Zusatz von Kalkmileh,
Aufkochen, Absitzen lassen, Abziehen der klaren Lésung, Abpressen
in Filterpressen. Im Vakuum auf 28-—-30° Bé verdampfen, dann mit
einem Gemisch von 509 iger Milchséure und Schwefelsdure versetzt,
Gipsbrei abfiltriert, Lésung ergibt die 50 %ige technische Milchsdure
des Handels.

Gewinnung von GenuBmilchsdure (chemisch-reine Milchséure) aus
dem gereinigten Ca-Salz nach dem Umsetzen desselben mit Schwefel-
sdure durch Atherextraktion.
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Optische Aktivitit der Milchsdure. Die technisch verwendeten
Organismen erzeugen in der Regel inaktive Milchsiurel, manchmal
zeigt dieselbe aber auch schwache Drehung. Es wurden aber auch Milch-
sdurebakterien in Reinkultur gewonnen, die entweder nur die 1- oder
die d-Form, oder inaktive Sédure produzieren?. — Die technische Er-
zeugung der d-Sdure, die aus erndhrungsphysiologischen Griinden
wichtiger ist3, 148t sich unter Verwendung geeigneter Organismen
ohne Schwierigkeiten bewerkstelligen®. Hinsichtlich der Erzeugung
von d-Milchsédure durch Pilze vgl. Nachtrag. Von Interesse ist ferner die
Racemisierung von d- oder 1-Milchséure durch ein in Butylbakterien
vorkommendes Fermentsystem?®. — Siehe auch Nachtrag. °

Hinsichtlich verschiedener Faktoren der Milchsiuregirung®, der
Aktivitét der Organismen 7, der Vergirung hochkonzentrierter Zucker-
Iésungen ® vgl. die Originalliteratur.

Schlielich sei auch noch darauf hingewiesen, da nach SCHRADER °
durch den technischen Maischebacillus (Lactobac. Delbriickii) stets auch
wechselnde Mengen von Essigsidure und Ameisenséure gebildet werden.
Diese Frage bedarf aber wohl noch einer eingehenderen Priifung.

Anhang II: Grinfuttersilierung.

Bei allen biologischen Verfahren zur Grinfuttereinséuerung wird
eine moglichst reine Milchséuregdrung angestrebt. Die dabei auf-
tretende freie Milchsdure (bis etwa 29,) wirkt konservierend (besonders
fiir das pflanzliche EiweiB). Um ein Uberwiegen der Milchsiure-
bakterien zu erreichen, miissen bestimmte Bedingungen genau ein-
gehalten werden.Von Bedeutung wurde vor allem das Kaltgirverfahren :

Ausgangsmaterialien: Klee, Bohnen, Riibenblitter, Lucerne,
Futterriuben, Kartoffeln usw.

Organismen : Bei niederen Temperaturen (8— 20°) Bact. lactis acidi,
bei mittleren Temperaturen (20— 35°) Lactobac. cucumeris, bei
héheren Temperaturen (35— 55°) Lactobac. Delbriickii. — Die anderen
Organismen (heterofermentative Milchséurebakterien, butylogene
Bakterien u.v.a.) sind unerwiinscht, aber nicht véllig ausschaltbar.

Durchfithrung des Prozesses: Das moglichst saubere Material wird
gehiickselt (da rascher Saftaustritt erforderlich ist), in die wasser-

! PEDERSON, PETERSON und FRED: J. biol. Chem. 68, 160 (1926). —
ScHRADER: C. Bact. IT, 84, 1 (1931).

2 Tarum, PETERSON und FRED ! Bioch. J. 26, 846 (1932).

3 Im tierischen Korper kann nur diese verwertet werden.
= *Tarum und PeTERSON: Ind. Eng. Chem. 27, 1493 (1935).

5 Tatum, PETERSON und FreD: Bioch. J. 80, 1892 (1936).

¢ RAEN, HEGARTY u. DENEL: J. Bact. 85, 547 (193R). -— RAHN
u. HEGARTY: Proc. Soc. exp. Biol. Med. 38, 218 (1938). — H. G. WooD,
A. A. ANDERSON u. C. H. WERKMAN: ebenda 36, 217 (1937). Uber
den EinfluB von Pantothensiure und Nikotinséure auf Milchsdure-
bakterien vgl. SNELL, STRONG u. PETERSON: Bioch. J. 81, 1789 (1937);
Am. Soc. 60, 2825 (1938). Hinsichtlich der wachstumsférdernden
Wirkung von Flavinen vgl. SNerr und StrRONG: J. biol. Chem. 128,
Se. Proc. 112 (1938). '

" K. J. Rubakow: Bl USSR. Inst. agr. Mikrobiol. 8, 123 (1936).

8 WursTER : Molkereiztg. 1937, 2190.

9 ScERADER: C. Bact. IT 84, 1 (1931).

11*
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dichten Silobehilter eingefullt, und zwecks Verdrdngung der Luft
mdéglichst fest gelagert (mit Hilfe von Trettieren). Eventueller Zusatz
von Viehsalz (bis 0,29, zwecks Beschleunigung des Saftaustrittes)
sowie von Zucker (besonders bei eiweifireichen Pflanzen; bis 0,59,
in Form von Melasse, Rohzucker oder Holzzucker) und eventuell
von Mineralsduren, um einen geeigneten pH-Wert einzustellen. Luft-
dichter Abschlu3 des Silos durch einen schweren Deckel oder eine
Lehmschicht. — Entscheidend fiir das Gelingen ist eine sofort ein-
setzende kréftige Milchsduregérung.

Beurteilung des Silofutters auf Grund des Verhédltnisses von Milch-
sdure zu Essigsdure zu Buttersdure; und zwar bei Klasse I etwa
2/,:1/5:0 oder 3/,:1/,:0, Klasse IT etwa 1:1:0, Klasse III: etwas
Buttersiure vorhanden, Klasse IV : viel bis iiberwiegend Butterséure,
Klasse V: ungeeignet (jauchig).

23. Ubung.
Die heterofermentative Milchsduregirung.

a) Die Vergirung ven Glucose' (Essigsiure-Glycerin-Girung
neben Milehsiure-Athanol-Girung). Nihrlosung: 20 g Glucose
gelost in 100 cem Wasser, 6 g K,HPO, und 6 g KH,PO, gelsst
in 400 com Wasser sowie 500 cem Hefewasser? (1:10; vgl
S. 34), in dem noch 10 g Pepton gelost sind, werden getrennt
sterilisiert (20 Minuten im Autoklav), dann vereinigt (pg 6,2)
und mit 25 cem einer 3 Tage alten Kultur von Lactobacillus
lycopersici oder Lactobacillus mannitopoeus u. a. im gleichen
Medium geimpft. Die Géirung wird unter dauerndem Durch-
leiten eines sauerstoffreien Stickstoffstromes etwa 3 Wochen bei
30% durchgefithrt. In Intervallen von einigen Tagen werden
2—-5 cem Probe zur Bestimmung des Zuckergehaltes entnommen.

Bestimmung des Zuckergehaltes nach LEHMANN - MAQUENNE-
ScHOORL (ohne Enteiweiflung)?: Das CuO wird in der gleichen
Weise wie bei der BErRrrRanNDschen Methode abgeschieden (vgl.
S. 160), nur muB die Kupfersulfatlosung genau einpipettiert
werden. Nach dem Erkalten setzt man, ohne zu filtrieren, 10 ccm
einer 30%,gen Kaliumjodidlésung und 10 cem 25%,ige Schwefel-
saure zu. Das durch das iiberschiissige Kupfersulfat ausgeschiedene
Jod wird sofort in iiblicher Weise mit n/10-Thiosulfatlésung

1 Vgl. NeLsoN und WEREMAN: J. Bacter. 30, 547 (1935).

2 Oder 3 g Hefeextrakt (Difco) in 500 ccem Wasser.

3 Da in Gegenwart von Eiweifl das CuO zum Teil in Lésung ge-
halten wird, miiBte bei allen Methoden, bei denen die Zuckermenge
durch direkte Bestimmung des CuO ermittelt wird, das Eiweil
zunichst entfernt werden. Dagegen ist die obige Methode auch zur
Zuckerbestimmung in eiweihaltigen Losungen geeignet, da sie vom
abgeschiedenen CuO unabhéngig ist und das in Lésung befindliche
Cull bestimmt.
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titriert. Unter gleichen Bedingungen fithrt 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 cem n/10 Na,S,0, = 6,36 mg Cu.

Bestimmung des CO,: Erfolgt in einem an das Ableitungsrohr
des Kolbens angeschlossenen Kaliapparat (gravimetrisch); zur
Bestimmung des noch in Losung befindlichen CO, wird ein aliquoter
Teil des Mediums angesduert und unter RiickfluBkiihlung erhitzt;
durch einen die Fliissigkeit durchstreichenden Strom von CO,-
freier Luft wird die Kohlenséure ausgetrieben und in einen Kali-
apparat zwecks gravimetrischer Bestimmung iibergefiihrt.

Bestimmung der fliichtigen Sduren (Essigsdure). 100 cem des
Mediums werden mit Wasserdampf destilliert und das Wasser-
dampidestillat (etwa 500 ccm) titriert.

Bestimmung der Milchsdure: Extraktion von 100 cem der
Niahrlésung 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 ccm des Mediums werden
mit NaOH alkalisch gemacht und auf 10-—15 ccm verdampft;
der Riickstand mit frisch geglihtem Natriumsulfat behandelt
und das so erhaltene trockene Pulver mit Ather erschépfend
extrahiert (etwa 3 Tage). Nach dem Entfernen des Athers wird
an aliquoten Teilen das Glycerin nach WacENAARs Methode!
oder nach ZEiSEL-FANTO-STRITAR (vgl. S.120) bestimmt.

b) Die Vergirung der Fructose (Essigsiure-Mannit-Girung
neben Milehsiiure-Athanol-Girung)2. 500 ccm einer 6%igen
Fructoselosung und 500 cem einer Nihrlosung, bestehend aus
Hefeautolysat 1:5 (oder 1,2%, Difco), 0,1%, NaH,PO, und 0,39,
Na,HPO, werden getrennt sterilisiert (wie unter a), dann ver-
einigt und wie oben geimpft. Nach dem VerschlieBen mit einem
Géaraufsatz 1iBt man bei etwa 34 ausgéren (10—14 Tage). Eine
raschere Vergérung wird durch Anwendung von Bakterienmassen
erreicht3, — Die Bestimmung der Essigsdure, Milchsiure und
Fructose erfolgt in gleicher Weise wie bei Versuch a).

Bestimmung des Mannits*: 100 cem der vergorenen Lésung,
die keine Fructose mehr enthalten soll 8, werden enteiweilt (durch

1 WAGENAAR: Pharm. Weekblad 48, 497 (1911).

? Nach Versuchen von J. Jakowarz: Diss., Prag 1938.

3 BoLcaTo: Ann, Chim. Appl. 23, 405 (1933).

¢ Nach SmiT: Z. anal. Chem. 53, 473 (1914).

5 Falls noch Fructose vorhanden ist, wird dieselbe mittels Hefe
vergoren.
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Zusatz von 5 cem Kisessig und 25 cem einer 0,5 molaren Blei-
acetatlosung, filtrieren iiber Kieselgur, Entfernen des Bleies mittels
H,S und nochmalige Filtration), die Milchsdure wird durch
Extraktion mit Ather entfernt (der Atherextrakt kann zur Be-
stimmung der Milchsiure verwendet werden), dann wird die
Losung auf ein bestimmtes Volumen gebracht und 50 cem in
einen 100 cem-MaBzylinder mit eingeschliffenem Stopsel einge-
fille. 25 cem 4 n-NaOH und 25 cem Kupfersulfat (125 ¢
CuS0, . 5 H,0 im Liter) zugesetzt. Nach kriftigem Umschiitteln
148t man 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Von der
iiberstehenden klaren Fliissigkeit werden 25 ccm herauspipettiert
und 10 cem 309%ige KJ-Losung sowie 10 com 25%ige H,SO,
zugesetzt. Das frei gesetzte Jod wird mittels n/10 Na-Thiosulfat
titriert!. Die Mannitmenge ergibt sich auf Grund einer empirischen
Tabelle (XVI).
Tabelle XVI.

a b a b a b a b a b
0,25 — 4 | 1428 | 11 | 378,14 | 18 | 596,9 | 25 822,6
0,5 8,3 5| 176,7 | 12 | 410,8 | 19 | 628,1 | 26 855,6
1,0 27,4 6| 210,0 | 13 | 441,6 | 20 | 659,7 } 27 888,6
1,5 47,8 71 2433 | 14 | 472,4 |} 21| 6919 | 28 930,9
2,0 68,0 8 | 277,0 | 15 | 503,1 | 22 | 724,1 | 29 992,4
2,6 88,0 9| 310,7 | 16 | 534,4 | 23 | 756,6 | 29,1 ! 1000,0
3,0 107,1 | 10 | 3444 | 17 | 565,6 | 24 | 789,6 ‘

a = ccm n/10 Thiosulfat pro 25 cem Mischung.
b =mg Mannit in 100 ccm Mischung.

Isolierung des Mannits2. 500 ccm der vergorenen Losung
im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt; die Masse zur Ent-
fernung organischer Sauren usw. wiederholt mit Ather extra-
hiert. Der zuriickbleibende Sirup mit der gleichen Menge Alkohol
versetzt, wobei sich aus dem Hefewasser stammende Verun-
reinigungen ausscheiden. Filtrat mit der 2—3fachen Menge

! Die Bestimmung des Mannits erfolgt grundséatzlich in derselben
Weise wie die Glycerinbestimmung nach WAGENAAR. Prinzip: Mehr-
wertige Alkohole hemmen die Fillung des Kupferhydroxyds in
alkalischer Losung. Es bleibt also eine dem vorhandenen Mannit
entsprechende Menge Kupferhydroxyd in Lésung, durch die dann
eine dquivalente Menge Jod frei gesetzt wird. ]

2 Vgl. BorcaTo: Ann. Chim. Appl. 23, 405 (1933). — Vgl. ferner
Yamasak: und Simomura: Bio. Z. 291, 340 (1937); Bildung von
Mannit aus Glycerin durch Schlmmelpllze
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Alkohol versetzt, beginnt rasch zu krystallisieren. Nach dem
Stehen im Eiskasten abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen
und getrocknet. — Aus dem Filtrat kann man nach nochmaligem
Abdampfen bis zur Sirupkonsistenz und Zusatz der 3—4fachen
Menge Alkohol noch einen Anteil erhalten. Gesamtabscheidung
fast quantitativ. Aus wenig Wasser umbkrystallisiert (dicke
rhombische Prismen) oder aus Alkohol (seidenglianzende Nadeln);
Schmelzpunkt 166°.

Identifizierung des Mannits: Darstellung der Tribenzalver-
bindung?®. Schmelzpunkt 213-—217°.

24. Ubung:

Gewinnung und Umwandlung von Zwischenprodukten der Milch-
sduregarung.

a) Bildung von Methylglyoxal2. 1000 cem 4%,iger Mg-Hexose-
diphosphatlosung (wie in Ubung 12a,S. 134), 10g Trockenbakterien
(Herstellung vgl. Ubung 21 ¢, S. 159) (z. B. Aerobacter aerogenes)
und 10 cem Toluol, ebenso Vergleichsversuch (100 cem des gleichen
Ansatzes aber ohne Bakterien), in einer verschlossenen Flasche
(oder Kolben) 48 Stunden bei 37° belassen. Sodann Zusatz von
etwa 2—3 g Fullererde, zentrifugieren, eventuell noch filtrieren.
Klares Filtrat auf 1000 ccm auffiillen und zur Prifung 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®.
400 ccm des Filtrates, ohne Enteiweiung mit 5 g festem neutralem
Hydroxylaminsulfat versetzt und 1 Tag im Thermostaten stehen
gelassen, dann mit Natriumsulfat gesattigt und erschopfend mit
Ather extrahiert (eventuell unter Zusatz von etwas Alkohol zur
Beseitigung von Emulsionen). Atherausziige vereinigt, mit frisch
geglithtem Natriumsulfat getrocknet, unter gleichzeitiger Zugabe
von Calciumcarbonat (zur Entsduerung); filtriert, Losungsmittel
entfernt, Riickstand im Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd
belassen, wobei Krystallisation stattfindet. Aus moglichst wenig

1 Fiscuer und Fav: B. 28, 1979 (1895). — PeTTE: B. 64, 1567

(1931).
? Vgl. NeuBeEre und KoBEL: Bioch. Z. 207, 232 (1929). —
FromacEOT: Bioch. Z. 216, 467 (1929). — NEUBERG u. SCHEUER:

M. 53/54, 1031 (1929); B. 63, 3068 (1930).

3 Vgl. NEUBERG und ScHEUER: M. 53/64, 1031 (1929); weitere
Moglichkeit 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(C3H;O,N,),]: Zusatz von Nickelacetat (m-Nickelsalz-
16sung + 3 m-Natriumacetat). Bildung eines rotvioletten Nieder-
schlages, der beim Erwirmen 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 cem Wasser, nach Zusatz von 5 g CaCOj; in einer
verschlossenen Flasche bei 37° stehen gelassen (Kontrollversuch
analog, aber ohne Methylglyoxal). Probeentnahme nach der
4. Stunde: je 10 cem filtriert, mit Trichloressigsiure enteiweillt
und mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin gepriift (wie in Ubung 9a).
Aufarbeitung, sobald keine Fillung mehr eintritt (nach etwa
5—10 Stunden). Fliissigkeit aufgekocht und nach Zusatz von
etwas Fullererde filtriert oder zentrifugiert. Bestimmung des
Ca-Gehaltes in 50 ccm Probe in iiblicher Weise und des Milch-
sduregehaltes in 20 cem Probe gemiB Ubung 22a.

Isolierung von Zinklactatl. 800 ccm Filtrat im Verdunstungs-
kasten oder im Vakuum zur Trockne verdampft. Riickstand in
wenig Wasser aufgenommen, mit Phosphorsdure gegen Kongo
schwach angesduert, auf dem Wasserbad zum Sirup eingeengt,
mit frisch geglithtem Natriumsulfat in einer Reibschale zu einem
feinen mehlartigen Pulver verrieben. Gemisch sofort (da hygro-
skopisch) in die Papierhiilse eines SOXHLET-Apparates eingefiillt
(mit einem passenden Filter bedeckt und oberer Rand der Hiilse
umgeschlagen) und erschopfend mit Ather extrahiert (etwa
10 Stunden). Ather abdestilliert, Riickstand in Wasser aufgenom-
men, mit einem UberschuB von wasserfreiem Bleicarbonat mehrere
Stunden am Wasserbad erhitzt, dann mit Eis gekiihlt, filtriert,
mit eiskaltem 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)?.. Beim Erkalten

1 NeuBERG und KoBEL: Biochem. Z. 182, 470 (1927).

2 Beim aktiven Salz ist Einengen bis zum diinnen Sirup erforder-
lich, der erst beim Abkiihlen und Reiben mit einem Glasstab zu
einem dicken Krystallbrei erstarrt.
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Krystallbrei; abgesaugt, mit einigen Tropfen Eiswasser nach-
gewaschen, auf Ton getrocknet, einmal aus wenig Wasser
umkrystallisiert.

¢) Umwandlung von Phosphoglycerinsiure in Brenztrauben-
séurel. 26 g glycerinmonophosphorsaures Barium (vgl. Ubung 14,
S. 138) werden unter Zugabe von 60 cem 50%iger Essigsiure
mit Wasser auf ein Volumen von 360 ccm gebracht und bis zur
Losung geschiittelt; eine geringe Triibung beseitigt man durch
Zentrifugieren. 345 com des Zentrifugates mit 141 ccm 109%iger
Natriumsulfatlosung, 36,4 ccm 33%iger Natronlauge und 52,6 ccm
Wasser versetzt (Gesamtvolumen 575 cem), kriftig umgeschiittelt
und zentrifugiert. Die so erhaltene Natriumsalzlosung hat
den pg-Wert 6,6 (Gehalt an phosphoglycerinsaurem Natrium
C;H,0,PNa, =2,729).

230 cem dieser Losung werden mit 23 g der frisch geziichteten,
abzentrifugierten, noch feuchten Bakterienmasse (Lactobac. Del-
briickii, vgl. 8.159) und 10 ccm 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 Brenztraubensdure (durch Fillung mit
2,4-Dinitrophenylhydrazin, vgl. S. 136), nach dem EnteiweiBen mit
Trichloressigsiure (vgl. S. 130). Identifizierung der Brenztrauben-
sdure durch Fallung eines aliquoten grofleren Teiles beim Ver-
suchsabbruch mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Reinigung des
Hydrazons durch Abtrennen eines sodaunléslichen Anteils (Acet-
aldehyd-2,4-Dinitrophenylhydrazon vom Schmelzpunkt 165° nach
dem Umkrystallisieren) und Umféllen (vgl. S. 136), schlieBlich aus
Essigester umkrystallisieren. Schmelzpunkt 220—2220,

Anhang I: Typen der Milchsduregédrung.

Unterscheidung von zwei Typen?, je nachdem ob nur Milch-
sdure oder auch andere Girprodukte entstehen: Homofermentative
und heterofermentative Milchséduregirung3.

a) Homofermentative Milchsiiuregirung, Erreger: z. B. Lactobac.
Delbriickii, Lactobac. bulgaricus, Streptococcus lactis?. Zerlegung
des Zuckers zu 95% und dariiber geméB der Garungsgleichung:

C:H,,0 =2 CH, . 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, 5, 81, Kopen-
hagen 1919. .

3 Kruyver und DONKER: Proc. Akad. v. Wetensch. Amsterdam
98, 207 (1924).

4 Von Interesse ist ferner, da auch Organismen, die normaler-
weise keine Milchsduregirung verursachen, unter besonderen Be-



170 Die Milchséure- und Propionséduregérung.

Pentosenvergirung durch homofermentative Milchséurebakterien
z. B. Xylose durch Lactobacillus pentosus: Bildung dquimolekularer
Mengen Milchséiure und Essigsaure?!, wohl tiber Glycerinaldehyd und
Glykolaldehyd.

C:H,,0; =CH,; . CHOH . COOH + CH,; . COOH.

b) Heterofermentative Milchsiuregiirung. Erreger: Lactobacillus
fermentatus, Lactobacillus pentoaceticus, Lactobacillus lycopersici,
Lactobacillus mannitopeus, Lactobacillus acidophil-aerogenes, Lacto-
bacillus gracilis, Lactobacillus fructivorans u. a. Grundséitzlich ver-
schiedener Garverlauf, je nachdem, ob Glucose oder Fructose ver-
goren wird. .

a) Vergdrung von Glucose: Gemischte Milchsaure-Athanol-Gérung
neben der charakteristischen Essigsdure-Glycerin-Géarung. Es
finden also dabei zugleich grundsétzlich drei Garungsvorginge statt,
und zwar:

1. Normale Milchséuregérung,

2. Athanolgirung,

3. Essigsdure-Glycerin-Gérung?, gemif der Gérungsgleichung:
3 C.H,,0, +2 H,0 » 2 CH, . COOH -+ 2 CO, -}

4 CH,OH . CHOH . CH,OH.
Diese Gleichung ist wohl folgendermaBen aufzuldsen:
I CH,,0; —>» 2 CH,0OH.CHOH.CHO (—» CH,;. CHOH.COOH)
II CH,.CHOH . COOH » CH,;.CO.COOH +2H

III CH,.CO .COOH +H,0 —>» CH,.COOH +CO, +2H
IV CH,OH . CHOH.CHO +2H > CH,0H . CHOH . CH,OH.
Falls das Reduktionsprodukt Glycerin nicht in einer der Gérungs-
gleichung dquivalenten Menge auftritt, wird es zur Entwicklung von

dingungen dazu veranlaBt werden kénnen; Umschaltungenanderer
Garungen in Milchsguregédrung:

a) Umschaltung der alkoholischen Hefegérung in Milchsaure-
girung (E. AusAcEN und NEUBERG: Biochem. Z. 264, 452, 1933;
E. und T. AUHAGEN: Biochem. Z. 268, 247, 1934), indem durch
bestimmte MaBnahmen die Glykolase weniger als die anderen Enzyme
gehemmt wird; es bildet sich also zunéchst Methylglyoxal und aus
diesem die Milchséure unter der Einwirkung der durch Glutathion
aktivierten Ketonaldehyd-Mutase. Dies bildet zugleich eine Stiitze
fiir die Anschauung, dafl Methylglyoxal auch bei der Hefegérung
entstehen mufl (vgl. S. 16 und 135).

b) Umschaltung der Coligérung in reine Milchsduregdrung
(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 Milchséure beobachtet.

¢) TUmschaltung der Buttersduregdrung in Milchsduregirung
(Kusowirz: Biochem. Z. 264, 285, 1935). In Gegenwart von CO werden
die zur Buttersiure fithrenden sowie die sonstigen Vorgénge gehemmt,
und es kommt nur zur Bildung von Milchséure, wohl aus dem primér
entstehenden Methylglyoxal.

1 FrED, PETERSON und Mitarbeiter: J. of biol. Chem. 89, 347 (1919);
53, 111 (1922). :

2 NerLsoNn und WERgMAN: J. Bacter. 30, 547 (1935). — Vgl
dazu auch Kruyver: J. Soc. Chem. Ind. 52, 373 (1933) und Erg.
d. Enzymforsch. 4, 246 (1935).
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H, kommen. Die Vergirung von Brenztraubenséure allein fiihrt zur
Bildung von Milchsiure als Reduktionsprodukt neben Essigsdure und
CO,!:
2 CH,.CO.COOH +H,0 —>» CH; . CHOH . COOH -+

CH, . COOH -+ CO,.

Das Mengenverhiltnis der Garprodukte ist bei dieser Géarungs-
form sehr schwankend und von den #ufleren Bedingungen sowie der
Art der Géarungserreger in hohem Mafle abhéngig; zumeist tiberwiegt
dabei die Milchséure-Athanol-Géarung (z. B. bei Lactobacillus fer-
mentatus?), vielfach geht aber auch die Essigsdure-Glycerin-Gérung
in recht erheblichem AusmaBe vor sich3,

B) Vergdrung von Fructose. Milchsdure-Athanolgirung neben der
charakteristischen Essigsdure-Mannitgdrung. Der typische
ProzeB ist die Reduktion der Fructose durch den bei der Essigsdure-
bildung auftretenden naszenten Wasserstoff. Theoretisch miiiten
folgende Gérungsgleichungen erfiillt sein:

CH,;.CHOH.COOH + H,0 » CH,;.COOH -+ CO, + 2 H, und
2 CSH1206 + 2 H2 > 2 CGH1406'
In Wirklichkeit wurden jedoch auf 3 Mol. vergorener Fructose.

2 Mol. Mannit, 2 Mol. Essigséure und 2 Mol. CO, beobachtet*. Nebenbei
entsteht auch etwas Alkohol und Milchsgure. Das Mengenverhéltnis
der Gérprodukte héingt stark von der Art der Gérungserreger ab?®.
In einem Fall wurden bis gegen 60 % der Fructose zu Mannit reduziert,
unter Bildung der entsprechenden Menge Essigsaure und CO,, neben
wenig Milchsdure und sehr wenig Athanol®. Das Fermentsystem der
Essigsdure-Mannitgirung ist von dem der Milchsduregirung vollig
unabhiingig?. Diese Gédrung wird auch zur technischen Gewinnung
von Mannit verwendet (z. B. in Italien)8.

Anhang II: Chemismus der reinen Milchsduregiarung.

a) Milchsiurebildung iiber Methylglyoxal als Zwischenprodukt.
Umwandlung von Methylglyoxal in Milchséure unter der Einwirkung
der Ketonaldehydmutase (NEUBERG, DAKIN), die nicht nur in Milch-
sdurebakterien vorkommt, sondern in fast allen Zellen und Geweben.

1 NeLsoN und WEREKMAN: Jowa State Coll. Journ. of Sc. 10, Nr 2,
141 (1936).

2 SmiT: Diss. Amsterdam 1913.

3 NeELsoN und WERKMAN: J. Bacter. 30, 547 (1935). — FrEep,
PETERSON und Mitarbeiter: J. of biol. Chem. 41, 431 (1920); 42, 175,
273 (1920); 48, 385 (1921); 64, 643 (1925).

¢ BorcaTo: Ann. di Chim. appl. 23, 405 (1933).

5 Vgl. auch CuarrLETON, NELSON und WEREMAN: Jowa State
Coll. Journ. Sci. 9, 1 (1934).

¢ PepErsoN: Bull. New York State agr. Exp. Stat., Techn. Bull.
151 (1929).

7 Borcato: Enzymologia 5, 52 (1938).

8 Auch die eingemieteten Riiben unterliegen nach VONDRAK
(C. 1933, 1T 630, 3210) einer Mannitgdrung, wobei dann das Futter
iiber 59 Mannit (bezogen auf Trockensubstanz) enthielt. — Beim
Liegen von Topinamburknollen unter Wasser setzt spontane Mannit-
girung ein (SCELUBACH und Knoor: A. 497, 208, 1932).
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Bildung von Methylglyoxal aus Hexosediphosphorsdure (nicht nur
durch Milchséiurebakterien wie Lactobac. Delbriickiil, sondern auch
durch zahlreiche andere Organismen, sowie Zell- und Gewebe-
extrakte). Einleitende Reaktion: Phosphorylierung, z. B. bei Lacto-
bac. helveticum (= Bact. casei ¢)?; Bildung von RoBison-Ester3.
Enzymatische Umwandlung von Methylglyoxal in Milchséure mittels
der Ketonaldehydmutase nur in Gegenwart eines Co-Fermentes
(Glutathion)4.

b) Milchsiurebildung iiber Brenztraubensiure als Zwischenprodukt,
nach folgendem Schema (EMBDEN-MEYERHOF):

A. Hexosedisphosphorséure <—> 2 Triose-phosphorséure.
B. 2 Triosephosphorsaure » 1 a-Glycerinphosphorsdure -+
1 Phosphoglycerinséure.
» 1 Brenztraubensiure -+
Phosphorséure.
D. 1 Brenztraubensdure + » 1 Milchsdure + 1 Triosephos-
1 a-Glycerinphosphorséure phorsaure (ad B)

Reaktionen A, B und C wie bei der alkoholischen Gérung (vgl. S.142).
Charakteristisch fir die Milchsdurebildung ist Reaktion D, also die
Oxydoreduktion zwischen Brenztraubenséure und Glycerinphosphor-
séure, wogegen bei der alkoholischen Gérung die Glycerinphosphorséure
nicht weiter in Reaktion treten kann.

Abfangung von Brenztraubensiure bei der anaeroben Milchsdure-
bildung des Muskels besonders in Gegenwart von Sulfits, als Reduk-
tionsprodukt findet sich die dquivalente Menge a-Glycerinphosphor-
sdure®. Abfangung von Brenztraubenséure bei der durch Lactobac.
caucasicus bewirkten Milchsduregidrung mittels Semikarbazid?; wurde
allerdings bestritten® bzw. auf eine Dehydrierung von priméir ent-
standener Milchsdure zuriickgefithrt®. Ferner erscheint von Wichtig-
keit, daB in Gegenwart von Sulfit die Milchsduregérung vollig normal
verlguft, und weder Brenztraubenssure noch eine andere Carbonyl-
verbindung abfangbar ist!?. Anderseits geht aber die Milchséure-
bildung auch in Abwesenheit des Co-Fermentes der Ketonaldehyd-
mutase vor sich, kann also dann nicht iiber Methylglyoxal verlaufen.

Die Frage, ob also die Milchsédurebildung iiber Methyl-
glyoxal oder iiber Brenztraubensdure verlduft, 148t sich vor-
laufig noch nicht mit Sicherheit entscheiden, vielleicht gehen auch
beide Reaktionen nebeneinander vor sich, ohne da8 sich bisher sagen

C. 1 Phosphoglycerinséure

1 NEUBERG und KoBEL: Biochem. Z. 207, 232 (1929).

2 VirTANEN: H. 138, 136 (1924); 143, 71 (1925).

3 VIRTANEN und TigkkA: Biochem. Z. 228, 417 (1930).

4 LouMANN: Biochem. Z. 254, 332 (1932).

5 Case: Biochemic. J. 26, 753, 759 (1932).

¢ MEYERHOF und KiessvLING: Biochem. Z. 264, 40 (1933).

7 KostyTscHEwW und Mitarbeiter: H. 168, 124 (1927); 188,
127 (1930).

8 NeEUBERG und KoBEL: Biochem. Z. 191, 472 (1927); 199, 230
(1928).

9 Vgl. Simon: Biochem. Z. 245, 388 (1932).

10 VIRTANEN, KARSTROM und BAck: H. 151, 232 (1926).
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148t, unter welchen Bedingungen die eine und unter welchen die andere
tiberwiegt. Jedenfalls verfiigen sowohl Milchsdurebakterien wie der
Muskel tber die Enzymapparate zur Durchfiithrung beider
Reaktionsfolgen.

25. Ubung:
Die Propionsiuregirung.

a) Auswahl geeigneter Bakterien. Eine gréfere Anzahl von
ErLENMEYER-Kolben wird mit je 200 ccm folgenden Mediums
beschickt: 39, Glucose, 0,29, K,HPO,, 0,5%, NaCl in Hefewasser
(1:10). Nach dem Sterilisieren Zusatz von 2%, trocken sterilisiertem
CaCO;. Mit verschiedenen Bakterienkulturen geimpft, Luft aus
den Kolben mit CO, verdrangt, GérverschluB aufgesetzt. Etwa
vom 4. Tag an (und sodann alle 4 Tage) je 10 ccm Probe
entnommen zur Bestimmung des Ca-Gehaltes der Losung (nach
vollstdndigem Abneutralisieren) 2 und 2 cem zur Zuckerbestimmung
nach LEEMANN-MAQUENNE-ScHOORL (vgl. S. 164). — Sobald
man so die grundsitzliche 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 flichtigen Sduren durch Destillation mit
Wasserdampf und Titration der Destillate.

Bakterienkulturen, die langere Zeit in festen Néahrboden (Agar-
Stichkulturen) geziichtet wurden, miissen des 6fteren in ein fliissiges
Medium (etwa wie oben) tberimpft werden, und erlangen so ihre
Gérkraft zuriick. Kulturen mit geschwéchtem Gérvermogen bilden
vielfach nur Milehséure.

b) Analytischer Girversuch unter quantitativer Verfolgung des
Girverlaufes. Nahrlosung: 60 g Glucose, 4 g K,HPO, und 10 g
Kochsalz in 1900 cem Hefeextrakt (1:10)!. Nach dem Sterilisieren
40 g steriles CaCOy4 zugesetzt und mit 100 cem einer 24 Stunden
alten girkriftigen Bakterienkultur (in der gleichen Néhrlosung)
geimpft. 14—20 Tage bei 37°. Vom 10. Tag an in Intervallen von
je 2 Tagen Entnahme von Proben, und zwar: 200 cem nach Zusatz
von etwas Fullererde oder Bolus alba filtriert, 20 ccm des Filtrates
zur Bestimmung des Ca-Gehaltes (vgl. oben), 10—20 cem fir die
Milchséurebestimmung, 50 cem fir die Ermittlung der flichtigen
Sguren und 2—5 cem fir die Glucosebestimmung (vgl. oben).

Bestimmung von Propionsiure und Essigsiure. 50 ccm Filtrat
{entsprechend etwa 1,5 g Glucose) mit Schwefelsdure angesiuert,

! Empfohlen von WiLsoN, FRED und PETERsON: Biochem. Z.
229, 271 (1930), Herstellung vgl. S.134. - © -

¢ Dies ist unbedingt erforderlich, da die Lésung stets noch sauer
ist. Man erhitzt zunichst mit etwas CaCO,; und versetzt dann vor-
sichtig nach Hinzufiigen von Phenolphthalein mit Kalkwasser.
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etwa 10 Minuten unter RiickfluBkiithlung gekocht (Vertreibung
des CO,) und dann mit Wasserdampf destilliert. 400 ccm Destillat
aufgefangen (enthilt stets praktisch alle fliichtigen Sauren).
Feststelling des Gesamtsduregehaltes durch Titration einer Probe
(10—20 ccm). Ferner 200 cem der Halbdestillation unterworfen
(Apparatur vgl. in Abb. 28)%, 100 ccm Destillat mit n/10-Lauge
titriert. Berechnung der Menge an Propion- und Essigsiure auf
Grund der folgenden Gleichungen:

E + P = Gesamtaciditat in 200 ccm (= a).

0,366 E + 0,585 P = Aciditdt in 100 cem Destillat (=b)? daraus
ergibt sich: b—0,3662

b= 0,219

P und E in cem Lauge ausgedriickt. 1 cem n/10 Lauge = 7,4 mg
Propionsdure, bzw. 6 mg Essigsdure.

Isolierung und Identifizierung der Propion- und Essigsdure.
Restliche Gérmaische bei Versuchsabbruch nach Entnahme einer
' Probe fiir die Analysen (wie zu-
vor beschrieben) mit Schwefel-
sdure angesiuert, zunichst etwa
1000 ccm  abdestilliert, sodann
mittels Wasserdampf noch etwa
2—3 1 Destillate vereinigt, mit
Bariumhydroxyd neutralisiert,
auf ein kleines Volumen ver-
dampft, mit Schwefelsdure ange-
sauert, filtriert, mit Natriumsul-
Abb. 28. Apparatur zur Halbdestillation, 13t gesattigt, mit Ather im Ex-

traktionsapparat 2 Tage extra-
hiert. Ather abdestilliert, Riickstand iiber eine kleine WIDMER-
Kolonne fraktioniert destilliert. 56 Fraktionen im Intervall von
100 bis etwa 145° aufgefangen (Kp. der Essigsiure 118°, der Propion-
sdure 141°. Darstellung der Bromphenacylester der Essig-
siure und Propionsaurefraktion: etwa 0,2 cem der betreffenden
Fraktion mit der berechneten Menge konzentrierter Lauge neutra-
lisiert, mit 0,5 g p-Bromphenacylbromid versetzt und mit 10 cem
95%igem Alkohol 1 Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Beim
Erkalten (eventuell bei 0°) Abscheidung der p-Bromphenacyl-
ester, aus 959%igem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt des
Essigsiure-p-Bromphenacylesters 86°, des Propionsiuresters 63,49,

und E=a-—P

"~ a00cem

1 Geméfl VIRTANEN und Purkr: Amer. Soc. 50, 3138 (1928).

2 0,366 ist ein Faktor, der der Fliichtigkeit der Essigséure bei
der Halbdestillation entspricht (36,6 9,), ebenso bei Propionséure.
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Isolierung und Identifizierung der Milchsdure und Bernstein-
sdure. Destillationsriickstand (nach Entfernung der fliichtigen
Séuren) im Vakuum auf etwa 50 ccem eingeengt, mit Natrium-
oder Ammonsulfat gesittigt und im Fliissigkeitsextraktor mit
Ather erschopfend extrahiert. Ather abdestilliert und Riickstand
identifiziert.

c¢) Priiparativer Girversuchl. Man sterilisiert in einem 15 1-
Kolben?, fraktioniert 51 Hefeautolysat (1:5, also aus 1 kg PreB3-
befe hergestellt), das 0,4% KH,PO, und 1%, NaCl enthilt und
setzt dann 51 einer sterilen 10%igen Rohrzuckerlosung sowie
100 g durch 2stiindiges Erhitzen auf 1200 sterilisiertes CaCO, zu.
Dann impft man mit 500 cem einer in kraftiger Gérung befind-
lichen Kultur eines Propionséurebakteriums (im gleichen Medium).
Aullerdem fiigt man noch 20 ccm (0,2% des Ansatzes) einer
24stiindigen Kultur des Lactobacillus casei (im gleichen Nahr-
medium oder in Molke usw.) hinzu3. — Nach dem VerschlieBen
mit einem Géraufsatz 148t man bei 370 giren und setzt etwa am
6. und 9. Tag noch je 100 g steriles CaCO; hinzu und schiittelt
(oder riihrt) taglich des ofteren gut um. Vom 8. Tag an werden
Proben entnommen und auf das Reduktionsvermdgen gepriift
(vgl. a).

Aufarbeitung (sobald das Reduktionsvermégen nur noch
schwach ist): Vergorene Maische abgefiillt, aufgekocht, mit
geloschtem Kalk vollig abneutralisiert und filtriert. In einem
aliquoten Teil (100 ccm) werden die analytischen Bestimmungen
(wie unter b) vorgenommen. Der Rest wird auf dem Wasserbad
auf etwa 11 eingedampft, mit konzentrierter Phosphorsdure
angesduert (Kongorot) und der Wasserdampfdestillation unter-
worfen (Endpunkt durch Titration von Proben ermittelt). Destillat
(etwa 15 1) in einer groflen Flasche aufgefangen, 50 ccm entnommen
und titriert, die berechnete Menge starker Natronlauge? zur
Hauptmenge zugesetzt (Phenolphthalein) und auf dem Wasserbad
zur Trockne verdampft. Riickstand pulverisiert, bei 120° vollig
getrocknet und aus einem Destillierkolben nach vorsichtigem

1 Nach Versuchen von J. JakowaTtz: Diss., Prag 1938.

2 Man kann auch in einer vorher sterilisierten WouLFFschen
Flasche arbeiten wie in Ubung 22b.

3 Dadurch kann die Ausbeute wesentlich gesteigert bzw. die
Gérung sehr beschleunigt werden; auBerdem wird das Verhaltnis
Propionsédure zu Essigsdure noch weiter zugunsten der ersteren
verschoben (vgl. SmERMAN und Mitarbeiter: Ind. Chem. 15, 729;
16, 122 (1924); J. Dairy Sci. 6, 303 (1923). — WiLsox, FRED und
PETERsSON: Biochem. Z. 229, 271 (1930).

4 Nicht Kalilauge, da die K-Salze hygroskopisch sind.
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Zusatz der erforderlichen Menge konzentrierter Schwefelsdure
unter Benutzung eines Olbades destilliert. Trennung der Essig-
siure und Propionsiure durch wiederholte Rektifizierung mit
Hilfe einer WipmER-Kolonne. Essigsiure Kp. 118°, Propion-
sdure Kp. 141°.

d) Bernsteinsiurebildung durch Bakterien-Trockenpriiparatel.
40 ccm 0,54 n-Phosphatlésung vom pg 6,2 mit 1,4 g Glucose, 4,5 g
Bakterientrockenpraparat (Herstellung vgl. Ubung 21b) und 1 ccm
Toluol versetzt, bei 37 in einem mit Géirverschlufl versehenen
Kolbchen unter 6fterem Schiitteln etwa 90 Stunden stehen gelassen.
Feststellung des Veresterungsgrades durch Bestimmung des freien
Phosphates (an 2—4 cecm; Methode vgl. Nachtrag), Bestimmung
des Glucosegehaltes (an 1—2 ccm). Der Rest der Losung wird
mit Schwefelsiure angesiuert und mit Wasserdampf destilliert.
Destillat titriert (ergibt nur Essigsdure), Destillationsriickstand
auf ein kleines Volumen verdampft, mit Natriumsulfat geséttigt
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
Ansduern isoliert man die Bernsteinsdure und identifiziert sie
durch den Schmelzpunkt (1839).

26. Ubung:

Umwandlung von Milchsiure und Brenztraubensiure in Propion-
siure und Essigsidure.

a) Vergirung von Ca-Lactat unter anaeroben Bedingungen.
In einem Kolben 200 ccm Lésung, enthaltend 5g Milchséure,
4 g Pepton, 0,4 g K,HPO, und 1 g NaCl (gel6st in Leitungswasser);
4 g CaCO; zugesetzt, sterilisiert, Flissigkeit mit CO, gesittigt,
Luft oberhalb der Fliissigkeit durch CO, verdringt, Garverschluf3
mit Hg gefiillt. Geimpft mit 10 ccm einer Lactatbouillonkultur
eines géirkriftigen Propionsdurebacteriums. Nach 12—14 Tagen
bei 370 ist die Gérung in der Regel beendet. Filtriert, ausgewaschen,
auf 250 cem aufgefiillt. 50 cem Losung (entsprechend urspriinglich
1 g Milchsdure) fiir die Bestimmung von Propionsdure und Essig-
siure gemiB Ubung 25b2.

Identifizierung der Propionséure und Essigsiure : 50 ccm Filtrat
mit Schwefelsdure angesiuert, mit Wasserdampf 100 ccm ab-
destilliert, diese mit NaOH genau neutralisiert, auf etwa 25 ccm

1 Vgl. ViIrTANEN: Soc. Sci. Fenn 2, 20 (1925).

2 Nach VIRTANEN (Soc. Sci. Fenn. 1, 36, 1923) ist das Ver-

hiltnis Propionséure : Essigsdure unter diesen Bedingungen etwa 3:1,
unter aeroben Bedingungen etwa 2:1.
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verdampft und mit je 4 ccm 109%iger Silbernitratlésung frak-
tioniert gefallt. Erste und letzte Fraktion analysiert (Ag-Be-
stimmung). Ag-Propionat enthilt 59,679,, Ag-Acetat 64,679, Ag.

b) Vergiirung von Ca-Lactat unter Messung des entwickelten Gases.
Genau analog dem vorangehenden Versuch, aber nur 50 ccrm Né&hr-
16sung. Versuchsanordnung analog wie in Ubung 4c. Feststellung der
Zusammensetzung des Gases.

¢) Vergirung von brenztraubensaurem Caleium. Grundnihr-
l6sung wie bei a. Zusatz von 1,5 g frisch destillierter Brenztrauben-
sdure! und 2 g CaCOj, sodann sterilisiert und wie oben geimpft.
Nach 8—10 Tagen (sobald die Reaktion auf Brenztraubensiure mit
Nitroprussidnatrium und Piperidin negativ ist) Aufarbeitung in
iiblicher Weise, Bestimmung von Propion- und Essigsdure wie
oben?2,

Anhang: Chemismus der Propionsduregéirung.

Glucosegdrung: Einleitende Phasen wahrscheinlich analog denen
der alkoholischen Gérung unter Phosphorylierung?®. Bildung von
Phosphoglycerinsdure durch die Bakterien in Gegenwart von Toluol
und Fluorid aus Glucose und Phosphat, insbesondere mit Acet-
aldehyd oder Brenztraubensdure als H,-Acceptoren?. Theoretische
Garungsgleichung:

3 CH,,0, =4 CH; .CH, .COOH + 2 CH,; .COOH + 2 CO, + 2 H,0
Verhaltnis Propionsdure: Essigsdure daher theoretisch 2:1 (wie bei
der Lactatvergarung, vgl. unten), beobachtetes Verhiltnis bis zu
4,2:1. Hypothetische Erklirung desselben : Hydrierung leicht reduzier-
barer Zwischenprodukte der Glucosespaltung (wie Glycerinaldehyd,
Methylglyoxal) unter Mitwirkung von Wasserstoffdonatoren des
Substrates (Hefeextrakt usw.)3. Géarungsschema:

A. CgH,,0—> 2 CH,.CO.CH(OH), —> 2 CH,.CHOH.COOH.
B. CH,.CHOH.COOH —» CH,.CO.COOH + 2 H

+|H,0

Y
CH,.C(OH),. COOH —»
CH,.COOH + CO, - 2 H.
C. CH,.CHOH.COOH + 2 H— CH,.CH,.COOH -+ H,0.

1 Da Brenztraubensdure heim Sterilisieren in der Hitze zum Teil
verdndert wird, ist es zweckméBig bei genauen Versuchen (Bilanz-
versuchen) die Lésung derselben durch Filtration keimfrei zu machen
(vgl. S. 42).

2 Unter aeroben Bedingungen ist das Verhiltnis Propionséure:
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 Woop, SToNE und WERKMAN: Bioch. J. 31, 349 (1937); WERK-
MAN, STONE und Woob: Enzymologia 4, 24 (1937).

5 van NIEL: Die Propionséurebakterien, Haarlem 1928. — Vgl.
auch Woop und WEREMAN: J. of biol. Chem. 105, 63 (1934).

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 12
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Es wurde sodann noch eine zweite Mdglichkeit fiir den Ablauf
der Propionsduregirung aufgezeigt!, und zwar:

CH,.CO.CH(OH), + H,0—> CH,.COOH + CO, + 2H, und
CH,.CO.CHO + H,—> CH,;.CHOH.CHO + H,—» CH,.CH,.CHO

+ H,0| —H, +H,0|—H,

Y Y
CH,;.CHOH.COOH CH,;.CH,.COOH

Eine dritte Méoglichkeit ergibt sich schlieflich auch noch aus der
Beobachtung iiber die Decarboxylierung der Bernsteinséure unter
Bildung von Propionséure und CO,*:

COOH .CH, .CH, .COOH » CO, +CH, .CH, .COOH.
Tabelle XVII.

Bildung, Abfangung, Umwandlung

Zwischenprodulste Anhgufung derselben derselben

Methylglyoxal aus Hexose-diphosphor- | in Milchsdure durch

sdure durch Bakterien- | Trockenpriparate
priaparate®
Milchsaure Nachweis merklicher Propionsédure und
Mengen wahrend der Essigsdure
Gérung 5

Brenztraubensaure | bei der Sulfitgarung der | Propionsdure und
Glucose? Egssigséure 8

Glycerin — Propionséure® vgl.
unten

Propionaldehyd | bei der Sulfitgdrung des —
Glycerins 10

1 Woop und WERKMAN: Proc. Soc. exper Biol. a. Med. 31,
938 (1934).

2 Woob, STONE und WEREMAN: J. Bacter. 29, 84 (1935). — STONE,
Ers und WERKMAN: Proc. Soc. exper Biol. a. Med. 33, 483 (1936). —
Vgl. auch HitcENER: J. Bacter 28, 473 (1934); C. 1935, I, 2833.

3 Perr und WYNNE: Trans. roy. Soc. Canada 27, 119 (1933).

4 NEUBERG und Gorr: Biochem. Z. 165, 482 (1925).

5 Foore, FRED und PETERsON: C. Bacter. IT 82, 372 (1930).

6 Zahlreiche Angaben.

? Woop und WERKMAN: J. of biol. Chem. 105, 63 (1934); — Bio-
chemic. J. 28, 745 (1934); Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 31, 938 (1934).

8 VIRTANEN: Soc. Sci. Fenn. 1, 36 (1923); — vanN NIeL: The
propionic acid bacteria, Monographie, Haarlem, 1928. — Woop und
WeRKMAN: Biochemic. J. 28, 745 (1934).

9 vax NIEL: Die Propionsidurebakterien, Haarlem, 1928. — Woop
und WERKMAN: Biochemic. J. 30, 48 (1936).

10 Woop und WEREMAN: Proc. Soc. exper Biol. a. Med. 31,
938 (1934). .
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Die Propionsédure scheint daher auf mehr als einern Weg gebildet
zu werden, ohne daf} sich bisher entscheiden 148t, unter welchen Be-
dingungen der eine und unter welchen der andere beschritten wird.

Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten vgl. Tab. X VTII,
S. 178.

Lactatvergdrung, gemall der Gleichung:
3CH;.CHOH.COOH =2CH,.CH,.COOH + CH,;.COOH + CO,- H,O0.

Theoretisches Verhéltnis Propionséure: Essigsdure daher = 2:1,
beobachtetes Verhéltnis 1,8:1, Erklarung dieses Unterschiedes durch
vaN Nikn!: Die Bildung von Bernsteinsdure durch Hydrierung von
Asparaginséure (aus EiweiBstoffen des Substrates) ergibt das fehlende
Aquivalent; besonderer Zusatz von Asparagin driickt das Verhaltnis
Propionséure : Essigsdure bis auf 1,6:1 herab, unter Bildung der ent-
sprechenden Menge Bernsteinsaure.

Pyruvinatgdirung, geméfl der Gleichung:
3 CH,.CO.COOH 4 H,0= CH;. CH,. COOH + 2 CH,.COOH + 2 CO,.

Theoretisches Verhéltnis Propionsadure:Essigssure ist daher 1:2
(= 0,5) beobachtetes Verhéltnis etwa 0,55—0,7.

Glycerinvergdrung. Unter anaeroben Bedingungen wurde zunéchst
eine ohne Gasbildung verlaufende, praktisch quantitative Umwand-
lung in Propionséure beobachtet! gemdafl der Gleichung:

CH,O0H.CHOH.CH,0H > CH,.CH,.COOH -+ H,0.

Sodann konnte jedoch gezeigt werden, daB3 der Gérverlauf viel kom-
plizierter ist, und daB neben Propionsidure auch Essigsiure und recht
erhebliche Mengen Bernsteinsdure gebildet werden, wobei be-
merkenswerterweise auch eine Verwertung des in Form von CaCO,
hinzugefiigten CO, stattfindet?.

Die Bernsteinsdurebildung bei der Propionsduregirung. Dieser
ProzeB findet auch normalerweise in groBerem oder kleinerem Um-
fang stets statt. Bei der Verwendung von Bakterienpréparaten in
Gegenwart von Toluol bleibt die eigentliche Propionséuregirung auf
der Phosphorylierungsstufe stehen und es wird ohne Gasbildung nur
Bernsteinsdure und Essigsdure gebildet3. Dies wurde durch den
Zerfall des Hexosemolekiilsin C,- und C,-Ketten erkléirt (vgl. auch S. 17).

Sodann wurde aber die sehr wichtige Beobachtung gemacht, daB
auch aus Glycerin neben Propionsiure Essigsdure und Bernstein-
sdure gebildet werden, wobei zugleich eine Verwertung von CO,
aus dem zugesetzten CaCO, stattfindet; das CO, scheint dabei als
H,-Acceptor zu wirken?. In diesem Fall besteht daher die Mog-
lichkeit, daB die Bernsteinsiure doch auf synthetischem Weg aus
einer C,-Komponente (Essigsdure) entstehen kénnte, in &dhnlicher
Weise wie ber Pilzgérungen (vgl. S.260). Die Frage betreffend eine
C,- und C,-Spaltung des Hexosemolekiils bleibt vorldufig noch offen
und die Bildung von Bernsteinsiure koénnte auf mehr als einem
Weg erfolgen 2. . Es wurde auch angenommen, daB3 Bernsteinsidure aus
einer Cz-Verbindung und CO, entstehen kénnte?.

1 van NieL: Die Propionsiurebakterien, Haarlem, 1928. — Vgl.
auch REDTENBACHER: A. 57, 174 (1846).

2 Woop und WERKMAN: Biochemic. J. 80, 48 (1936).

3 VIRTANEN und KarsTrOM: Acta Chem. Fennica, B. 7, 17 (1931).

4 H.G.Woop und C. H. WERKMANN : Biochemic. J. 82, 1262 (1938).

12*
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27. Ubung:
Die Coli- und Aerogenesgiirung.

a) Herstellung von Massenkulturen !, Grundsétzlich in gleicher
Weise wie in Ubung 21b. Nihrlésung: 50 g Rohrzucker, 30 g
K,HPO,, 7,5 g (NH,),S80,, 5 g NaCl, 0,2 g MgSO, .7 H,0 in 51
Leitungswasser. Zusatz von 2 n Natronlauge wihrend des Wachs-
tums zur Konstanthaltung des pg-Optimums 7. Nach etwa 24 bis
48 Stunden (bei lingerer Versuchdauer sind die Bakterien weniger
wirksam), bei 37° wird die Bakterienmasse gewonnen (vgl
Ubung 21b). Man erhélt etwa 10—15 g feuchte Bakterien.

b) Feststellung des Giirverlaufes bei verschiedenem py!. Be-
nutzung der gleichen Apparatur wie in Ubung 29a. Ansatz a:
2 g Glucose, 3 g CaCO;, 1—2 g Bakterienmasse, auf 150 ccm auf-
gefiillt. Luft durch CO, verdringt. Gérdauer etwa 16 Stunden.
Anfangs-pg etwa 6,2, End-pg etwa 6,4. Ansatz b: 2 g Glucose,
150 ccm m/4 Phosphatpuffer (pg7), 1—2 g Bakterienmasse.

Aufarbeitung: Quantitative Bestimmung von Alkohol und
Milchsédure in iiblicher Weise (vgl. S. 112 und 160); Bestimmung
von Essigsiure und Ameisensidure durch Wasserdampfdestillation
eines aliquoten Teiles und Titration; Ermittlung des Ameisen-
siuregehaltes im Destillat (vgl. unten); aus der Differenz gegen-
iiber der Gesamtaciditit ergibt sich die Menge an Essigsiure.
Messung der Gase und Bestimmung der Zusammensetzung der-
selben (CO, und H,; vgl. S. 188).

Bei saurer Reaktion entsteht vor allem Alkohol und CO, sowie
Milehsaure, bei alkalischer Alkohol und CO,, ferner Essigsdure,
Ameisensidure und Wasserstoff.

Bestimmung der Ameisensiure nach der Kalomelmethode: Ein

aliquoter Teil der Probe (etwa 20-—50 ccm) wird mit Lauge
genau neutralisiert, dann ein zehnfacher Uberschul 6%iger
Sublimatlésung zugefiigt, 1 Stunde auf dem siedenden Wasser-
bad erhitzt und etwas konz. HCl zugesetzt (fiir 100 cem 2 com HCI).
Filtriert, mit heiBem Wasser gut ausgewaschen. Filter samt
Niederschlag in einem Kolben mit eingeschliffenem Stépsel mit
einer genau abgemessenen Menge n/10-Jodlésung und 10 ccm
10%,iger Jodkalilosung ibergossen, gut geschiittelt, dann in
{iblicher Weise mit n/10-Thiosulfatlosung zuriicktitriert. Die
Differenz ergibt die verbrauchte Menge n/10-Jodlésung; 1 cem
davon entspricht 2,3 mg Ameisensidure 2. Andererseits entspricht
1 cem n/10-Lauge 4,6 mg Ameisensiure.
1 Vgl. TikgA: Biochem. Z. 279, 264 (1935).
2 Auf Grund der Reaktionsgleichungen :
H .COOH - 2 HgCl, = Hg,Cl, + CO, + 2 HCI
Hg,Cl, + J, = HgCl, - Hgd,
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¢) Athanol-Butylenglykol-Girung. Als Gérungsorganismen ver-
wendet man entweder solche der Aerogenesgruppe! oder solche
der Aerobacillusgruppe?. 200 ccm folgender Néhrlésung pro Kol-
ben?: 8%, Rohrzucker, 0,25% NH,CI, 0,15% K,HPO,, 0,15%
CaCl,, 0,29, MgSO,; durch Zusatz von m-Sodalésung auf py 6
gebracht. Impfung mit 2 ccm einer 2 Tage alten Kultur von
Aerobacter pectinovorum?® (im gleichen Medium zur Entwick-
lung gebracht). Der py-Wert wird durch tdglichen Zusatz von
m-Sodalésung konstant gehalten. Nach 15—18 Tagen bei 37—38°
ist die Gérung beendet. Bestimmung von Alkohol, Milchséure,
2,3-Butylenglykol (eventuell CO, und H,).

Bestimmung des 2,3- Butylenglykols*. 25 ccm Probe (mit einem
Maximalgehalt von 50 mg Butylenglykol) werden zwecks Ent-
fernung des Alkohols (der die Bestimmung stért) aus einem
100 cem-Kélbchen, das mit einem etwa 20 em langen Vigreur-
aufsatz versehen ist, destilliert, bis 17—18 ccm iibergegangen sind
(diese kénnen zur Alkoholbestimmung verwendet werden®). Es
bleibt auch ein kleiner, in diesem Fall aber zu vernachléissigender
Teil des Methylacetylcarbinols zuriick. Man leitet dann zum Aus-
spiilen von oben kurze Zeit Wasserdampf durch den Aufsatz und
spilt den gesamten Riickstand in ein 100 ccm-Kolbchen; das
Volumen soll nun etwa 20 ccm betragen und die Losung gegeniiber
Methylorange neutral sein. Mansetzt 0,25 cem Brom zu und schiittelt
etwa 15 Minute unter Schutz vor Sonnenlicht, bis das Brom fast
ganz geldst ist. Sodann verbindet man mit einem RiickfluBkiihler
(mittels Schliff), taucht in ein auf 70—80° erhitztes Wasserbad
und erwirmt weiter genau 20 Minuten lang auf diese Temperatur.
Dann taucht man in kaltes Wasser, spiilt den Kiihler aus und
setzt zur Bindung des Bromiiberschusses pulverisiertes Ferro-
sulfat zu (etwa 2,5g) bis zum Verschwinden von Farbe und

! Vgl. ScuarrER: Diss. Delft 1928.

2 FULMER, CHRISTENSEN und KENDALL: Ind. Chem. 25, 798
(1933); C. 1933, II, 3632.

3 Das Bakterium gehort zwar der Aerobacillusgruppe an (vgl. S.185),
doch verlduft die Gérung analog wiemit Vertretern derAerogenesgruppe.

4 Nach KnrpaORST und KRUISHER: Z. Unt. Lebensm. 73, 1 (1937).
— Hinsichtlich eines Verfahrens zur Bestimmung von Butylenglykol
durch Uberfithrung 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 spéteren Destillationen zu starkes
Schaumen eintritt, so wird die Probe nach dem Neutralisieren mit
Natronlauge mit Glps angeriihrt und 48 Stunden mit Ather extra-

hiert, der Ather abdestilliert, der Riickstand in Wasser aufgenommen
und ebenso wie oben weiter behandelt.
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Geruch des Broms. Dann fiigt man noch 5g Ferrosulfat und
20 cem 309,ige Ferrichloridlosung zu und verfihrt in derselben
Weise wie bei der Bestimmung des Acetoins (vgl. 8. 147). 1 g Nickel-
dimethylglyoxim = 0,624 g Butylenglykol. Die Maximalausbeute
betragt bei diesem Verfahren 939.

Anhang: Chemismus der Coligdrungen.

Unterscheidung von drei Gérungstypen (nach KrUuvver!), und
zwar gemif den wichtigsten diesbeziiglichen Géarungserregern: die
von Bact. coli (in engerem Sinne), die von Bact. typhosum und die von
Aerobact. aerogenes hervorgerufene Gérungsform.

a) Die Coligérung in engerem Sinne. Girungserreger: Bact. colis
Bact. paratyphosum, Bact. Freundii und andere Arten der Gattungen
Escherichia, Salmonella und Citrobacter der amerikanischen Syste-
matik. Das Mengenverhéltnis der verschiedenen Géarprodukte ist
sehr stark abhéngig von dem jeweils verwendeten Bakterienstamm,
wie auch von den Versuchsbedingungen 2, und zwar bleibt die Alkohol-
menge in der Regel konstant, Milchsdure wird vornehmlich bei saurer
Reaktion gebildet (pH etwa 6,2—6,4), Essigsiure und Ameisensiure
insbesondere bei alkalischer Reaktion; die Ameisensidure zerfallt
weiter in CO, und H,.

Garungsschema (nach TIKKA?);
Glucose —» Hexosediphosphorzéure
|

Y
2 Triosephosphorsiure

a-.Glycerilnphosphorsaure <——— y Phosphoglycerinsaure
Y
Alkohol -+ Ameisensdure Brenztraubensédure
£y
> CO,+ H, Essigsaure
' +
Milchsédure Ameisenséure
CO, + H,

Dieses Schema hat nach ENDo 3 eine recht weitgehende Bestéitigung
erfahren. Es wurde nachgewiesen, daf3 bei der Zuckervergirung durch
Acetontrockenpulver der Colibakterien #hnliche Reaktionskoppe-
lungen vorliegen wie im Hefemacerationssaft.

Die bei der Coligirung zugleich auftretende Bernsteinsdure (oft
bis iiber 209 des vergorenen Zuckers) soll nach KLuyver auf folgen-
dem Wege entstehen:

1 K1LuvveRr: Erg. Enzymforsch. 4, 230 (1935).

2 Trkga: Biochem. Z. 279, 264 (1935). — Bei der Vergédrung von
Pentosen muBl wohl ein anderer Reaktionsmechanismus angenommen
werden. Vgl. dazu A. J. VIRTANEN und T. KmrkrkoMAik:: C 1936 IT,
2394.

3 Expo: Bio. Z. 296, 56 (1938).
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Glucose —» CHO . CHOH . CHOH.. CHO + CH,OH.. CH,OH -—>»
! CH, . CHO —> Essigsiure + Alkohol
|-+ 9 H,0 — Hydrat—>
Bernsteinsiure -+ 2 H,O
Demgegeniiber sei auch auf die Vorstellungen iiber die Bernstein-
sdurebildung bei der Propionsduregirung verwiesen (vgl. 8.179 und
Nachtrag). Ferner soll auch die Bernsteinsdurebildung iiber a-Keto-
glutarsiure in Frage kommen, da bei der bakteriellen Vergirung von
Brenztraubensiure Bernsteinséure entsteht?:
CH,.CO.COOH + CH,.COOH + 0, —>» COOH.CO.CH,.CH,.
.COOH (-+-H,0) —>» COOH.CH,.CH,.COOH + CO,.
Die Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten bei der
Coligérung ist in Tab. XVIII wiedergegeben.

Tabelle XVIIIL

. Abfangung bzw.,
Zwischenprodukte Anhéufung Umwandlung
Methylglyoxal bei zellfreier Géarung Dismutation zu
aus Hexosediphos- Milchsaure ®
phorséure ?
Glycerinséure — Essigséure 4+ Ameisen-
sgure (= CO, + Hy)*
Phosphoglycerin- mittels Brenztraubensédure
séure Acetonpriparaten® | Essigsidure + CO, + Hy7
a-Glycerinphos- aus Glucose?® Alkohol 4 Ameisen-
phorséure sdure’
Brenztraubensdure als Stoffwechsel- Essigsédure 4 Ameisen-
produkt® sdure neben Milchsiure?’
mittels Acetaldehyd + CO,1°
Acetonpriparaten 8
Glycerin — | Alkohol + Ameisen-
' séure 11

! Expo: Bio. Z.296, 56 (1938).

2 FROMAGEOT: Biochem. Z. 216, 467 (1929). — TikkA: Biochem. Z.
279, 264 (1935).

3 NrEUBERG und WINDISCH: Biochem. Z. 166, 474 (1925).

¢ VirTANEN und PerTorna: H. 187, 45 (1930).

5 Aus Hexosediphosphat wie aus Glucose, vgl. Expo, 1. c.

6 ANTONIANI: Biochem. Z. 267, 376 (1933).

7 TikkA: Biochem. Z. 279, 264 (1935).

8 Nicht aus Hexosediphosphat; mittels Acetontrockenpréiparat.
Exnpo, 1. c.

9 QUASTEL: Biochemic. J.19, 304(1925).—AUBEL und SALABARTAN :
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 GraarF und LE FEVRE: Biochem. Z. 155, 313 (1925). — Die
Brenztraubensiaure scheint demnach von Bact. coli nicht nur hydro-
klastisch (also unter Bildung von Essigsdure und Ameisenséure)
sondern auch carboxylatisch gespalten zu werden.

11 HARDEN: Proec. chem. Soc. 17, 57 (1901).
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Tabelle XVIII (Fortsetzung).

Zwischenprodukte Abjf;;f;é%n?gzw' Umwandlung

Acetaldehyd bei der Sulfitgirung?® | Dismutation zu Essig-
sédure und Alkohol?

Athylenglycol — { Acetaldehyd und Dis-
! mutation desselben3

b) Die vom Baet. typhosum hervorgerufene Giirung, Garungserreger:
auller Bact. typhosum auch Bact. dysenteritis und gaslose Varianten
des Bact. paratyphosum. Chemismus im wesentlichen analog wie
zuvor?, nur daB es nicht zur Spaltung der Ameisenséure und daher
zu keiner Gasentwicklung kommt.

¢) Die Athanol-Butylenglykol-Girung. Die Erreger gehoren haupt-
sichlich dem Aerogenes-Typ an; ferner wird diese Gérung verursacht
durch Aerobacter cloacae, Bac. asiaticus mobile® u. a. — Gérungs-
endprodukte: Milchséure, Athanol, 2,3-Butylenglykol (oft iiber 30,
des vergorenen Zuckers), CO, und H,. Gérungsschema (aus Bilanz-
versuchen abgeleitet)®:

CoH1306 — 5 2 CHS. CO . CH(OH) - CH,.CHOH . COOH

)
/Z GIN
ITI v

nach dem nach dem
Ameisen- Brenztrauben-
sdureschema séureschema
Y Y
H.COOH CH;.CO.COOH H,
v/ vI|
| | |
Y Y Y Y
H, CO, CH;.CH(OH), CH,.CHO CO,
R —
VII +|H,
Y
e CH,.CH,0H i
CH,.CO.CHOH.CH, —"*-% (H,. CHOH . CHOH . OH,
Acetylmethylcarbinol 2,3 Butylenglykol

! NEUBERG und NorD: Biochem. Z. 96, 133 (1919). — Vgl. auch
PeTersoN und FrRED: J. of biol. Chem. 44, 29 (1920).

* NEUBERG und WINDISCH: Biochem. Z. 166, 474 (1925).

3 LE FEVRE: Diss. Utrecht 1924, — DAMPIER und WHETHAM:
Austral. J. exper. Biol. a. Med. 4, 35 (1927).

¢ HARDEN: Soc. 79, 610 (1901). — ScHEFFER: Diss. Delft (1928);
TasMAN und Por: Biochem. Z. 270, 349 (1934).

5 Vgl. BIRkINsSHAW, CHARLES und CLUTTERBUCK : Biochemic. J. 25,
1522 (1931); C. 1932, 1, 2340. — Der Bagcillus bildet aus Glucose gegen
309, Butylenglykol neben Milchséure, Alkohol und fliichtigen Siuren.

¢ SCHEFFER, Diss. Delft 1928.
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Reaktion VII soll nach Kruyver! dadurch zustandekommen,
daf3 Acetaldehydhydrat als Abfangmittel fiir den aus Brenztrauben-
sdure gebildeten Acetaldehyd fungiert (vgl. Acyloinsynthese, S. 155).

Anhiufung und Umwandlung von Zwischenprodukten: Ab-
fangung von Acetaldehyd bei der Sulfitgdrung?; Acetylmethylear-
binol ist stets vorhanden3. Vgl. dazu auch Nachtrag.

Eine grundsitzlich analoge Gérungsform wird auch von einer
anderen Bakteriengruppe verursacht, ndmlich den Aerobacillen
(vgl. S.181).

B. Butyl- und Aeceton-Giirungen.
28. Ubung:

Ziichtung und Untersuchung butylogener und verwandter
Bakterien.

a) Anreicherung von butylogenen Bakterien? (Gewinnung
natiirlicher Reinzuchten). Die hier zur Verfiigung stehenden
Methoden beruhen darauf, da die butylogenen Bakterien infolge
ihrer Sporenbildung gegen héhere Temperatur widerstandsfihig
sind (ein etwa 2 Minuten langes Aufkochen schidigt in der Regel
nicht), wogegen Begleitbakterien, die keine Sporen bilden (ins-
besondere Milchsiurebakterien) abgetotet werden ; ferner vermogen
die butylogenen Bakterien Stirke direkt zu spalten und zu vergéren,
was bei Milchsdurebakterien in der Regel nicht der Fall ist 5.
Weiterhin konnen die Butylbakterien auch bei vélligem Sauer-
stoffabschlu gedeihen. Zur Gewinnung butylogener Bakterien
kann man im allgemeinen folgendermafen vorgehen:

«) Anreicherung in rohen Kartoffeln: Aus ungewaschenen (mit
Erde verunreinigten) Kartoffeln sticht man mittels eines Kork-
bohrers passende Stiicke aus und liBt dieselben unter Wasser
bei 35—37% in einem verkorkten weiten Reagensrohr stehen.
Es setzt bald Gdrung ein und nach einigen Tagen sind die Kartoffel-
stiicke génzlich zerfallen. Zwecks Reinziichtung wird weiter ab-
geimpft (vgl. unten).

f) Anreicherung aus Getreideschrot: In einem Kolben werden
25 g fein gemahlenes Roggenschrot mit 500 com Leitungswasser
iibergossen, gut umgeschwenkt, das Gefi 10 Minuten lang im
siedenden Wasserbad erhitzt und bei 30—35% autbewahrt (statt

1 KLuyver: Erg. Enzymforsch. 4, 256 (1935).

2 NEUBERG und NORD: Biochem. Z. 96, 133 (1919). — NEUBERG,
NorD und WorL¥F : Biochem. Z. 112, 144 (1920). — Isolierung von Acetoin
vgl. Tomivasu: Bl. Agr. chem. Soc. Japan 13, Nr. 11 (1937).

3 HARDEN: Proc. roy. Soc. Lond. (B) 77, 422 (1936).

¢ Vgl. HenneBERG: IIdb. d. Gérungsbakteriologie Bd. 1, S. 107.

5 Hinsichtlich Diastase bildender Milchsédurebakterien vgl. DL,
Dissertation, Kiel, 1933.
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des Leitungswassers kann auch folgende Nahrlosung angewendet
werden: 1-—5%, Glucose, 0,5%, Pepton, 0,5%, Liesies Fleisch-
extrakt und 0,5%, Kreide). Die Art der so erhiltlichen Bakterien
ist vielfach von der Getreideart abhéngig; so erhilt man bei Ver-
wendung von Maisschrot héufig zur Butylalkoholerzeugung
geeignete Bakterien.

y) Anreicherung aus Erde: Diinne Kleisterlosung oder eine
etwa 29%ige Getreideschrotaufschwemmung wird eine Zeitlang
aufgekocht und dann mit etwas Erde versetzt. Sofort nach dem
Zusatz korkt man die KulturgefiBle (Reagensrohrchen) gut zu
und laBt bei 30—35° stehen.

In den durch Aufkochen bewerkstelligten Anreicherungen
finden sich neben den butylogenen Bakterien. fast regelmifig
Heubacillen und Bac. megatherioides, die noch widerstands-
fahigere Sporen bilden!. Diese Formen sind durch die Haut-
bildung charakterisiert, ihre Zellen farben sich mit Jod niemals
blau, wahrend sich die Zellen butylogener Bakterien zumeist
blau firben. Die genannten Begleitorganismen werden von den
Butylbakterien insbesondere durch die Saurebildung sowie durch
Anwendung anaerober Bedingungen unterdriickt.

b) Herstellung absoluter Reinzuchten von Butylbakterien.
Fiir die eigentlichen Butylbakterien benutzt man die Anaeroben-
kultur. Eine Schwierigkeit der Reinziichtung besteht darin, daB
die Butylbakterien bei Benutzung fester Nihrboden (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
Verdiinnungsmethode in physiologischer Kochsalzlosung oder
unter Benutzung diinner Getreidemaische (vgl. S. 34) den ge-
wiinschten Verdiinnungsgrad her (etwa 1:1000 usw. vgl. S. 46
und 89) und impft nun in flissigen Agar (z. B. Getreidemaische-
agar usw.) ein, verteilt das Impfmaterial in demselben und gief3t
auf Platten. Die Prrri-Schalen mit den geimpften Agarplatten
werden dann in einem Apparat fir Anaerobenziichtung (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
verdréngt wird, vermag in Sporenform 100° lénger als 2 Stunden
auszuhalten (sogar 115° wéahrend 15 Minuten); dasselbe ist ferner
aerob, so daB es mit Hilfe dieser Eigenschaften von den Butyl-
bakterien getrennt werden kann (z. B. auf von Luft umgebenen,
aseptisch gewonnenen Kartoffelkeilen). .
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weiter tiberimpft; der Prozel wird gegebenenfalls noch des 6fteren
wiederholt.

Sodann stellt man das Gérvermogen der so gewonnenen
Kulturen fest (Beobachtung des Eintritts und der Intensitdt der
Girung; vgl. unten). Insbesondere bei Buttersiaurebakterien wurde
festgestellt, dafl absolute Reinkulturen zu langsam und unvoll-
stindig die Stirke bzw. den Zucker vergidren und manchmal
frithzeitig absterben. Dagegen arbeiten Bakteriengemische (natiir-
liche Reinzuchten) meist giinstiger. So 1Bt sich auch bei Ver-
wendung von Reinkulturmischungen von Butylbakterien - mit
Heubacillen vielfach eine Anregung der Géirung feststellen.

¢) Fortziichtung der butylogenen Bakterien. Empfehlenswerter
als die Fortziichtung auf Agarbéden (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
Nihrboden (fraktioniert im Autoklaven) ist dabei zu achten.

Zur Konstanthaltung des Garvermdogens (bzw. zur jedesmaligen
Aktivierung) der Kulturen der Butylalkohol-Acetonbakterien ist
eine Pasteurisierung von Wichtigkeit?! (bei der die vegetativen bzw.
weniger aktive Zellen abgetitet werden): 10 cem: einer 69%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 soll nach 20—24 Stunden kriftige Géarung zeigen. Mit
Hilfe dieser Methode gelingt auch die Auswahl der aktivsten
Kulturen (vgl. oben), was besonders in diesem Fall fiir die Kon-
stanterhaltung des Gérvermogens sehr wichtig ist. Art der Durch-
fithrung vgl. 8. 52.

Auffrischung des Girvermdégens degenerierter Kul-
turen. Falls Kulturen liangere Zeit nicht iiberimpft wurden und
sie in ihrem Girvermogen geschwicht sind, kénnen sie manchmal
schon durch &ftere Uberimpfung unter Pasteurisierung (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 zweckmifBig
unter streng- anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Auch diese
Methode versagt manchmal.

1 Vgl. Rey~NoLDs, CoiLe und WERKMAN: Jowa St. Coll. J. of Se.
8, 415 (1934). — LancerykkEe, PeETERsON und Mc Cox: J. Bacter.
29, 333 (1935).
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29. Ubung:
Die Butanol-Aceton-Gérung.

a) Kleinversuch mit Auffangung und analytischer Bestimmung
der Gase. Apparatur in Abb. 29 wiedergegeben. Im Giirkolben A
50 cem 69 iger Kornschrotmaische (im Autoklav sterilisiert), mit
1 cem einer girkraftigen Kultur (Clostr. acetobutylicum, Clostr.
butylicum oder anderen) geimpft, mit CO, gesdttigt (durch sterile
Watte filtriert), Volumen iiber der Fliissigkeit mit CO, gefiillt,
zunédchst gut verschlossen. Vorbereitung der Apparatur: Hahn b
geschlossen, Capillarhahn ¢ ge-
6ffnet, Eudiometerrohr B (etwa
11Inhalt) durch Hochheben von
C vollstandig mit Wasser gefiillt
und auf gleiches Niveau ge-
bracht. Bei a eine CO,-Bombe
angeschlossen und CO, nach vor-
sichtigem Offnen von b einge-
leitet. Wasser mit CO, gesittigt
(etwa 10 Minuten durchleiten);
b geschlossen, CO,-Bombe abge-
stellt, ¢ geschlossen, C in Ruhe-
stellung gebracht (wiein Abb.29)
Girkolben bei a (Gummistipsel)
rasch  angeschlossen. Nach
2 Stunden bei 37° durch kurzes
Offnen von ¢, nach Hochheben
von C eventuell angesammeltes
Gas abgelassen; C wieder in
Ruhelage gebracht; Vorgang nach weiteren 2 Stunden eventuell
nochmals wiederholt. Sodann C tief gestellt und b vorsichtig
geoffnet. Nach 8—10 Stunden ist die Gérung in Gang; Gas-
entwicklung beginnt. Volumen etwa alle 6—8 Stunden abge-
lesen, nach Schliefen von b und Heben von C auf das gleiche
Fliissigkeitsniveau wie in B. Nach Beendigung der Girung
(Gasvolumen in B konstant' geworden) wird das Gasvolumen
abgelesen (gibt die Gesamtmenge von CO, und H, bei 37°,
Atmosphérendruck ablesen). Feststellung der Zusammensetzung
des Gases: bei d wird eine Gaspipette angeschlossen, Gasprobe
entnommen, gemessen und in iiblicher Weise iiber Kalilauge von
CO, befreit; Restgas = H,, Differenz = CO,.

b) Girversueh mit analytischer Bestimmung aller Giirprodukte
und unter Kontrolle der Gasbildung. 100 ccm Maische, Zusammen-

—ty
(L
n
Mlll\lilw}gj
®,

Abb. 29. Gargerat.
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setzung wie oben, Durchfiihrung der Gérung und Handhabung des
Apparates wie unter a). Entnahme des Gases von der 24. Stunde
der Géirung an etwa alle 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 Gérprodukte nach Beendigung der
Giarung gemil folgendem Analysengang!:

Allgemeine Trennung der Gdrprodukte: Vergorene Maische
unter Nachwaschen mit 20 cem Wasser in das Destilliergefaf3
eingefiillt (Apparatur vgl. Abb. 30), durch Zusatz von 20 ccm
n-Lauge alkalisch gemacht und nach Zusatz von Siedesteinchen
genau 100 ccm abdestilliert
(Ansatzrohr durch einen
Schliffstopsel verschlossen).
Im Destillat (A) befindet
sich nun Aceton, Butanol,
Athanol und Acyloin. Kol-
benriickstand mit einem
geringen UberschuB 2 n-
Schwefelsdure versetzt und
mit Wasserdampf destilliert
(Einfihrungsrohr fir den
Wasserdampf eingesetzt); genau 220 ccm Destillat (B) in einem
MaBkolben aufgefangen; dieses Destillat enthilt KEssig- und
Buttersiure (eventuell Ameisensiure).

Bestimmung von Athanol und Butanol?. 5—8 ccm vom Destillat A
(maximal 15 mg Gesamtalkohole enthaltend) in eine Probe-
réhre (aus Jenaer Glas oder Pyrex-Glas, Dimensionen 20 X 200 mm)
gebracht, 10 cem Oxydationslosung (bestehend aus gleichen Teilen
einer genau 3 n-Kaliumbichromatlésung und einer genau 10 n-
Schwefelsdurelosung, unter Anwendung von CO,-freiem Wasser
hergestellt) zugesetzt; Volumen mit CO,-freiem Wasser auf 25 ccm
gebracht, mit einem festsitzenden Gummistdpsel 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 v6llig konstanten Bedingungen durch-
fithren (Manometer mit Druckregler): Zweimal je 10 ccm Destillat
in je 6—7 Minuten auffangen. Jede Fraktion sodann mit

Abb. 30. Destillierapparat fiir analytische Zwecke.

1 Im Prinzip gemi den Angaben von JOHENSON, PETERSON und
FreED: J. of biol. Chem. 101, 145 (1933).

2 Nach der Mikromethode von JouNsoN: Ind. Chem., Anal. Ed. 4,
20 (1932).
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CO,-freiem Wasser in einen 50 ccm-ERLENMEVER-Kolben spiilen
und mit 0,02 n-Barytlauge aus einer Mikrobiirette titrieren; als
Indikator Phenolrot (0,1 g in 2,85 ccm n/10-Natronlauge geldst,
auf 500 ccm aufgefiillt). Endpunkt: dauernde Rosafirbung.

Berechnung der Werte fiir Butanol (B) und Athanol (E) in mg:
B— 1,334 a—b __a— 0,098 B
0,0975 "’ 0,0758
a =ccm n/10-Barytlauge (Faktor der 0,02 n-Barytlauge beriick-
sichtigen) der ersten Fraktion, b der zweiten Fraktion. Von a und b
ist noch der Wert der Blindtitration abzuziehen (etwa je 0,01 ccm),
ferner von a fiir je 5 mg Aceton in der Probe der Wert 0,011 abzu-
ziehen und von b der Wert 0,013. Nach Berechnung der mg-Mengen

(I
Abb. 31. Mikrodestillationsapparatur.

B und E ist von E noch der dem Acetylmethylcarbinol entsprechende
Wert abzuzichen (88 mg Acetylmethylcarbinol = 120 mg Kssigséure
= 92mg Athanol, daher 1 mg Acetylmethylcarbinol = 1,045 mg
Athanol).

Acetonbestimmungl: 10—15 cem Destillat A (etwa 10—20 mg
Aceton enthaltend), 50 ccem n-NaOH in einer Glasstopselflasche
gemischt, nach 5 Minuten Stehen 25 ccm n/10-Jodlosung unter
daverndem Umschiitteln in kleinen Portionen zuflieBen gelassen.
Flasche verschlossen, 3 Minuten kriftig geschiittelt, 20 Minuten
stehen gelassen, 25,5 cem 2 n-H,S0, zugefiigt (lackmussauer)
und mittels 0,05 n-Thiosulfatlosung (Faktor auf n/10-Losung be-
rechnet) in iblicher Weise titriert. Differenz ergibt den Jod-
verbrauch. 1cem n/10-Jodlésung = 0,967 mg Aceton2. Der Wert
fiir Acetylmethylcarbinol ist zuvor abzuziehen, und zwar 1 mg
Acetylmethylearbinol = 0,909 ccm n/10-Jodlosung3.

1 Nach der MzssiNgeEr-Methode, verbessert von GOODWIN:
Amer. Soc. 42, 39 (1920).

? GeméB der Reaktionsgleichung:

CH,.CO . CH, + 6J, + H,0 = 2 CHJ, 4- CO, + 6 HJ.

3 Auf Grund der Reaktionsgleichung:

CH;.CO .CHOH .CH, + 8 J, + 2 H,0 = 2CHJ, + 2 CO, - 10HJ ent-
spricht 1 cem n/10-Jodlésung 1,1 mg Acetoin (3,8/g).
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Bestimmung von Acetylmethylcarbinol:  10—20 cem  des
Destillates A wie in Ubung 16a behandeln (vgl. S. 147).

Bestimmung des 2,3-Butylenglykols: Ein aliquoter Teil der
urspriinglichen Probe wird wie in Ubung 27c¢ weiter behandelt
(vgl. S. 181).

Bestimmung von Buttersiure und Essigsdurel: 20 ccm vom
Destillat B zur Bestimmung der Gesamtaciditit (Titration mit
n/10-Lauge gegen Phenolphthalein, Wert a); 200 ccm plus 10 cem
Waschwasser werden der Halbdestillation unterworfen (vgl.S. 173
und 174) und genau 105cem in 65 Minuten abdestilliert und wie
oben titriert (Wert b).

Berechnung der Werte fiir Buttersdure (=B) und Essigsdure

(=E) in ccm n/20-Lauge auf Grund der Gleichungen?:
E +B = a und 0,366 E 4 0,74 B = b, daraus ergibt sich
b — 0,366 a
=2 =a—B.
B 0374 und E =a
Zu den erhaltenen Werten wird noch 109, dazugerechnet, um die in
der Gesamtmenge vorhandenen Werte zu erhalten. 1 cem n/20-Lauge
= 4,4 mg Buttersdure bzw. 3 mg Essigsaure.

Umrechnung der Analysenwerte in Glucosedquivalente. Auf Grund
der Garungsgleichungen entspricht 180 mg Glucose = 58 mg Aceton,
88 mg Buttersdure, 76 mg Butanol, 120 mg Essigsiure, 92 mg Athanol,
88 mg Methylaeetylcarbmol Der ]ewells gefundene Wert in mg ist
daher mit dem betreffenden Faktor zu multiplizieren, um die mg-
Aquivalente Glucose zu erhalten (so ergibt sich z. B. fiir Aceton
der Umrechnungsfaktor 180:58 = 3,1).

¢) Vergiirung unter gleichzeitiger Bildung von Isopropyl-
alkohol. Durchfiithrung ebenso wie Ubung 29b. Impfung mit
einer girkriftigen Kultur eines geeigneten Bakteriums3, z. B.
Clostridium butyricum. Bestimmung der Gérprodukte nach Be-
endlgung der Gérung, und zwar nach dem gleichen Analysen-
gang wie zuvor. Ferner bestimmt man Isopropylalkohol im
Destillat A in folgender Weise: 10— 15 cem des Destillates werden
ebenso wie bei der Butanol- und Athanolbestimmung oxydiert
(3 Minuten). Aus der Oxydationsmischung wird dann etwa die
Hilfte des Volumens abdestilliert und die Acetonbestimmung
wie zuvor vorgenommen. Der fir das praformierte Aceton er-

1 Im Prinzip gemiB der Halbdestillationsmethode von VIRTANEN
und PULEI: Amer. Soc. 50, 3138 (1928).

? Die Faktoren 0,366 und 0,74 ergeben sich auf Grund der em-
pirischen Feststellung, daB innerhalb gewisser Konzentrationsgrenzen
bei der Halbdestillation 36,69 Essigséure und 749 Buttersdure
iibergehen.

3 Vgl. LANGLYEKKE, PETERSON und Mc Coy. J. Bacter. 29, 333 (1935).
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haltene Wert ist von dem gesamten Aceton-Wert abzuziehen.
Die Differenz entspricht dem aus dem Isopropylalkohol er-
haltenen Aceton. (Von dem urspriinglich vorhandenen Iso-
propylalkohol erfaBt man dabei nur etwa 859/, so dal noch
mit einem Korrektionsfaktor zu multiplizieren ist).

d) Préparativer Girversuch (unter analytischer Kontrolle des
Gérverlaufes). Vorbereitung der Impfkultur: 20 cem einer 69, igen
Kornmaischekultur des Bakteriums (wie bei b) in 200 ccm der
gleichen Maische eingeimpft; nachdem Gérung eingesetzt hat
(etwa 24 Stunden) wird diese Probe in 21 der gleichen Maische
iibertragen und nach weiteren 24 Stunden diese Impfkultur zu
der fiir die Gérung bestimmten 6—89%igen Kornmaische (25 1)
zugesetztl. Alle Maischen gut sterilisiert (Autoklav), Mikro-
skopische Kontrolle aller Impfkulturen. Girapparatur vgl. Abb. 8,
S. 73 (Beniitzung einer Waschflasche mit Sinterglaseinsatz aufer-
halb des Garraumes). Glasballon sowie Kiihler vor dem Einfiillen
der Maische desinfiziert (mit einer etwa 0,19%jigen Sublimat-
l6sung gut ausgespiilt und mit sterilem Wasser griindlich nach-
gewaschen). Etwa 15 Stunde nach dem Impfen setzt Gérung
ein, nach einigen Stunden ist dieselbe kraftig in Gang. 2—3mal
taglich wird durch kriftiges Umschwenken durchgemischt. Nach
3 (eventuell 4) Tagen ist die Gérung in der Regel beendet.

Analytische Kontrolle des Gdrverlaufes. Je 100 ccm des Gér-
gutes werden nach 24 Stunden (nach kriftigem Umschiitteln)
und sodann in Intervallen von je 8 Stunden mittels einer langen
Pipette entnommen. Noch zweckmaéBiger ist es, wenn gleich ein
oben rechtwinkelig abgebogenes Rohr, das unten bis in die Fliissig-
keit reicht, einsetzt; an das obere Ende schlieft man zwecks
Probeentnahme eine Saugeprouvette an. — Die Proben werden
wie in Beispiel b analysiert. Ergebnisse in Form von Kurven
wiedergegeben? (vgl. Abb. 32, die den Verlauf einer normalen
Butanol-Acetongirung zeigt 3).

1 Mitgleichem Erfolg kann auch Kartoffelmaische vergoren werden,
die etwa 6 —89ig an Trockensubstanz ist (360— 500 g Kartoffeln zur
Herstellung von 11 Maische). Ebenso eignet sich Weizen- oder
Maisschrot.

2 Beim Sinken der Aciditdt wird zunéchst fast ausschlieBlich
Aceton gebildet, erst spiter auch Butanol, dessen Bildung jedoch
weiter geht, wihrend die Acetonbildung schheﬁhch aufhort. Dies ist
auch vom pa -Wert abhéingig; Aceton entsteht besonders beim pa < 4,5,
Butanol um py 5 herum; gréBere Anderungen im pr im einen oder
anderen Sinn fithren zu anormaler Gérung. Entstehung von Neben-
produkten (wie Athanol) anscheinend gegen Ende der Géarung.

3 W. H. PETERsSON und E. B. FRED : Ind. Eng. Chem. 24, 237 (1932).
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Technische Kontrolle des Gdrverloufes: Probenentnahmen in
den gleichen Zeitintervallen wie zuvor. 10 cem direkt mit n/20-
Lauge titriert, 40 cem filtriert und spezifisches Gewicht festgestellt
(bei 6%iger Maische anfangs etwa 5° Bllg., am Ende der Gérung
etwa 0,591,

Priparative Aufarbeitung:? Gérgut in Portionen von 6—71
aus einem 101 fassenden Rundkolben unter Benutzung einer
WipmER-Kolonne destilliert (vgl. Ubung 7e, S. 112). Destillat
in zwei Fraktionen zu etwa je 2—2,51 aufgefangen. Butanol-

g T
- 72 /
E |-
S TN Gesamtldsungsmitie/
N VAR yd
S5 oW / \\
§ / ;"\
S / Y
9 \ \
SRyl ;
g T
3 S / \. \ titrierbare Sdure A
S / \ -
N |
I ‘§ 6 ,I.I — = ——=F
§ / \ /”'/ (.'/.- .
~ : “ |~ Fliehtige Siuren ____.._.
I / ‘\ \ // ’// I L e
d “ 1! \ AT Azeton
1 N~
7+ 2+ <
/ / A nichttlichtige Sauren
// — 4

0= g% 7w 4w % & & # w & Zh

Abb. 32. Verlauf der Butanol-Acetongérung.

schichte von der ersten Fraktion abgehoben und wéBrigen Anteil
mit der zweiten Fraktion vereinigt. Nach dem Neutralisieren
mit Soda destilliert man iiber eine WipmMER-Kolonne, fingt wieder

1 Das Schwinden der Aciditat ist unerléaBliche Bedingung einer
guten Vergérung. Bleibt die Aeciditét erhalten, infolge Anwesenheit
fremder Bakterien oder aus irgend einem anderen Grund, so findet
keine oder nur geringfiigige Bildung von Butanol und Aceton statt.
Die Aciditat steigt auf etwa 9 cem n/20-Lauge fir 10 cem Probe,
sinkt dann rasch auf etwa 4 cem und steigt spiter wieder an [vgl.
z. B. PETERSON und FrED: Ind. Chem. 24, 237 (1932)]. Bei der
Vergirung von Kartoffelmaische liegen die Werte in der Regel
wesentlich hoéher (Absinken bis auf etwa 10cem n/10-Lauge fur
10 cem Probe).

2 Nach Versuchen von J. JaAkowarz: Diss., Prag 1938.

Bernhauer, Girungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 13
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zwei Anteile auf und hebt die Butanolschicht ab. Die beiden
Fraktionen werden dann getrennt weiter destilliert und die
zueinander gehorigen Anteile jeweils vereinigt. Durch Aussalzen
mit Pottasche scheidet man weitere Mengen Butanol ab. Schlie3-
lich erhilt man folgende Fraktionen: reines Aceton (Kp 569,
d = 0,792), Zwischenlauf (enthaltend Aceton, Athanol, Butanol
und Wasser) und reines Butanol (Kp 117° d = 0,804). Aufler
dem Siedepunkt bietet auch die Bestimmung des spezifischen
Gewichtes ein Kriterium fiir die Reinheit der Fraktionen.

Identifizierung des Acetons als p-Nitrophenylhydrazon! oder
als Dibenzalaceton?.

Identifizierung des Butanols als 3,5-Dinitrobenzoylester 3.

Zur Gewinnung der Sduren kann der oben erhaltene alkalische
Anteil und der urspriingliche Destillationsriickstand dienen. Nach
dem Ansiuern mit Phosphorsiure* wird destilliert und etwa
8—101 Destillat aufgefangen. Dieses wird mit CaCO; und Kalk-
milch neutralisiert (pg 7,3), das Filtrat am Wasserbad zur Trockne
verdampft, der Riickstand gut pulverisiert und bei 120° getrocknet.
In einem Destillierkolben versetzt man denselben schlieSlich mit
der berechneten Menge konzentrierter Schwefelsdure und destilliert
nach gutem Verrithren aus einem Olbad. Das Destillat wird dann
noch fraktioniert destilliert (vorwiegend, manchmal ausschlieBlich
Essigsdure, eventuell etwa Buttersidure).

Anhang I: Theoretisches.

Fir die Butanol-Aceton-Géirung ist charakteristisch, daf sie nur
bei Anwendung naturlicher Substrate erfolgreich durchgefiihrt werden
kann. Aber auch da sind nicht alle Substrate geeignet. So werden
Hafer- und Gerstenmaischen nicht oder nur sehr schwach vergoren.
Dies héngt mit dem Fehlen eines Aktivators zusammen, der sich als
1-Asparagin erwies® und durch den der Stdrkeabbau sehr erleichtert
werden soll. Fiir die Durchfihrung der Gérung mittels Cl. 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®. Vielleicht handelt
es sich dabei aber nicht um einen Géirungsaktivator, sondern um
einen Wuchsstoff.

1 B. 26, 1306 (1893); J. biol. Chem. 4, 235 (1908).

2 CoNnraD und DoLLIvER: Org. Synth. 12, 22 (1932).

3 Helv. 9, 799 (1926); Am. Soc. 51, 3426 (1929); 54, 3762 (1932).

* Schwefelséure ist bei lingerer Dampfdestillation etwas fliichtig.

5 TatuM, PETERSON und FrRED: J. Biol. Chem. 27, 2 (1933); 29, 6
(1935).

8 Wrrzman~N und RosENFELD : Bioch. J. 31, 619 (1937).
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Bedingungen der Butanol-Aceton-Gdrung: Von wesentlichem Ein-
fluB auf die Zusammensetzung der entstehenden Gérprodukte ist
auBer der Art der verwendeten Organismen besonders die Temperatur.
Bei Erhéhung derselben bis 40° sinkt die Ausbeute an Lésungsmitteln
betrdchtlich (vor allem die an Butanol). Bei tieferer Temperatur
(etwa 30°) wird die Ausbeute erhoht, die Gérdauer aber verlingert?.

Anbhang II: Technologie der Butanol-Aceton-Géirung.

Awusgangsmaterial : Am besten Reis (da bakteriologisch am reinsten),
sodann Mais, Getreidearten, Kartoffeln, Melasse u. a. zucker- oder
stiarkehaltige Rohstoffe, insbesondere minderwertige, zur Verfiitterung
nicht geeignete Materialien. Auch Sulfitablauge aus Buchenholz? so-
wie Molke?® erwiesen sich als geeignet.

Garungserreger.  Besonders Chlostridium aceto - butylicum (in
franzésischen und U.S.A.-Fabriken). Ob die vielen anderen butylo-
genen Bakterien (die aber meist nur relativ geringe Butanolausbeuten
liefern) von den industriell verwendeten Bakterien wesensverschieden,
oder ob die letztgenannten nur an den Néhrboden angepalit bzw.
aufgeziichtet sind, ist schwer zu entscheiden. Von groBer Wichtigkeit
ist die bakteriologische Reinhaltung der Apparate im Betrieb, da
die normale Gérung durch fremde Organismen unterdriickt werden
kann. Diese Aufgabe ist oft sehr schwierig, da die zur Verwendung
kommenden Materialien zumeist stark infiziert sind, und zwar oft
mit Bakterien, die gleichfalls sehr widerstandsfahige Sporen besitzen.
Kulturen und Maischen sind taglich auf bakteriologische Reinheit und
Géarvermdégen zu priifen.

Fabriksbetrieb. Mais fein gemahlen, mit Wasser angeriihrt, durch
Erhitzen unter Druck sterilisiert (1% —2% Atm., 45— 90 Minuten)
und Stirke verkleistert. Stérkelosung 6—89%ig. Maische bei 37°
mit Garfliissigkeit aus einer vorangehenden Charge geimpft (die Impf-
kulturen sollen in voller Géarung sein, aber noch keine groBeren
Mengen Aceton und Butanol bilden); in groflen, geschlossenen Gér-
bottichen (mit je etwa 500 hl Maische (oder auch mehr). Garungs-
eintritt innerhalb 2—3 Stunden. Gasentwicklung durch Gaszihler
kontrolliert (Kriterium fiir den Gérverlauf). Weitere Kontrolle des
Garverlaufes: Aciditdt und spezifisches Gewicht (vgl. Ubungs-
beispiel d). Eine 69)ige Stérkelosung ist nach etwa 40 Stunden
vergoren. Butanol-Aceton-Gehalt 2—21 9% . Destillation der Maische
in den iiblichen Kolonnenapparaten; erstes Destillat etwa 509)ig an

yarprodukten. Trennung durch drei weitere Destillationen (vgl. oben).

Gewinnung der durch das Gas mitgerissenen Anteile (10 g pro 1 cbm
Gas): Adsorption an aktivierter Holzkohle und Freilegung durch
Dampf. Ausbeuten: aus 100 kg Stérke etwa: 22,5 kg Butanol,
11 kg Aceton, 2,7 kg Nebenprodukte (insbesondere Athanol, aber
auch Isopropylalkohol und Methyl-Athyl-Keton); 100 Teile des End-
produktes bestehen aus 629, Butanol, 30,59 Aceton, 7,5% Neben-
produkten; gleichzeitig entwickeln sich 36 cbm CO, und 24 cbm H,
(gemessen bei Gértemperatur).

1 A. J. ManTeEUFEL 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 Buttersiuregiirung.

a) Analytischer Girversuch. 100 ccem 10%ige sterile Korn-
schrotmaische nach Zusaiz von 5g CaCO; mit 10 ccm einer
garkraftigen Maischekultur des Bac. butylicus, geimpft, nach dem
Sattigen mit CO, mit einem Hg-Géraufsatz verschlossen; bis zum
Aufhoren der Gasentwicklung bei 40° géren gelassen. Bestimmung
der Gérprodukte wie in Ubung 29b; und zwar vom Destillat A
(100 ccm) 20 cem fiir die Butanol-Athanolbestimmung (mit nur
5 cem Oxydationslosung), sonstige Bestimmungen eventuell nach
qualitativen Priifungen vernachldssigen. Vom Destillat B (durch
erschopfende Destillation erhalten, etwa 250 ccm) wird eine
Probe titriert (ergibt Gesamtséure).

Identifizierung der Sduren. Destillat B wird genau mit Natron-
lauge neutralisiert, auf etwa 30 ccm eingedampft und mit je 10 cem
einer 10%igen Silbernitratlosung fraktioniert geféllt (etwa finf
Fraktionen, jeweils abgesaugt, Filtrat weiter geféllt); zuerst fallt
buttersaures Silber, zum Schluf} essigsaures Silber. Infolge An-
wesenheit von Ameisensidure tritt schlieBlich meist Schwirzung der
Ag-Niederschlige ein. Reinigung der Fraktionen: In etwas Wasser
l6sen, 1—2 Stunden unter Riickflu8 kochen, filtrieren, Filtrat
eventuell einengen; Krystallisation der reinen Salze. Schlieflich
werden die Anteile getrocknet und gewogen. Von der ersten
und letzten Fraktion Ag-Bestimmungen. Ag-Butyrat enthilt
55,379, Ag, Silberacetat 64,679, Ag.

Bestimmung der Milchsdure (im Riickstand nach dem Ab-
destillieren der fliichtigen Siuren) wie in Ubung 22a (S. 160).

b) Priiparativer Gérversuch. 600 g Kornschrot mit 61 Wasser
eingemaischt, im Autoklaven sterilisiert, bei 40° in die Gér-
apparatur (wie in Ubung 22b) eingefiillt, Zusatz von 300 g steriler
Schlimmkreide, Impfung mit 500 cem einer in kraftiger Gérung
befindlichen Mischkultur der Buttersdurebakterien (gewonnen
aus HeuaufguB) auf dem gleichen Néhrboden; téglich wird des
ofteren das CaCO,; kraftig aufgerithrt. Gérung nach 10 bis
12 Tagen beendet. Etwa alle 2 Tage Entnahme von 20 ccm Probe
und Bestimmung des Ca-Gehaltes im Filtrat (gegen Ende der
Girung Prifung auf Stirke sowie Reduktionsvermégen). Bei
Gérungsabbruch 100 cem zur Bestimmung der einzelnen Géarungs-
produkte wie in Ubung 29b entnehmen.

Aufarbeitung. Ausgegorene Maische mit etwas Calciumhydr-
oxyd bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt und unter
Benutzung einer WipMER-Kolonne 1000 cem 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 enthilt
neben Resten von Ca-Butyrat die Ca-Salze anderer Siuren; mit
Soda das Ca vollstindig als CaCO4 ausgefillt, Filtrat mit 509%,iger
Schwefelsiure angesiuert und mit Ather erschépfend extrahiert.
Extrakt mit geglithtem Glaubersalz getrocknet, Ather abdestil-
liert, Riickstand fraktioniert destilliert. Falls man die hdheren
Fettsiuren gewinnen will, werden die aus einer Anzahl gleich-
artiger Versuche in analoger Weise erhaltenen Riickstinde ver-
einigt. Aus 4 kg Glucose erhielten NEUBERG und ARINSTEIN!
35 g hohere Fettsiuren (Capron-, Capryl-, Caprinsiure).

Anhang: Technologie der Buttersduregérung.

Ausgangsmaterialien und Maischebereitung. Billige Stérkesorten
(Kartoffel, Reis, Mais, minderwertiges Mehl u. a. Materialien 2) sowie
Melasse. Starke durch Erhitzen mit Wasser auf 100° verkleistert und
wie bei der Spiritusbereitung mit Malz bei 67— 60° verzuckert (Kon-
zentration der Losung entsprechend 109, Stérke); 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— 609% Schlimmkreide (bezogen auf Stérke oder Zucker).

Bakterien. Bei Anwendung einheitlicher Bakterien-Reinkulturen
findet meist nur trige, bald aufhérende Gérung statt. Bei spontaner
Vergarung sind die Ausbeuten schwankend; daher Verwendung natiir-
licher Reinzuchten, d.h. Anreicherungen von Bakteriengemischen,
die durch wiederholtes Uberimpfen besonders widerstandsfihig und
wirksam gemacht werden.

Girprozefs und Gérprodukte. Man beniitzt groBe hélzerne Bottiche
die mit Riihrwerk versehen sind, Temperatur 35 —40°. Téglich wird
mehrmals die Schlimmkreide aufgeriihrt; Entweichen von CO, und
H,. Ende der Géarung nach 8 —10 Tagen. Gérprodukte: Neben Butter-
saure (etwa 35% der Stdrke) entsteht stets Milchsfiure und je nach
der Art der Bakterien und Maische wechselnde Mengen Essigsdure,
Propionsiure, Valeriansaure, Capronsdure, Bernsteinsiure, Athanol,
Butanol, Amylalkohol usw.

Gewinnung der Buttersdure. Die vergorene Maische wird filtriert und
im Vakuum eingeengt: Abscheidung von Ca-Butyrat; Isolierung und
Trocknung; mit der berechneten Menge Schwefelsdure (66° Bé) um-
gesetzt, Rohbuttersiure im Vakuum abdestilliert und durch Frak-
tionieren gereinigt (Umsetzung des Ca-Butyrates kann auch mit kon-
zentrierter HCI erfolgen; die Buttersiure schwimmt dann als Ol auf
der CaCl,-Lauge und ist mit kleinen HCl-Mengen verunreinigt, Destil-
lation tiber Na-Butyrat). Herstellung chemisch-reiner Buttersaure tiber
das Ca-Salz (aus der Fraktion Kp. 160—165°). Reinigung und Zerlegung
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 Butanolgirung als Material
fir die Buttersduregirung vorgeschlagen: E. P. 489170 (1938). —
C. 1938, II, 2857.
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31. Ubung:
Zwischenprodukte der Butylgirungen.

a) Festlegung von Buttersiiure und Essigsiure bei der Butanol-
Aceton-Girung. 100 cem 69%ige Kornschrotmaische ebenso wie in
Ubung 29b, aber mit 3 g CaCO, nach dem Sterilisieren mit 2 com
einer girkriftigen Kultur von Clostr. acetobutylicum oder Clostr.
butylicum (u. a.) geimpft; bis zum Aufhéren der Garung bei 37° be-
lassen. Bestimmung der Garprodukte wie in Ubung 29 b und zwar:

Butanol-Athanol-Bestimmung mit 10—15 cem Destillat A,
Acetonbestimmung mit 20—30 ccm, Acetoinbestimmung mit
20-—30 ccm Destillat A.

Buttersidure-Essigsdure-Bestimmung (Destillat B 250 com):
Gesamtaciditdt in 10 cecm bestimmt, 50 cem auf 200 cem ver-
diinnt und Halbdestillation in iiblicher Weise durchgefiihrt.

Milchsgurebestimmung (im Riickstand der Séiuredestillation)
wie in Ubung 22a.

In Gegenwart von CaCO,; ist die Gesamtmenge der Butyl-
produkte (Buttersiure und Butanol} erheblich groBer als in
Abwesenheit desselben; hinsichtlich der ,,Acetonprodukte
(Aceton, Essigsiure, Athanol, Acetoin) ergibt sich ein umgekehrtes
Verhalten®.

b) Umwandlung von Buttersiure in Butanol. Acht Ansétze mit
je 50 cem 69 iger Kornschrotmaische in passenden Kolben mit
Gérverschluf3 in iiblicher Weise vorbereitet und geimpft. Nach
dem kriftigen Angéren (etwa nach 24—36 Stunden) wird zu vier
Kolben je 1 ccm n-Buttersiurelosung (je 88 mg) zugesetzt, zu den
anderen vier Kolben je 1 ccm Wasser. Nach der Beendigung der
Gédrung werden jeweils die vier Parallelversuche vereinigt (zur
Ermittlung der Durchschnittswerte) und auf 500 cem aufgefiillt.
100 cem entnommen und wie in Ubung 29b genau durchanaly-
siert. Werte auf Glucoseiquivalente umgerechnet. Ein Vergleich
der mit und ohne Buttersdurezusatz gewonnenen Ergebnisse zeigt
die Umwandlung der Buttersiure in Butanol an (meist 80—909,).

¢) Abfangung von Acetaldehyd bei der Buttersiuregirung?. In
einem 5 1-Kolben werden 100 g technische Glucose, 40 g CaCOj,
4 g Pepton, 4 g K,HPO, und 1,2 g MgSO, in 31 Leitungswasser
sterilisiert und sodann mit 11 einer 209%igen Losung von krystal-
lisiertem Natriumsulfit versetzt. Nach dem Impfen mit 40 cem
einer girkraftigen Reinkultur des Bac. butylicus Fitz wird bei

1 Vgl. BERNHAUER, IGLAUER, GROAG und KorTic: Biochem.
Z. 287, 61 (1936).
2 Vgl. NEUBERG und ARINSTEIN: Biochem. Z. 117, 269 (1921).
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36—38° giren 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 unverdnderten Gér-
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
Essigsdure (vgl. S.112 und 189). Vom Gesamtwert wird dann
der dem Acetaldehyd entsprechende Wert abgezogen. Bestimmung
der entstandenen Essigsdure nach dem Entfernen der fliichtigen
neutralen Anteile und des Sulfits (Oxydation zu Sulfat) durch Destil-
lation des angesduerten Riickstandes und Titration des Destillates.

Wihrend bei der normalen Vergirung hauptsichlich Butter-
siure entsteht, wird bei der Sulfitgirung viel Essigsdure (etwa
20%) und Alkohol (etwa 13%,) neben dem abgefangenen Acet-
aldehyd gebildet (etwa 7-—8Y%,, alle Zahlen beziehen sich auf
verbrauchten Zucker).

Anhang: Typen und Chemismus der Butylgérungen.

Vorlaufige Unterscheidung von zwei Gérungstypen: Buttersure-
girung (die entweder als reine Buttersduregérung, oder als Butter-
séure-Essigsdure-Gérung oder als Butterséure-Propionsiure-Gérung
auftritt) und Butanolgirung (die als Butanol-Aceton-Gérung, als
Butanol-Isopropanol-Géarung, als Butanol-Athanol-Garung und in
anderen Formen auftritt, je nach der Art der Girungserreger).

1. Buttersiuregirung, Fir den Chemismus ist charakteristisch die
Annahme einer Aldolkondensation von zwei Molekiilen Acetaldehyd
oder Brenztraubensdure und Umlagerung des Aldolisierungsproduktes
in Buttersaure.

Gérungsgleichung:

C¢H,,0; = CH,.CH,.CH,.COOH + 2 CO, + 2 H,.

Gérungsschema, in Ubereinstimmung mit Bilanzversuchen?:
C¢H;,04—>2 CH;.CO.CH(OH),— 2CH;.CHO -+ 2H.COOH—>

bl 2C0,+2H,
Methylglyoxalhydrat I+ H:0 ¢H,.CH(OH), —>
CH,.COOH + H,

Y
CH;.CHOH.CH,.CHO —>» CH;.CH: CH.CH(OH), —>
Acetaldol Crotonaldehydhydrat
CH,;.CH,.CH,.COOH
Buttersdure

1 DoNkER: Diss. Delft 1926. — Vgl. auch Kruyver und DONKER:
Chem. Zelle 13, 134 (1926).
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Das Schema ist im wesentlichen hypothetischer Natur; die Bildung
von Acetaldehyd koénnte némlich auch iber Brenztraubensdure
fithren; die Bildung und Umwandlung des Acetaldols ist unbewiesen!;
vgl. auch den Weg iiber Brenztraubenséurealdol (siehe Tab. XIX)?2.
Von besonderem Interesse ist in diesern Zusammenhang auch die
Bildung héherer Fettsiuren (Capron-, Caprin- und Caprylsdure) bei
der Butterséduregérung aus Glucose (vgl. auch 8. 197) sowie die Bildung
sehr erheblicher Mengen Capronsdure neben Buttersdure und Essig-
siure bei der Einwirkung von Methanbakterien auf Athylalkohol,
wobei der Weg iiber Acetaldehyd sehr naheliegend erscheint (vgl. 8. 214).
Von Interesse ist ferner die Umschaltung der Buttersduregirung in
Milchsduregdrung in Gegenwart von CO, wobei die Milchsdure als
Hauptgarungsprodukt entsteht3.

Nach neueren Anschauungen kénnte die Bildung der Buttersdure
auch iiber Acetessigsdure erfolgen, das obige Giarungsschema mulite
dann in folgendem Sinne geéindert werden :

C¢H,,0¢ + 2 H,0 —> 2 CH;.COOH 4} 2 CO, - 4 H,
2CH,.COOH —>» CH,;.CO.CH,.COOH - H,0
CH,.CO.CH,.COOH + 2H, > CH;.CH,.CH,.COOH + H,0
Umwandlung von B-Oxybuttersiure in Butterséiure konnte allerdings
nicht beobachtet werden. Bildung und Umwandlung von Zwischen-

produkten (vgl. Tab. XIX).

Tabelle XIX.

Mogliche Bildung, Abfangung und Umwandlung
Zwischenprodukte Anhaufung derselben derselben
Milchsdure etwa 109% bei der Glucose- —

vergérung?, in Gegenwart von
CO als Hauptprodukt?

Brenztrauben- — in Essigsdure und

sdure Ameisensgure 8,
in HEssigsdure und

‘ Buttersdure*
Acetaldehyd Abfangung bei der Sulfit- —
: garung (bisetwa 16 9 d. Th.)®
Brenztrauben- — in Buttersdure ¢
séurealdol

1 JANRE und STEDLER: Bio. Z. 292, 101 (1937) beobachteten
lediglich Bildung von 0,89, Buttersidure bezogen auf Acetaldol unter
der Einwirkung einer Bakteriensuspension (innerhalb 24 Tagen).

2 In diesemn Zusammenhang erscheinen auch die neuen Befunde
von MEYERHOF, LOoEMANN und ScrusTEr [Biochem. Z. 286, 297
(1936)] iiber die fermentative Aldolkondensation von Dioxyaceton-
phosphorsidure mit Acetaldehyd unter der Einwirkung der Aldolase
von groflem Interesse, da vielleicht dhnliche Vorgédnge auch bei der
Bildung einer Vorstufe der Buttersdure in Frage kommen kénnten.
Kusowrrz: Biochem. Z. 264, 285 (1934).

LANGLYKKE, PETERSON und FRED: J. Bact. 34, 443 (1937).
BucHNER und MEISENHEIMER: B. 41, 1410 (1908).
NEeUBERG und ARINSTEIN: Biochem. Z. 117, 269 (1921).

o ook W
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2. Butanol-Aceton-Girung. Chemismus in enger Anlehnung an den
der Buttersduregirung. Butterséure und Essigsiure als Zwischen-
produkte im Medium auftretend. Besonders bemerkenswert als
biochemische Reaktion ist die Hydrierung der Buttersdure zuButanol
(verlauft wohl iiber Butyraldehyd, vgl. unten).

Gérungsgleichungen:
CsH,,0, =CH,; . CH, . CH, . CH,OH 4 2CO, + H,0
CeH,,0; + H,0 =CH; . CO . CH, + 3 CO, + 4 H,.

Vergdrung von Pentosen ergibt bemerkenswerterweise, dal3
das Verhaltnis der Géarprodukte annéhernd das gleiche ist, wie bei der
Hexosenvergéarung. Erklirung durch die Annahme, dafl der als
Spaltungsprodukt vermutlich auftretende Glykolaldehyd nicht zu
Essigsdure abgebaut, sondern zur Synthese von Cg-Kohlehydraten
verwendet wird!. Dagegen haben andere Autoren ein abweichendes
Verhéltnis der Garprodukte festgestellt 2.

Gérungsschema, inUbereinstimmung mit Bilanzversuchen?. Primérer
Zerfall:

CeH,,0—> 2CH,;. CO. CH(OH), ——> 2CH;.CHO + 2 H. COOH.,
Dehydrierungen :

H.COOH ——» CO, + 2 H (gibt teilweise gasférmigen Wasser-
stoff).

CH;.CHO + H,0 g—> CH,.CH(OH).
(gibt teilweise gasformigen Wasserstoff).
Hydrierungen:

CH;.CHO 4+ 2H ——>» CH; . CH,0OH,

CH,;.CO.CH,.COOH +- 4 H —>» CH,.CH,.CH,.COOH *

CH;.CH,.CH,.COOH + 4 H —> CH,.CH,.CH,.CH,OH *,

Kondensationen:

2 CH, . CHO ——» CH, . CHOH . CH, . CHO —»
CH, . CH:CH . CH(OH),— CH, . CH, . CH, . COOH,

2 CH, . COOH — » CIH, . CO . CH, . COOH —— %
CH, . CO . CH, -+ CO,.

Es 148t sich vorldufig noch nicht entscheiden, welcher der beiden
mit * bezeichneten Prozesse den Tatsachen entspricht. Der Weg iiber
Acetessigsdure ergidbe eine leichte Erklarung fiir das gemeinsame
Auftreten von Butanol und Aceton. Eine gekoppelte Entstehung der
beiden Produkte soll allerdings nicht in Frage kommen?. Enzym-
chemische Versuche ergaben noch keine Kldrung, doch gelang es,
zu beweisen, daf Fettsduren zu Alkoholen durch ein Fermentsystem
reduziert werden 5.

» CH,.COOH + 2H

1 Vax per LEx: Diss. Delft 1930.

¢ L. A. UnpErRgoOFLER und J. E. HUNTER: In. Eng. Chem. 30,
480 (1938).

3 DoNkER: Diss. Delft 1926; vgl auch Van peErR LEk: Diss.
Delft 1930; Kruyver: Erg. d. Enzymforschung 4, 264 (1935).

4 JANKE und SIEDLER, l. c.

3 E. SimoN und CH. WEIZMANN: Enzymologia 4, 169 (1937).
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Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten (vgl. Tab. XX).
Tabelle XX.

Mogliche ABildung, Abfangung u.; Umwandlung
Zwischenprodukte | Anhédufung derselben derselben

Methylglyoxal durch Einwirkung {hemmt bereits in Konzen-
von Bakterien- trationen von 0,039, die
préaparaten auf Gérung ?

Hexosediphosphat !

Milchséure Isolierung geringer | VerschiebungdesVerhalt-
Mengen ? nisses Butanol: Aceton
auf 84:16 (sonst 67:33)4

Brenztraubensiure — in Essigsédure, Aceton,
: Acetylmethylcarbinol
und Butylprodukte 2, 5

Acetaldehyd — durch aktive Bakterien
bis iiber 609, in Butanol,
durch weniger aktive zu
10—21% in Butylpro-
dukte, Rest besonders
in Athanol® Zu iiber
10% in Butylprodukte?

Essigsdure vgl. Acetongirung vgl. Acetongédrung

Acetaldol — entweder giftig 8, od. ohne
Giftwirkung (0,088 bis
0,176%), aber keine Um-
wandlung in Gérpro-
dukte®, zu etwa 109, in
Athanol und Essigsaure®

! Perr und WyNNE: J. of biol. Chem. 97, 177 (1932); im Prinzip
gemafl dem NEUBERGschen Verfahren.

? JounsoN, PeTERSON und FRED: J. of biol. Chem. 101, 145
(1933).

3 SPEAKMAN: J. of biol. Chem. 58, 395 (1923).

4 Soc. RicaARD ALLENET & Cie, Melle: C. 1925, II, 761.

® BERNHAUER, IGLAUER, GRoAG und Ké6TTiG: Biochem. Z. 287,
61 (1936).

* BERNHAUER und KURscENER: Biochem. Z. 280, 379 (1935).

” Unter der Einwirkung von Bakteriensuspensionen; zugleich
werden iiber 429, in Athanol und Essigsdure umgewandelt (etwa in
dquimolarem Verhiltnis). Vgl. JANKE und SIEDLER, . c.

® JOHNsON, PETERSON und FRED: J. of biol. Chem. 101, 145 (1933).

? Mittels Bakteriensuspension (allerdings erst nach 24 Tagen),
JANKE und SIEDLER, 1. c.
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Tabelle XX (Fortsetzung).

Mogliche Bildung, Abfangung u. Umwandlung
Zwischenprodukte | Anhdufung derselben derselben
Crotonaldehyd — hemmt in Konzen-

trationen von 0,036%,
sofort die Gérung!

p-Oxybuttersidure

nicht auffindbar?

ungiftig, aber keine
Umwandlung
in Garprodukte 2, !

Crotonsdure — in Butanol und Aceton
in wechselndem Mengen-
verhéltnis?!
" Buttersdure Anstieg u. Abfall bei|zu etwa 809, in Butanol,
d. normalen Garung?,4, | zu 109, in Aceton?, iiber
erhebliche Mengen 95% in Butanol!
mit CaCO,5,®
Butyraldehyd — iiber 959 in Butanol

(manchmal auch teilweise
in Aceton)?

3. Butanol-Isopropanol-Girung. Garungserreger: Clostridium felsi-
neum?® und verschiedene Stdmme von Butylbakterien®. Gédrungs-
vorgang noch wenig untersucht. Bei manchen Kulturen bildet sich
neben Butanol und Isopropylalkohol nur wenig Aceton, bei anderen
entstehen die letztgenannten Produkte in etwa gleicher Menge, bei
anderen wieder findet sich iiberhaupt kein Isopropylalkohol (vgl.
unter 2). Wieder andere Bakterienstamme bilden Isopropanol wohl
aus Arabinose, nicht aber aus Glucose?.

Chemismus: Der Isopropylalkohol entsteht zweifellos durch Re-
duktion von Aceton!?; bei hoheren Ausbeuten an Isopropylalkohol
ist die Menge an Butanol geringer, da dann fiir diesen Vorgang nicht
genug Wasserstoff zur Verfiigung steht. Bei diesem Gérproze@

! BERNHAUER und KURSCHNER: Biochem. Z. 280, 379 (1935).
2 JornNsoN, PETERSON und FRED: J. of biol. Chem, 101, 145 (1933).
3 SPEKMANN: J. of biol. Chem. 58, 395 (1923).
¢ Vgl. auch REemrry, HickinBorroM, HENLEY und THAYSEN:
Biochemic. J. 14, 229 (1920). '
5 Vgl. z. B. RELry und HickinBorTOoM: Chem. Trade J. 65, 331
(1919); STILES, PETERSON und FRED: J. of biol. Chem. 84, 437 (1929).
¢ BERNHAUER, IGLAUER, GROAG und KO6TTi¢: Biochem. Z. 287, 61
{1936). .
7 SPEARKMAN: J. of biol. Chem. 41, 319 (1920).
8 VAN DER LEk: Diss. Delft (1930).
® Vgl.LaNnerykkE, PETERSON und Mc Coy: J. Bacter.29, 333 (1935).
10 LANGLYKKE, PETERSON u. FrED: J. Bacter. 34, 443 (1937).
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konnten Methylglyoxal, Brenztraubenséure und Milchséure erhalten
werden. In Gegenwart von Natriumbicarbonat werden Siduren an-
gehauft .

4. Butanol-Athanol-Girung. Diese Gérungsform findet sich bei
manchen Stdmmen der Butanol-Aceton-Bakterien stérker ausgeprigt,
indem von diesen nur sehr wenig Aceton erzeugt wird, wogegen
relativ grofere Mengen Athanol auftreten 2. Bekanntlich findet sich
auch bei der gewohnlichen Butanol-Aceton-Géarung 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 Athanol-Aeeton-Giirung.

a) Analytischer Girversuch. Genau so durchzufiihren, wie
Ubung 29b; Impfung mit girkriftiger Kultur von B. aceto-
dthylicus oder B. macerans. Gérverlauf triager als bei der
Butanol-Aceton-Gérung; Gérdauer 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 Essigsiure,
vgl. S. 112.

Bestimmung von Essigsdure und Ameisensdure: Nach Ent-
fernung der neutralen fliichtigen Anteile wird der Riickstand an-
gesiuert und mit Wasserdampf destilliert (Destillat B); Titration
ergibt die Gesamtsiuren, Ameisensidure wird an einem aliquoten
Teil gesondert bestimmt (vgl. S.180). Die Differenz gegeniiber
der Gesamtaciditit ergibt die Menge an Essigsiure.

b) Préparativer Gérversuch (unter analytischer Kontrolle des
Garverlaufes). Ebenso wie in Ubung 29d, mit B. acetoithylicus
oder B. macerans. Zusatz von 109, Schlimmkreide (bezogen
auf den Stirkegehalt). Girtemperatur 40—42°%; Einsetzen der
Giarung nach 1%—2 Tagen. Girdauer 6—8 Tage. Tiaglich des
ofteren kraftig Umschiitteln bzw. Riihren.

Analytische Kontrolle des Gdrverlaufes: Entnahme von 100 cem
des Girgutes etwa alle 16—24 Stunden und wie in a analysieren.

Technische Kontrolle des Gdrverlaufes. Probeentnahme in den
gleichen Zeitintervallen wie zuvor; 10 ccm direkt titriert, 40 cem
filtriert und spezifisches Gewicht festgestellt.

1 0. L. Oseurw~, R. W. BrownN und C. H. WERKMAN: J. biol.
Chem. 121, 685 (1937).

? Vgl. LaneLYKKE, PETERSON und Mc Coy: J. Bacter. 29, 333
(1935).
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Priparative Aufarbeitung. Destillation wie in Ubun_g 29d.
Etwa 2 1Destillat aufgefangen. Trennung von Aceton und Athanol
durch weitere Destillationen. Kp. des Acetons 56°, des Athanols 78°.

Anhang: Technologie der Athanol-Aceton-Géarung.

Ausgangsmaterialien und Maischebereitung. Am besten Mais oder
Reis, ferner auch gesunde Kartoffeln, Futterriiben, Zuckerriiben, be-
stimmte Melassesorten usw. Reinigung und Zerkleinerung des Materials,
Herstellung der Maische, Zusatz von 109, Schléimmbkreide (bezogen
auf den Starke- oder Zuckergehalt), mit Wasser auf das 15— 20fache
des Stirkegehaltes verdiinnt, Sterilisation durch zweistiindiges Er-
hitzen unter 2 Atm. Druck (Starkelosung 5—6,6%ig).

Durchfiihrung der Gdrung. Verwendung eines Gérkessels mit
Riihrwerk. Maische (unter Zutritt steriler Luft) auf 41° abkiihlen
gelassen. Impfung mit einer erheblichen Menge einer kraftig gérenden
Kultur (Ziichtung der Bakterien nach einem besonderen Verfahren); alle
2 Stunden wird geriihrt. Gartemperatur 40— 42°. Gardauer 5—7 Tage.
Waschung der Gase, um mitgerissenes Aceton und Alkohol festzu-
halten.

Gewinnung der Gdarprodukte. Destillation in einem gewohnlichen
Brennereiapparat. Trennung des Alkohol-Aceton-Gemisches in einem
Rektifizierapparat mit hoher Kolonne. Nebenprodukte : Kleine Mengen
Essigsdure und Ameisenséure (durch die Kreide gebunden; bleiben
im Riickstand).

Ausbeute etwa 36—409% der verarbeitenden Stidrke. 100 kg Mais
geben 20 1 Alkohol, 101 Aceton, 22 cbm CO, und 16 cbm H, (Schlempe
als Viehfutter verwendbar; Herstellungskosten etwa wie in der
Spiritusbrennerei).

33. Ubung:
Zwischenprodukte der Acetongirung.

a) Vergirung der Essigsiiure zu Aceton. Grundsitzlich genau
so wie in Ubung 31b durchzufiithren, nur daf an Stelle von
Buttersiure Essigsdure verwendet wird. Der Vergleich der mit und
ohne Essigsiurezusatz durchgefiihrten Versuche zeigt den Anstieg
im Acetonwert bei den Versuchen mit Essigsiurezusatz an.

b) Decarboxylierung der Acetessigsiiurel. Durchfilhrung des
Versuches grundsitzlich wie in Ubungsbeispiel 31b. Nach dem
Angidren setzt man zu je vier Kolben je 1 cem einer n-Liésung
von acetessigsaurem Natrium (also je 92 mg Acetessigsiure), zu
den anderen vier Parallelversuchen je 1 ccm Wasser. Auflerdem
stellt man eine Probe Acetessigsiure in der gleichen Konzen-
tration wie im Versuch auf, um den Grad der Selbstzersetzung
der Acetessigsiure festzustellen. Man 148t dann alle Kolben bei 24°

1 Vgl. JornsoN, PETERsON und FRED: J. of biol. Chem. 101,
145 (1933). :



206 Butyl- und Aceton-Gérungen.

4—6 Stunden stehen, vereinigt dann die zueinander gehérigen
Kolben und bestimmt den Gehalt an noch vorhandener Acet-
essigsiure sowie an entstandenem Aceton in den Versuchen.

Bestimmung der Acetessigsiure. 10-—50 cem Probe werden
mit Natriumchlorid geséittigt und nach Zusatz einiger Tropfen
Paraffinol unter Durchleitung eines starken Luftstromes (z. B. in
einer Saugeprouvette, die mit einem Einleitungsrohr versehen
und an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen wird) vom Aceton
befreit. Nach 1 Stunde wird die Probe mit Wasserdampf destilliert,
wobei die Acetessigsdure unter Bildung von Aceton zersetzt wird.
Im 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-
hilt so die Gesamtmenge an Aceton (urspriinglich vorhandene
Menge und aus der Acetessigsiure entstandene Menge). Durch
entsprechende Subtraktion ergibt sich die Menge des urspriinglich
vorhandenen Acetons.

Anhang: Chemismus der Acetongérung.

Charakteristisch fur den Chemismus ist die Kondensation zweier
Molekiile Essigsdure zu Acetessigsdure und die Decarboxylierung
dieser. :

Garungsgleichung :
C¢H,,0s + H,0 =CH,.CO .CH, +3CO, +4H,

Die theoretische Ausbeute an Aceton betrigt daher 32,29); neben
der Acetongédrung geht jedoch stets, und zwar in iiberwiegendem Aus-
maBe eine alkoholische Géarung vor sich. Spaltungsvorgénge nach
dem Ameisensdureschema (KLUYVER).

Garungsschema
CH,,0,—> CH;.CO.CH(OH), ——>

CH,.CHO 1 H.COOH — 3
+2H /
K

A CO,+ 2H (gibt teilweise H,)
CH;.CH,OH CH;.CH(OH),—>» CH;.COOH4-2H

i+H20
Y

A
CH,.CO.CH,.COOH —3 CH,.CO.CH, + CO,

Bildung und Umwandlung von Zwischenprodukten (vgl. Tab. XXT).
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Erreger der Athanol-Aceton-Giirung sind insbesondere Organismen
der Aerobacillusgruppe, wie B. macerans! oder B. acetoaethylicus?2.

Einen zweiten Typus der Aerobacillusgruppe stellen die Erreger
der Athanol- Butylenglykolgdrung vor: B. polymyxa3, Aerobacter
pectinovorum* und é&hnliche Organismen® Neben Alkohol und
Butylenglykol entstehen vielfach auch Acetoin und Aceton, CO, und
H,, ferner Essigsure und Ameisensdure, sowie schlieflich auch
kleine Mengen Milchsdure und Bernsteinsdure. Als Intermediér-
produkt wurde Acetaldehyd nachgewiesen®. Die Ausbeute an 2,3-
Butylenglykol kann bis auf 309, ansteigen?. Der Chemismus des
Prozesses diirfte der gleiche sein wie bei der Aerogenesgéirung (vgl. S.184).

Es sei noch darauf hingewiesen, dafl auch bei der Butanol-Aceton-
Garung vielfach Acetoin gebildet wird, das die Muttersubstanz des
2,3-Butylenglykols vorstellt.

Ubersicht der bei den Butyl- und Acetongirungen
stattfindenden Prozesse.

Es sind daher bei den Butanol-Aceton-Gérungen drei verschiedene
Kondensationsprozesse anzunehmen, nédmlich:

1. Aldolkondensation des Acetaldehyds bzw. der Brenztraubensaure
oder anderer Zwischenprodukte (Dioxyacetonphosphorséure - Acet-
aldehyd, vgl. 8. 134); dies konnte ein Weg zur Bildung von Butter-
séure sein. Endgiiltige Beweise liegen allerdings noch nicht vor.

2. Acyloinkondensation des Acetaldehyds, unter Bildung von
Methylacetylearbinol .

3. Kondensation von Essigsdure, unter Bildung von Acetessig-
sdure und Decarboxylierung dieser unter Bildung von Aceton. Ferner
kénnte durch Reduktion von Acetessigsédure Buttersdure entstehen.

Andrerseits finden wir folgende Reduktionsprozesse verwirklicht:

1. Reduktion von Carboxylgruppen: Bildung von Butanol aus
Buttersdure und Bildung von Athanol aus Essigsiure (auch bei
anderen Séuren verwirklicht: z. B. Bildung von Propylalkohol aus
Propionsaure8).

2. Reduktion von Ketogruppen: Bildung von Isopropylalkohol
aus Aceton, Bildung von 2,3-Butylenglykol aus Acetoin. Ferner
erscheint die Bildung von Butterséure aus Acetessigsdure méglich.

! ScHARDINGER: C. Bacter. 11, 14, 772 (1905); 19, 161 (1907).

2 NorTHROP, AsHE und SENIOR: J. of biol. Chem. 39, 1 (1919).

3 DoNkER: Tijdschr. v. vergel. Genesk. 11, 78 (1925).

4 FuLMER, CHRISTENSEN und KEeNDALL: Ind. Chem. 25, 798
(1933). Die Autoren beschreiben ein Verfahren zur Erzeugung von
2, 3-Butylenglykol aus Rohrzucker auf géirungstechnischem Weg
(vgl. auch Ubung 27c).

5 LANGLYKKE, PETERSON und Mc Covy: J. Bacter. 29, 333 (1935).

¢ Parrick: C. 1933, 1, 2125.

? Dasselbe zeigt — cbenso wie das durch Hefe entstehende
Produkt — 1-Drehung Yamasarr und Karasima: Enzymologia 3,
271 (1937).

8 BrLancHARD und Mac Doxarp: C. 1936, I, 3159, J. of biol.
Chem. 110, 145 (1935).
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C. Cellulosevergirungen.
34. Ubung:
Isolierung cellulosevergiirender Thermobakterien.

a) Gewinnung und Anreicherung von Rohkulturen!. An-
wendung folgender Nahrlosung: 0,2%, (NH,),80,, 0,19, KH,PO,,
0,05%, MgSO, . 7 H,0 und 0,05%, NaCl. Eine groBere Anzahl von
weiten Proberohren wird mit 10—20 cem dieses Niahrmediums
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 60° ist in den
Rohrchen in der Regel bereits ein deutlicher Cellulosezerfall zu
beobachten. Von jenen Proben, bei denen die Cellulosezersetzung
am kréftigsten ist, wird nach 3—4 Tagen je ein Streifen Filtrier-
papier in ein neues Rohrchen mit dem gleichen Nihrmedium und
frischen Filtrierpapierstreifen iibergefithrt. Die so geimpften
Rohrchen werden zunichst etwa 5 Minuten auf 1009 erhitzt, um
eventuell vorhandene, nicht sporenbildende Bakterien abzutoten,
und sodann bei 60° aufbewahrt. Der ganze Prozell wird zwecks An-
reicherung der ceflulosevergirenden Bakterien des ofteren wieder-
holt, sobald jeweils die Papierstreifen zu zerfallen beginnen. Bei
den spiteren Passagen (etwa nach der vierten oder fiinften Uber-
tragung) verwendet man das gleiche Nihrmedium wie oben, doch
unter Zusatz von 0,1—0,2%, Pepton. Die so erhaltenen Roh-
kulturen benutzt man zur weiteren Isolierung bzw. Reinziichtung
der Cellulosevergirer (vgl. unter b) oder auch direkt zur Durch-
fithrung von Cellulosevergirungen (vgl. Ubung 35).

b) Isolierung von relativen Reinkulturen eellulosevergirender
Bakterien? (aus den Rohkulturen in einer Ziichtungskammer auf
Agarplatten mit Hilfe des Verdiinnungsverfahrens). Man verwendet
dabei folgendes Cellulosemedium: 0,29, Na(NH,)HPO, .4 H,0,
0,1% KH,PO,, 0,03% MgS8O,.7H,0, 0,019 CaCl,, 0,5%
Pepton und 39, Cellulose (Filtrierpapier)® in Leitungswasser

1 Vgl. Sitmora: Ann. Ak. Sc. Fennicae A 84, Nr 1 (1931). —
SarLEs, FRED und PrrERsoN: C. Bacter. II, 85, 401 (1932).

2 Vgl. TETrAULT: J. Bacter. 19, 15 (1930); C. Bacter. II, 81, 28
(1930). — SarLES, FRED und PETERSON: C. Bacter. II, 85, 401 (1932).

3 Die eingewogene Menge Filtrierpapier wird in einer Schale
unter Wasser mechanisch femn zerzupft, dann abfiltriert, gewaschen
und zugesetzt. — Nach A. ITano und 8. ARawAxKI [Ber. d. Ohara Inst.
f.landw. Forsch. 5, 291 (1932)] kann man eine einheitliche, feine Cellu-
losesuspension in folgender Weise herstellen: Zu 11 konz. Ammoniak-
Iosung (d = 0,90) werden 75 g reines Kupfercarbonat und 250 ccm
Wasser zugesetzt und geschiittelt bis alles gel6st ist. Dann werden

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 14



210 Cellulosevergirungen,

(pg =6,6 —6,8)L. In diesem Medium wird zunéichst 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* fiir die
Reinziichtung).

Zur Isolierung der Bakterien benutzt man Ziichtungs-
kammern, bestehend aus zwei PETRI-Schalen von gleichem
Durchmesser, die durch einen Streifen Leukoplast fest miteinander
verbunden werden. Die untere Schale wird mit einer etwa 5 mm
hohen Schicht des oben angefiihrten, aber cellulosefreien Mediums,
das 1,59, Agar enthilt, beschickt. Diese Agarplatte wird unmittel-
bar vor dem Zusammensetzen der Ziichtungskammer mit einer Ose
der Rohkultur (,,Ausgangskultur‘) bestrichen2. Die obere Schale
dient zur eigentlichen Reinziichtung der cellulosevergérenden
Bakterien. Dieselbe wird mit Celluloseagar (Cellulosemedium mit
0,8%, Agar) beschickt, nachdem die verdinnte Impfprobe zu-
gesetzt wurde. Dabei geht man folgendermafien vor: 1 cem der
,»Ausgangskultur wird mit 10 ccm des Substrates gut ver-
mischt (Verdiinnung 1:10), dann 1 ccm dieser verdiinnten Probe
wieder mit 10 cem des Nahrsubstrates vermischt (Verdiinnung
1:100) und so weiter vorgegangen®. Schlieflich wird je 1 com
der so erhaltenen verdimnten Probe (und zwar z. B. von der

15 g Filtrierpapier hinzugefiigt und geschiittelt, bis die urspriingliche
Form des Papiers verschwunden ist. Sodann wird auf 51 verdiinnt
und Salzséure bis zur schwach sauren Reaktion hinzugefiigt, wobei
die Farbe von dunkelblau nach hellgriin umschligt und die geloste
Cellulose ausfallt. Die erhaltene Losung wird auf 101 gebracht, stehen
gelassen und dann filtriert. Die Waschung durch Dekantation wird
so lange wiederholt, bis die Kupfer- und Chlor-Ionen véllig entfernt
sind; schlieBlich wird die Cellulosesuspension auf 500 ccm aufgefiillt.
— Um einen geeigneten Cellulosendhrboden zu erhalten versetzt man
noch mit 1 g K,HPO,, 1 g NaCl, 2 g (NH,),S0,, 2 g CaCO,, 10 g Agar
und 500 cem Wasser. Dieses Medium wird abgefiillt und im Autoklav
bei 1,6 Atm. Druck wihrend 30 Minuten sterilisiert.

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).

? In den Rohkulturen sind stets auch andere Organismen vor-
handen, die Cellulose nicht zu zersetzen vermégen. Diese Begleit-
organismen entwickeln sich auf der unteren Agarplatte und erzeugen
in der Kammer eine passende Sauerstofftension fiir die in der oberen
Celluloseplatte befindlichen Organismen.

3 Die Verdiinnung kann auch so durchgefiihrt werden, da8 mittels
der Platinose in ein 10 ccm Fliissigkeit enthaltendes Fliaschchen ein-
geimpft wird und dann in sinngeméfer Weise weiter vorgegangen
wird. Auch hier ist der Verdiunnungsgrad festzustellen.
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Verdiinnung 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 erwihnten Weise geimpft wurden, werden die Ziichtungs-
kammern durch Anlegen eines Leukoplastbandes verschlossen
und bei 60° 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-
vergirungen,

35. Ubung:

Vergiirung der Cellulose zu Siuren.

a) Girversuehe zur Auswahl geeigneter Kulturen. In einigen
Kolben von 500 cem Inhalt (mit Gérverschlul versehen),
werden je 300 ccm des Cellulosemediums (vgl. oben) vorbe-
reitet und je 6 g CaCO; zugesetzt. Nach dem Sterilisieren wird
mit je 15 cem (==59%, des Ansatzes) verschiedener Kulturen der
cellulosezersetzenden Bakterien in dem gleichen Néhrmedium ge-
impft (z. B. verschiedene Rohkulturen gemiB der Ubung 34a
oder gereinigte Kulturen gemiB b). Gartemperatur 60°. Abbruch
der Versuche, sobald die Cellulosemenge stark abgenommen hat,
bzw. sobald die Garung nur noch trige verliuft (etwa nach 6
bis 20 Tagen, je nach dem Gérvermdgen der Kultur).

Aufarbeitung (nach dem Auffilllen des Géransatzes auf das
urspriingliche Volumen): Bestimmung der unvergorenen Cellulose:
50 com der Suspension werden mit Salzsdure angesiuert 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 Siuren (Hauptmenge Essigsiure):
100 cem des Gérgutes werden mit Schwefelsdure angeséduert und
mit Wasserdampf destilliert; etwa 1200—1500 ccm Destillat auf-
gefangen. Probe des Destillates zur Bestimmung der Gesamt-
aciditdt mit n/10 Lauge titriert (zum Schlufl bei Siedetemperatur),
200 ccm der Halbdestillation unterworfen zwecks Bestimmung
von Essigsiure und Buttersidure (vgl. Ubung 25b und 29b). Die
gebildeten Gesamtsiuren bestehen meist -aus Essigsdure und
Buttersaure.

14*



212 Cellulosevergarungen.

b) Priparativer Versuch. Benutzung der geeignetsten Kultur
(gemidB a) fir die Durchfilhrung einer kontinuierlichen Gérung.
In einem 101 fassenden, mit Rithrwerk versehenen Géargefal
(vgl. Ubung 19b) werden 7,51 Cellulosemedium (mit 29, Ca CO,
mit etwa 300 ccm 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-
girung (etwa 12—18 Tage) wird die tberstehende Fliissigkeits-
schicht abgehebert (etwa 6,51) und dann werden wieder 6,51
frisches Cellulosemedium (mit CaCOj;) eingefiillt (zweiter Ansatz);
dieser Vorgang wird nach der Vergirung nochmals wiederholt
(dritter Ansatz) und dann wird ausgéren gelassen. Von jedem ver-
gorenen Ansatz werden Proben entnommen, zur Bestimmung des
Ca-Gehaltes, des Zuckers und der fliichtigen Sduren (wie bei a).

Priparative Aufarbeitung: Die vergorenen Fliissigkeiten (ins-
gesamt etwa 20 1, 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 dquivalenten Menge 509%iger Schwefelsdure angesduert;
Gips abgesaugt, mit etwas Wasser ausgewaschen. Filtrat destilliert,
ergibt Essigsdure, in den héheren Fraktionen Buttersidure.
Trennung durch fraktionierte Destillation.

Anhang: Theoretisches.

a) Typen der Cellulosevergirungen. Eine genauere Einteilung laBt
sich zur Zeit noch nicht geben, und zwar deshalb, weil die Unter-
suchungen fast stets mit Rohkulturen vorgenommen wurden, wobei
Mischgarungen stattfanden. Als Géarungsprodukte wurden bisher
beobachtet: Ameisenséure, Essigsiure, Buttersiure, Milchsaure, Atha-
nol, Methan, CO, und H Je nach dem verwendeten Bakterien-
gemlsch uberwwgen bald dle einen, bald die anderen Gérprodukte.
Im allgemeinen scheinen folgende Typen vorzuliegen:

1. Uberwiegen der Fettsiuren, insbesondere der Essigsdure
(neben Buttersaure).

2. Reichliche Bildung von Alkohol (bis zu 259, des Ausgangs-
materials).

3. Bildung von Milchsdure (neben Essigsaure usw.).

4. Uberwiegende Bildung von Methan und CO, (bei den eigent-
lichen Methanbakterien).

b) Technische Bedeutung der Cellulosevergiirungen. Auf dieselbe
hat insbesondere LanewreLn aufmerksam gemacht und Verfahren
zur Vergdrung cellulosehaltiger Stoffe im GroBen ausgearbeitet (in
einer Reithe von Patenten niedergelegt, 1919—1930). Als 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 Géirung
bei 60— 70° unter eventuellem Zusatz alkalischer Substanzen und von
Nihrsalzen etwa bei pr 5—9 durchgefiihrt. Das Mengenverhiltnis
der gebildeten Stoffe schwankt sehr in Abhingigkeit von den ver-
wendeten Bakterienkulturen und den Versuchsbedingungen. So soll
bei reduzierter Luftzufuhr vornehmlich Essigséure entstehen, wihrend
bei stirkerer Luftzufuhr die Gérung abgeschwicht ist und zugleich
Alkohol das Hauptprodukt sein soll (LANGWELL, 1927). Dies kann
natiirlich auch damit zusammenhéngen, dafl je nach den Bedingungen
verschiedene Bakterien zur Wirkung gelangen. So wurde beispiels-
weise aus 12 kg trockener Maiskolben 1,5 kg KEssigsdure, 0,3 kg
Buttersdure und 0,77 kg Alkohol gewonnen. In einem anderen Fall
wurden aus 3 Teilen Cellulose 1,15 Teile Essigsaure (579 d.Th.),
0,2 Teile Ameisensdure und wenig Milchsdure erhalten, bei niedrigerer
Temperatur entstand als Hauptprodukt Buttersdure!l. Mit relativ
reinen Kulturen wurde z. B. innerhalb weniger Tage die Haupt-
menge der Cellulose (in 1,59%iger Suspension) zersetzt und die ge-
wonnenen fliichtigen Sauren bestanden in der tiberwiegenden Menge
aus Essigsiure neben wenig Buttersdure?. Mit weiter gereinigten
Kulturen wurde ein Anstieg i der Bildung von fliichtigen und nicht-
fliichtigen Séuren und eine Abnahme der Alkoholbildung erzielt; als
fliichtige Sédure trat dabei schlieflich fast nur noch Essigsdure auf 3.
Nach den bisherigen Ergebnissen scheint vorldufig insbesondere die
Gewinnung von Essigsdure aus cellulosehaltigen Stoffen technisch in
Frage zu kommen, wobei daneben stets auch Buttersidure entsteht.
Von Wichtigkeit ist, da8 rohes Holzmehl infolge des Gehaltes an
nativem Lignin so gut wie nicht vergoren wird, wohl aber Zellstoff
verschiedener Herstellung?. Die hemmende Wirkung des Lignins ist
durch die Art der Bindung von Cellulose und Lignin bedingt5.
Anaerobe und aerobe Bakterien, die Cellulose abbauen, greifen Cellulose-
Huminséuren, Lignin-Huminsduren sowie Lignin nicht an® Manche
Mikroorganismen vermdgen jedoch auch Lignin selbst zu zersetzen?.
¢) Uber den Chemismus der Cellulosevergirung 148t sich bisher
noch gar nichts aussagen, da erst Vergdrungen mit absoluten Rein-
kulturen abzuwarten sind. Im {ibrigen diirfte es sich wohl um grund-
sédtzlich analoge Prozesse handeln wie bei den heterofermentativen
Milchsduregérungen und bei den Butylgidrungen.

d) Auch der Chemismus der Methangiirung ist noch ungewiB, da es
durchaus méglich erscheint, dal das Substrat zunédchst von Begleit-
bakterien angegriffen wird, und daB} erst die dabei entstehenden
Spaltungsprodukte der eigentlichen Methangédrung unterliegen. Nur
bei der Methangérung von Formiaten wurde ein Bakterium in Rein-
kultur gewonnen; dasselbe verhielt sich aber sehr selektiv ®.

H. PrinegsarEiM: C. Bacter. 11, 38, 513 (1912).
ViLjoEN, FRED und PETERsON: J. agricult. Sci. 16, 1 (1926).
Scorr, FrEp und PeETERsoN: Ind. Chem. 22, 731 (1930). —
Vgl. auch SariEes, FRED und PeETERSON: C. Bacter. 11, 85, 401 (1932).

4 OLsoN, PETERSON und SHERRARD: Ind. Eng. Chem. 29, 1026
(1937).

5 WARSMAN und CorRDON : Soil Science 45, 199 (1938).

¢ BERL und KOERBER: Am, Soc. 60, 1596 (1938).

7? WaksMAN und HUTCHING: Soil Science 42, 119 (1935).

8 STeEPHENSON und StickrLAND: Biochemic. J. 27, 1517 (1933).

@ 1 R
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Dagegen ermdoglichen die neuesten Arbeiten von BARKER bereits
einen tieferen Einblick. So hatte ein Methanbalkterientypus die Fahig-
keit, Athanol quantitativ in Essigsdure umzuwandeln und zugleich
eine aquivalente Menge CO, zu Methan zu reduzieren®:

2 CH, .CH,0H -+ CO,—>» 2CH; . COOH + CH,
Weiterhin vermochten diese Bakterien auch Butylalkohol in analoger

Weise umzusetzen. Aber auch Buttersdure wird unter Bildung von
Essigsdure weiter umgewandelt:

2 CH, . CH, . CH, . COOH - CO, + 2 H,0 —» 4 CH, . COOH -+ CH,

Auch Essigsiure wird in Gegenwart von CO, weiter abgebaut, und
zwar wahrscheinlich gemif3 folgender Gleichung:
CH, . COOH +2H,0 4 CO,—>» 2C0, +2H,0 4+ CH,

In einem anderen Fall? wurde durch eine Mischkultur zweier
Bakterien Alkohol in erheblichem Mafle in Essigséure, Buttersdure
und Capronsdure (379, des umgesetzten Alkohols) umgewandelt,
wobei zugleich eine Reduktion von CO, zu Methan stattfand. Die
Bildung von Buttersdure und Capronsdure soll dabei direkt iiber
Acetaldehyd erfolgen, etwa gemiB folgendem Schema:

4 CH, . CH,0H } CO, —» 4 CH, . CHO + CH, + 2 H,0
4 CH, . CHO -+ H,0 —>» CH,.CH, . CH, . CH, . CH, . COOH +
4 CH, . COOH -+ H,0.

III. Oxydative Bakteriengarungen.

A. Die Essiggirung.
36. Ubung:
Ziichtung und Untersuchung der Essigbakterien.

a) Isolierung von Essighakterien 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 diinne Haut von Bieressig-
bakterien an der Oberfliche. Mikroskopische Untersuchung.
Reinziichtung auf Bier- oder Wiirzeagar mit einem Gehalt von
249, Alkohol. Zur Weiterziichtung kann Lagerbier mit 3 Vol.-%,
Alkohol dienen.

b) Isolierung von Weinessighakterien. Wein wird mit etwas
Wasser verdiinnt und mit wenig Eisessig versetzt. Im iibrigen
wird wie oben vorgegangen. Reinziichtung der Weinessigbakterien
auf Weinagarplatten (der Wein wird vorher durch Zusatz von
Kreide etwas entsiuert); auch die Weiterziichtung erfolgt auf
entsiuertem Wein mit 3—5 Vol.-%, Alkohol.

1 Barkmr: Arch. f. Mikrobiol. 7, 404, 420 (1936).
2 BARKER: Arch. f. Mikrobiol. 8, 415 (1937).
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¢) Gewinnung von Schnellessighakterien. Rollspsne aus
Schnellessigfabriken werden in Wiirze von 8° Bllg., die mit
2—-3 Vol.-%, Eisessig versetzt ist, eingetaucht ; die Spane sollen zur
Halfte herausragen. Bei 30° entwickeln sich im Laufe einer Woche
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 nihr-
stoffarme Flissigkeiten, auf denen Bieressigbakterien nicht fort-
kommen, z. B. Leitungswasser, das 3 Vol.-9, Alkohol, 0,05%,
NH,H,PO,, 0,01%, KCl und einige Tropfen Essigsiure enthalt.

d) Herstellung von Impfkulturen fiir Giransitze. Von den
Reinkulturen, die zur Fortziichtung dienen, wird nicht gleich der
Garansatz geimpft, sondern es wird zunichst eine ,,Jmpfkultur*
angelegt unter Benutzung des gleichen Nahrbodens, der zur Ver-
girung kommen soll. Erst sobald hier kriftige Entwicklung statt-
gefunden hat, werden mit solchen Kulturen die Géiransitze
geimpft (vgl. weiter unten).

¢) Gewohnung an Substrate. Dies ist besonders fiir Unter-
suchungen iiber die Oxydation verschiedener Zuckerarten, von
Zuckercarbonsiduren oder anderer Substrate von Wichtigkeit:
Vornahme von ,,Passagen®; die Bakterien werden zunichst in
das betreffende Nihrmedium eingeimpft; nach ausreichender
Entwicklung bei bestimmter Temperatur (meist 25-—30°) wird
von dieser Kultur in eine frische Nahrlgsung iibertragen (etwa
alle 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 lingere Zeit hindurch stets
das gleiche Nahrmedium zur Fortziichtung verwendet wird, so
kann das Wachstum wie auch das Oxydationsvermégen der
Bakterien leiden. Es wird daher zweckmiBigerweise das Nahr-
substrat von Zeit zu Zei 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.

} Vgl. z. B. die Gewshnung von A. gluconicum an d-Galaktose
und Steigerung des Vermoégens zur Bildung von d-Galaktonsdure:
HerMANN und NEUSCHUL: Biochem. Z. 270, 6 (1934).
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ZweckmaBigerweise iibertrigt man in einem solchen Falle auf
einen synthetischen Néhrboden (vgl. z. B. Nr. 30, S. 40)L

37. Ubung:
Gewinnung von Massenkulturen und Bakterienpréparaten.

a) Herstellung von Massenkulturen in N&dhrlésungen. Impf-
kultur (z. B. A. pasteurianum oder A. orleanense usw.), ge-
ziichtet in Bierwiirze von 8° Bllg. (unter Zusatz von etwa 29,
Alkohol). Ansitze: Bierwiirze wird 1—2 Stunden im Dampf-
sterilisator erhitzt, filtriert und auf 8° Bllg. verdiinnt (eventuell
noch 19%, Eisessig zugesetzt). Die so vorbereitete Losung wird
in einige ERLENMEYER-Kolben oder FErRNBACH-Kolben von etwa
21 Inbalt zu je 100—200 ccm eingefiillt und noch zweimal
fraktioniert sterilisiert. Zusatz der Impfkultur (etwa 59, des
Ansatzes). Aufarbeitung nach etwa 1 Woche bei 28—29°. Ge-
winnung der Bakterienmassen durch Zentrifugieren in sterilerr
Zentrifugierrdhren (mit Gummistopsel verschlossen); nach dem
Abgieen der klaren Fliissigkeit wird jeweils weitere Bakterien-
suspension eingefiillt und der Vorgang des ofteren wiederholt.
Waschen der Bakterien durch Suspendieren derselben in physio-
logischer Kochsalzlésung? und nochmaliges Abschleudern. Wieder-
holung der Operation.

b) Herstellung von Massenkulturen auf Bieragarnihrbiden?.
Bier wird durch Erhitzen zum groBten Teil von Alkohol befreit,
mittels Lauge neutralisiert (pg 8, Umschlagpunkt von Phenol-
phthalein), mit 39, Agar und nach dem fraktionierten Sterilisieren
mit 19, Alkohol versetzt. Nidhrboden in etwa 7 mm hoher Schicht
in einer groferen Anzahl (20—25 Stiick) groBer steriler Doppel-
schalen (20 em 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 Kochsalzlosung verdiinnt, homogenisiert und {iber
dem erstarrten Bieragar in 1 mm starker Schicht ausgegossen.
Nach 5 Tagen bei 25° werden die Kulturen mit physiologischer
Kochsalzlosung (oder mit 1%iger Natriumsulfatlosung) unter
eventueller Zuhilfenahme eines sterilen Glasspatels abgespiilt,
die Suspension in einer sterilen Flasche gesammelt und wie
unter a) weiter verarbeitet.

1 Vgl. BERNEAUER und GORLICH: Biochem. Z. 280, 370 (1935).
2 9 g Kochsalz in 11 Wasser.
3 Nach Janke und Kropracsy: Biochem. Z. 278, 38 (1935).
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¢) Gewinnung ,ruhender Bakterienkulturenl.  Prinzip:
,»Alterung‘“ der Bakterien durch Aufbewahren bei niedriger Tem-
peratur zwecks Verbrauch von Reservestoffen. Abgeschleuderte,
gewaschene Bakterienmasse (vgl. oben) in physiologischer Koch-
salzlosung (oder 19%iger Natriumsulfatlésung) aufgeschwemmt
und in einer Glasstopselflasche auf der Schiittelmaschine voll-
kommen gleichméBig verteilt. Alterung der Zellen (Verbrauch von
Reservestoffen) durch etwa fiinftigiges Verweilen im Eisschrank.
Haltbarkeit ohne wesentliche Anderung des physiologischen Ver-
haltens etwa 3—4 Wochen im Eisschrank. Verwendung zur
Durchfiihrung von Reaktionen mit moglichst gleichartigem Zell-
material und unabhingig vom Wachstum (die ,,rubenden Bak-
terien‘‘ bilden gewissermalen einen Ersatz fiir Enzympriparate,
sind aber weitaus wirksamer als diese).

d) Herstellung von Acetontrockenpréparaten2. Die nach a oder b
hergestellte Bakterienmasse (gewonnen aus z.B. 81 Substrat)
wird in 100 cem Leitungswasser aufgeschlimmt (1 cem davon
wird zur Trockensubstanzbestimmung verwendet durch Trocknen
iber Schwefelsiure im Vakuum, und 1 ccm zur Bestimmung
der Anzahl der lebenden Bakterien nach einer Kultivierungs-
methode, vgl. S. 54). Die Bakteriensuspension wird sodann all-
mihlich (z. B. mittels einer Pipette) in etwa 11 reines Aceton
unter gutem Umriihren eintropfen gelassen; abgesaugt, zweimal
mit Ather gewaschen und iiber Schwefelsiure im Vakuum
24 Stunden getrocknet. Man erhidlt aus 81 Wiirze 1,5—3 g gelb-
liches, leicht pulverisierbares Bakterientrockenpriparat.

38. Ubung:
Die Essiggirung des Alkohols.

a) Analytischer Gérversuch in N&hrlosungen. 200 ccm 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, 8.75) steril
eingefiillt, mit einer girkriftigen Kultur geimpft (A. aceti oder
A. pasteurianum usw.) und bei 28—29° ruhig stehen gelassen?.
Verfolgung des Girverlaufes (Oxydationsverlaufes) durch Ti-

1 Nach JAnkE und Kroracsy: Biochem. Z. 278, 38 (1935).

2 MULLER: Biochem. Z. 238, 253 (1931). — WIELAND und BERTHO:
A. 467, 95 (1928).

3 Die sich bildende Bakterienhaut soll nicht untersinken, da sonst
der Oxydationsverlauf gehemmt wird.
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tration steril entnommener Proben (etwa 5 cem); Probeentnahme
(vgl. Abb. 15b): Fliissigkeit durch Ansaugen entnommen (das Rohr
kann durch &fteres Ansaugen und Ablaufenlassen ausgespiilt
werden). Das graduierte Proberohr wird nach der Probeentnahme
sofort gegen ein frisches ausgetauscht.

Aufarbeitung (nach 10—20 Tagen). Ein
aliquoter Teil wird mit CaCO, versetzt (z. B.
* .50 cem Fliissigkeit mit 3 g CaCO,) und durch
Wasserdampfdestillation der restliche Alko-
hol iibergetricben. In einer Probe Alkohol
bestimmt. Riickstand filtriert, mit Schwefel-
sidure angesduert und Essigsdure mit Wasser-
dampf vollig iiberdestilliert. Destillat auf-
gefiillt (etwa 200 cem) und Probe titriert.
1 cem n/10-Lauge = 6 mg KEssigsiure
(=4,6 mg Athanol). Eine Bestimmung von
Athanol, Acetaldehyd und Essigsiure in
Garfliissigkeiten beschreiben Janke und
Kroraczy.?

b) Analytischer Gérversuch mit Massen-
kulturen. In einer Flasche von 300 ccm
Inhalt werden 100 ccm steriler 59, iger Alko-
hollésung mit 1—2 g
Bakterienmasse (herge-
stellt gemaB Ubung 37a
oder b) versetzt und suf
emer Schiittelmaschine
unter Luftzutritt bei 20°
behandelt. Entnahme
von Proben und Ermitt-
lung des Siuregehaltes
Abb. 33. Laboratoriumsessigbildner. durch Titration. Auf-
arbeitung wie bei a).

¢) Priiparativer Versuch nach dem Schnellessigverfahren 2, Der
Laboratoriumsessigbildner (vgl. Abb. 33) besteht aus einem langen
Glasrohr (etwa 110 X 5 cm), das abwechselnd mit ausgekochten
Buchenholzspanen und Holzwolle angefiillt wird. Zum Sterilisieren
wird stromender Wasserdampf drei- bis viermal je 1 Stunde an
aufeinanderfolgenden Tagen durchgeleitet. Sonstige Versuchsan-

1 JankgE und Krorpaczy: Bio. Z. 278, 30 (1935).
2 Vgl. HENNEBERG: Die Deutsche Essigindustrie 10, 146 (1906).
— 8. auch HErRMANN und NrUscHUL: Z. Bact. II 93, 25 (1935).
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ordnung aus Abb. 33 ersichtlich. Die WourLrrsche Flasche hat etwa
10 I Inhalt, die obere Flasche etwa 51. Es werden etwa 8 1 Essig-
maische verwendet: z. B. 1500 cem sterile Bierwiirze von 8° Bllg.,
500 cem pasteurisierter Essig (etwa 10 Minuten auf 50° erhitzt)
auf 7,561 aufgefiillt und 500 cem keimfrei aufgefangener Alkohol
zugesetzt. Impfkultur: etwa 200 ccm im gleichen Medium vor-
entwickelte Essigbakterien (wie A. orleanse, A. aceti, A. pa-
steurianum usw.). Die Maische wird in die sterile WouLFFsche
Flasche eingefiillt und durch PreSluft in das obere GefaB hinauf-
getrieben, von wo sie tropfenweise iiber die Spéne rieseln gelassen
wird. Wihrend des Betriebes wird durch den Bildner stindig
sterile Luft durchgeleitet (beia). Sobald die Flissigkeit aus dem
oberen Gefdll abgelaufen ist, wird dieselbe wieder durch PreBluft
hinaufgedriickt (beib). Die ganze Apparatur wird in einem Gérraum
von 27—30° aufgestellt. Durch sterile Entnahme von Proben (bei c)
und Titration derselben iiberzeugt man sich vom Verlauf der
Gérung. Sobald die Oxydation beendet ist, kann frische Maische
eingefiillt werden. Der Apparat kann auf diese Weise monate-
lang kontinuierlich in Betrieb gehalten werden. Diese Anordnung
kann auch zur préaparativen KErzeugung anderer Substanzen
mittels Essigbakterien dienen (vgl. z. B. Ubung 44b, S. 231).

Anhang: Technologie der Essiggirung.

Ausgangsmaterialien: Fir die Erzeugung von Spritessig (Haupt-
menge) dient meist Rohsprit mit 6—109, Alkoholgehalt; als Nahr-
stoffe werden etwa 209, Bier oder Malzextrakt usw. zugesetzt, zumeist
aber anorganische Salze, und zwar etwa 50--150 g Nahrsalzgemisch
fir 1001 reinen Alkohol (in Form von saurem Ammonium-, Kalium-
und Natriumphosphat, ferner Ammonium- und Magnesiumsulfat).
Zur Bereitung der sogenannten Qualitédtsessige dienen vergorene
alkoholhaltige Flissigkeiten, wie Wein, Bier, Malzwein, vergorene
Getreide- und Kartoffelmaischen, Apfelwein, vergorene Fruchtsifte,
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 Ausmafe in Verwendung.

Die ruhenden Verfahren ermoglichen die Erzeugung der feinsten
Qualitétsessige (insbesondere Weinessige, die besonders reich an
Aromastoffen sind). ORLEANS-Verfahren: Vergirung des Weines in
liegenden, halbgefiillten Féssern, oben mit Léchern zum Luftzutritt,
mit einem Thermometer und mit einem Trichterrohr zum Nachfillen
frischer Maische versehen, unten mit einem Ablaufhahn oder
Schwanenhals zum Ablassen des fertigen Weinessigs. Vornahme der
Gérung bei etwa 20°; nach wenigen Tagen bildet sich eine Essighaut
(zeitweises Absinken dieser und Bildung einer neuen Haut), Tem-
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peraturanstieg wihrend der Gérung in den Féssern um 2—3° Gér-
dauer mehrere Wochen. Vielfach wird nur ein Teil des fertigen Wein-
essigs abgelassen und durch weiteren Zusatz von Wein oder Wein-
maische ergénzt. PASTEUR-Verfahren: Im Prinzip analog, aber
relative VergroBerung der Oberfliche durch Verwendung flacher, mit
einem Deckel versehener Garkufen mit Zulauféffnung, Ablaufrohrusw.

Unter den Verfahren mait bewegter Maische ist vor allem das Schnell-
essigverfahren von Wichtigkeit: Benutzung von aufrechtstehenden
Essigbildnern (in der Regel aus Holz), mit Buchenholzspénen gefiillt,
an denen sich die Bakterien ansiedeln. Von oben liBt man die zu
vergidrende Maische langsam herabrieseln; infolge der grofien Ober-
flaiche und guten Luftversorgung findet rasche Oxydation statt.
Wahrend der Gérung erhoht sich die Innentemperatur, wodurch eine
gleichmaBige Luftstromung durch die Spéne bewirkt wird, indem
frische Luft durch untere Zuglécher eintreten kann. Die sich unten
ansammelnde Maische wird jeweils wieder oben aufgegossen (meist
automatisch nach verschiedenen Systemen). Héchstausbeute 80—909,,
in normal guten Féllen etwa 709 d. Th. Verluste insbesondere durch
Verdunstung von Alkohol und Essigsdure durch den Luftstrom.
Sonstige Verfahren weniger in Verwendung (bzw. meist auflerhalb
Deutschlands). Verfahren von BOERHAAVE: Je zwei Fasser mit Fiill-
material versehen, miteinander verbunden, abwechselnd mit Maische
gefiillt und wieder entleert; die Essiggdrung findet insbesondere in
dem gerade leeren Faf} statt, in dem also das Fiillmaterial mit
der Maische nur benetzt ist. Verfahren von MicHAELIS: Benutzung
eines FKintauchessigbildners (das in einem korbartigen Behélter be-
findliche Fiillmaterial mit den Essigbakterien wird zeitweise in die
Maische eingetaucht) oder eines Drehessigbildners (ein liegendes Faf,
geteilt in einen gréBeren, mit Fiillstoff versehenen, und einen kleineren,
die Maische enthaltenden Teil; zeitweise Drehung des Fasses). Hng-
lisches Generatorverfahren (Rundpumpverfahren), insbesondere fiir
die Erzeugung von Malzessig: Der Malzwein wird auf grofle Gene-
ratoren (versehen mit porésem Fiullmaterial) verteilt und mit Hilfe
von Pumpen wiederholt auf den Bildner zuriickgegossen bis zur voll-
kommenen Oxydation des Alkohols.

39. Ubung:

Zwischenprodukte der Essiggirung.

a) Abfangung von Acetaldehyd!. In einem FErNBACH-Kolben
von 2] Inhalt werden 300 cem Losung (Hefeautolysat mit Wasser
im Verhéltnis 1:1 verdiinnt oder ungehopfte Bierwiirze von 8°
Bllg.) zweimal fraktioniert sterilisiert, dann nochmals 15, Stunde
nach Zusatz von 45 g CaSO3% und 18 g CaCO,3. SchlieBllich
werden 9 ccm Alkohol und die Impfkultur zugesetzt (etwa

1 In Anlehnung an NEUBERG und NorD: Biochem. Z. 96, 158
(1919).

2 Natriumsulfit ist nicht verwendbar, da zu alkalisch.

3 Bildung freier schwefliger Sdure 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
qualitativ 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; vel. S. 119)1 und der
Essigsiure, nach Behandlung der Probe (etwa 50 ccm) mit Baryt-
wasser und Filtration (Entfernung des Sulfits) mit nachfolgen-
der Wasserdampfdestillation nach dem Ansiuern; Titration des
Destillates2.

In einem Parallelversuch kann man die Bildung von Essig-
sdure in Gegenwart von Calciumcarbonat feststellen; man geht
dabei genau so vor, wie beim Hauptversuch, aber unter Fortlassung
des Calciumsulfits (die hier bei der Aufarbeitung erhiltlichen
Essigssurewerte sind wesentlich hoher. und zwar etwa 7—S8g¢g
Essigsaure).

b) Dismutation des Acetaldehyds unter anaeroben Bedingungen3.
Eine Aufschwemmung von Acetobacter suboxydans (entsprechend
4—15 g Trockengewicht) wird mit 10 g CaCO; und 20 ccm einer
etwa 49,igen Acetaldehydlésung unter Zusatz von 1 cem Toluol
mit Leitungswasser auf 1000 cecm aufgefiillt und der Ansatz
in einem gut verschlossenen Kolben unter CO, bei 37° unter
ofterem Umschiitteln stehen gelassen. Der Aldehyd ist dann meist
verschwunden. Das Reaktionsgemisch wird mit Wasserdampf
destilliert. Bestimmung des Alkohols in iiblicher Weise im Destillat.
Bestimmung der Essigsiure nach dem Ansiuern des Riickstandes
mit verdiinnter Schwefelsiure und nochmalige Destillation;
Titration des Destillates. Alkohol und Essigsdure entstehen in
dquivalenten 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 erhilt etwa 0,2—0,6 g Acetaldehyd im Gesamtansatz.

? Man erhdlt etwa 1—2 g Essigsdure im Gesamtansatz.

3 Vgl. Simon: Biochem. Z. 224, 253 (1930).

4 Vgl. 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.



[
o
[ 8]

Die Essiggérung.

Anhang: Zum Chemismus der Essiggidrung.

Die Umwandlung des Alkohols zu Essigsaure fithrt iiber Acet-
aldehyd als Zwischenprodukt. So ist aus der Praxis der Essiggarung
bekannt, daB bei unrichtiger Garfilhrung Acetaldehyd in erheblichen
Mengen auftreten kann. Insbesondere durch Abfangung mittels
Sulfit lassen sich betréchtliche Mengen Acetaldehyd festhalten (vgl.
Ubungsbeispiel 39a). Bei der Umwandlung des Alkohols in Acet-
aldehyd handelt es sich geméf der WieLanpschen Theorie um einen
Dehydrierungsvorgang und auch der Acetaldehyd wird sodann bei
der Essiggdrung in erster Linie durch weitere Dehydrierung in Essig-
sdure umgewandelt, wenn auch in gewissem Umfange gleichfalls eine
dismutative Umwandlung vor sich geht. Bei der Essiggérung finden
demnach folgende Reaktionen statt:

H H
I CH,.C.OH+ 0:0 > CH,.C: 0 4 HO.OH
H
OH . OH
II CH,.C.OH + 0:0~——>CH,.C:0 + HO.OH
H
OH OH
III CH,.C.OH + O:CH. CH, > CH,.C:0 -+ HO.CH,. CH,
H

Es {iberwiegen dabei nach WIELAND! unter aeroben Bedingungen
die Dehydrierungsvorgénge I und II, bei denen der Sauerstoff die
Rolle des Wasserstoffacceptors spielt. Die Reaktion IILZ%, bei der
1 Mol Acetaldehyd als H,-Acceptor wirkt, findet vor allem unter
anaeroben Bedingungen statt, in gewissem Umfang allerdings auch
unter aeroben 3. Ferner tiberwiegt dieser letztere Vorgang auch unter
aeroben Bedingungen bei Hefen oder anderen Organismen, die auf
den anaeroben Stoffwechsel eingestellt sind.

Hinsichtlich der Enzymchemie dieser Vorgénge scheint noch nicht
endgiiltig erwiesen, ob die Dehydrase und Mutase der Essigbakterien
vollig identisch ist4; jedenfalls diirfte bei der Aldehydmutase ein
Co-Enzym wirksam sein, das nicht mit dem der Ketonaldehyd-mutase
(Glutathion, vgl. 8. 172) identisch ist.

An Stelle des Sauerstoffs (oder des Acetaldehyds) kénnen bei den
Dehydrierungsreaktionen auch andere, und zwar auch zellfremde
Stoffe als Wasserstoffacceptoren wirken, so insbesondere Methylen-
blau oder Chinon, geméa® den Gleichungen:

1 WierLaNDp: Helvet. chim. Acta 15, 21 (1932).

2 Vgl. NeuBeEre¢ und Winbpiscu: Naturwiss. 13, 993 (1925);
Biochem. Z. 166, 454 (1925) — NEUBERG und MoOLINARI: Naturwiss.
14, 758 (1926). — MoiriNari: Biochem. Z. 216, 187 (1929).

3 Vgl. Simon: Biochem. Z. 224, 253 (1930); 243, 401 (1931). —
BerTHO und Basu: A. 485, 26 (1931). — WistaNDp: Ang. Ch. 28,
582 (1931). — WinpIiscH: Biochem. Z. 250, 466 (1932).

4 Vgl. BerTHO: A. 474, 57 (1929) und anderseits TANAKA: Acta-
phytochim. 5, 239 (1931).
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CH,;.CH,0H + Chinon —> CH;.CHO -+ Hydrochinon, oder
CH,.CH(OH), + MB —> CH;.COOH 4 MBH,
Von diesen H-Acceptoren wird in ausgedehnter Weise bei der ,,Accep-
tormethodik‘* Gebrauch gemacht?!.

Gemié3 der WieLanpschen Dehydrierungstheorie soll die Aufgabe
der Dehydrasen (Dehydrogenasen, Hydrokinasen) in der Lockerung
bzw. Aktivierung des Wasserstoffs der Substrate (Wasserstoff-
donatoren) bestehen, der dann vom H,-Acceptor (Sauerstoff, Aldehyd,
Chinon, Methylenblau usw.) tibernommen wird (,, Wasserstofftrans-
port‘). Die Dehydrierungstheorie ist daher auch fiir das Verstdndnis
der anaeroben Zellvorginge von grofter Bedeutung (Oxydoreduk-
tionen, Dismutationen).

Das bei aeroben Prozessen als priméres Hydrierungsprodukt des
molekularen Sauerstoffs entstehende Wasserstoffsuperoxyd wird
dann durch ein Enzym, die Katalase, unter Bildung von Wasser
und Sauerstoff zerstort; dieselbe ist Iin allen aeroben 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
Mllchsaurebakterien) kommt es auch tatsachlich unter bestimmten Be-
dingungen zu einer Anreicherung von Wasserstoffsuperoxyd, und zwar
in einer dem Sauerstoffverbrauch dquivalenten Menge. Es ist demnach
hier die WieLANDsche Dehydrierungstheorie voll bestéitigt 2. Auch bei
einemn Essigbakterium (dem Acetobacter peroxydans) fehlt die
Katalase vollig, aber trotzdem tritt hier kein Hydroperoxyd auf. Es
zeigte sich jedoch, dafl in diesem Fall H,0, selbst als Wasserstoff-
Acceptor wirkt3.

Auf Grund der Untersuchungen mit anderen Zellsystemen (Mace-
rationssaft usw.) wurde wahrscheinlich gemacht, daB durch eine
Pyridin-Flavin-Katalyse (Cozymase I -+ gelbes Oxydationsferment)
(vgl. S. 140) der Alkohol zu Acetaldehyd unter Bildung von
Hydroperoxyd dehydriert wird4. Sodann soll das Acetaldehydhydrat
H, unter Bildung von Essigsdure an das Haminsystem (Cytochrom -
Atmungsferment) abgeben, das dann mit molekularem Sauerstoff
Wasser bildet (vgl. Nachtrag).

40. Ubung:
Oxydation verschiedener Alkohole®.

a) Oxydation von n-Propylalkohol zu Propionsiure. In zwei
FrrNBACH-Kolben von 21 Inhalt werden je 400 ccm Hefewasser,
enthaltend 29, n-Propylalkohol in iiblicher Weise mit A. sub-
oxydans oder ascendens (vorbereitet in einem kleinen Ansatz

1 Néheres vgl. besonders BERTHO-GRASSMANN: Biochemisches
Praktikum. Berlin: Walter de Gruyter & Co., 1936.

2 Vgl. BErTHO und GLUCK: A. 494, 159 (1932).

3 WigLanp und Pistor: A. 522, 116 (1936). Hinsichtlich des
sonstigen biochemischen Verhaltens von A. peroxydans vgl. WIELAND
und PrsTor: A. 535, 205 (1938).

4 Vgl. NEGELEIN und WULFF: Bio. Z. 289, 436 (1937).

5 Vgl. dazu Visser’t Hoort: Diss. Delft 1925.
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des gleichen Nahrmediums) geimpft. Nach ungefidhr 10 Tagen bei
280 Entnahme einer Probe und Titration; weitere Probeent-
nahmen in Intervallen von etwa 10 Tagen. Versuchsabbruch,
sobald das Siuremaximum erreicht ist. Quantitative Bestimmung
der Propionsdure durch Destillation und Titration einer ent-
nommenen Probe (etwa 100—200 ccm). Der Inhalt des zweiten
Kolbens wird zur Génze der Destillation unterworfen, das
Destillat mit n-Lauge reutralisiert und zur Trockne verdampft
(propionsaures Natrium bleibt zuriick).

Identifizierung der Propionsdure als p-Chlorphenacylester:
1 g p-Chlorphenacylbromid mit der berechneten Menge propion-
sauren Natriums (gelost in wenig Wasser) und mit 10 cem 959%,igem
Alkohol auf dem Wasserbad eine Stunde unter RiickfluBl erhitzt.
Beim Abkiihlen tindet Krystallisation statt. Nach dem Um-
krystallisieren aus Alkohol schmilzt der Propionsédure-p-Chlor-
phenacylester bei 98°.

b) Oxydation von Isopropylalkohol zu Aceton. Es sei hier die
Durchfithrung dieser Oxydation mittels getoteter Essigbakterien
angefiihrt!. 1,8g getétete Essigbakterien (Gewinnung vgl
Ubung 37d) werden mit 1,8 g Calciumcarbonat und 18 ccm einer
39%igen Isopropylalkohollésung verriihrt, auf Filtrierpapier aus-
gebreitet und in verschlossenen Glisern 3 Stunden bei 25° auf-
bewahrt. Dann wird in wenig Wasser aufgenommen und in
eine eisgekiihlte Vorlage mit 10 cem 309iger Essigsdure, ent-
haltend 0,17 g p-Nitrophenylhydrazin, destilliert. Das in Form
feiner gelber Nadeln auskrystallisierende Aceton-p-Nitrophenyl-
hydrazon wird abgesaugt. mit 209%jigem Alkohol gewaschen
und aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt
144—146°.

Anhang: Theoretisches.

Die Oxydation anderer primérer Alkohole erfolgt wohl in analoger
Weise wie die des Athanols. Beim Abbau des Methylalkohols scheinen
drei Enzyme beteiligt zu sein, wie Versuche mit Acetonpriaparaten
des A. pasteurianum zeigten?, und zwar eine Alkoholdehydrase, eine
Aldehydrase, und ein Ameisensiure 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 Propionsdure iiberge-

! Nach MULLER: Biochem. Z. 238, 253 (1931). - Die Oxydation
kann auch mit lebenden Bakterien (A. pasteurianum u. a.) in dhn-
licher Weise wie unter a oder mittels Suspensionen der lebenden
Bakterien vorgenommen werden. Ferner kann auch die Sauerstoff-
absorption im Mikrorespirationsapparat verfolgt werden.

? MULLER: Bio. Z. 254, 97 (1932).
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fithrt!, am besten bewéhrte sich auch hier A. suboxydans?. Auch iiber
die Oxydation von n-Butylalkohol, Isobutylalkohol und Isoamyl-
alkohol wurde berichtet.

Auch Isopropylalkohol wird durch zahlrelche Essigbakterien zu
Aceton oxydiert. MULLER?® erzielte mittels lebendem A. pasteurianum
eine 759%ige Umwandlung, durch Acetonpriparate, des gleichen
Bakteriums quantitative Umsetzung. — Bei dieser Reaktion handelt
es sich gleichfalls um eine Dehydrierung. Als H,-Acceptor kann auch
Chinon dienen 4,

41. Ubung:
Alkoholiseche Giirung der Essighakterien ®,

2 g Glucose werden mit einer Suspension der abzentrifugierten,
gewaschenen und in sterilem Leitungswasser aufgeschwemmten
Bakterien ¢ (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 30° stehen gelassen.
Die CO,-Entwicklung wird im Laufe von 2—3 Tagen festgestellt.
Der Hauptansatz verbleibt bei 30° in dem Kolben, der mit CO,
oder N, gefiillt ist und der mit einem Gérverschlull versehen wird
(noch zweckméifBiger ist es, die Gérung in einer Schiittelflasche
unter dauerndem Schiitteln durchzufithren). Nach Beendigung
der Gdrung wird an Proben die bakteriologische Priifung und in
aliquoten Teilen des Ansatzes die Alkoholbestimmung vorge-
nommen (vgl. S. 112). CO, und Alkohol entstehen in dquimole-
kularen Mengen. Die Gérung geht nur bis etwa 15—209, der
Theorie vor sich.

Zur Kontrolle der CO,-Entwicklung setzt man noch einen
Blindversuch mit der Bakteriensuspension ohne Glucose im
Eudiometer an; die dabei gefundene meist sehr geringe CO,-Menge
ist von der des Hauptversuches in Abzug zu bringen.

Anhang: Theoretisches.

Die Essigbakterien vermégen unter anaeroben Bedingungen
normale alkoholische Géarung hervorzurufen und verfligen tiber ein
komplettes Zymasesystem; sie besitzen Carboxylase, Keton-
aldehydmutase, Phosphatase und das Zymohexasesystem. So ver-
mogen auch Essigbakterien Hexosediphesphat zu Methylglyoxal ab-

1 HErRMANN und NEUSCHUL: Bio. Z. 233, 129 (1931) u. a.

2 VisseERr 'T Hoort: Diss. Delft 1925.

3 MULLER: Bio. Z. 288, 253 (1931).

¢ MULLER: Bio. Z. 254, 102 (1932).

5 Vgl. NEUBERG und SiMoN: Biochem. Z. 197, 259; 199, 235 (1928).
— Smoxn: Biochem. Z. 224, 253 (1930).

¢ Acetobacter suboxydans oder A. pasteurianum u. a.; gewonnen
gemiB Ubungsbeispiel 36a oder b.

Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 15
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zubauen!. Diese Befunde bilden weiter Beispiele fur die grundsétzliche
Einheitlichkeit der biologischen Abbauprozesse. Manche Substrate,
die durch die Essigbakterien nicht so leicht direkt oxydiert werden
koénnen, wie besonders Ketosen, werden jedoch allem Anschein nach
auch unter aeroben Bedingungen wenigstens teilweise tiber die Cs-
Korper abgebaut, wie das héufige Auftreten von Essigsdure zeigt.
Auch beim Abbau von Aldosen oder Zuckercarbonséuren werden viel-
fach kleine Mengen Essigséure gebildet. Zweifellos ist jedoch das Ver-
mégen zum ,,normalen‘’ Zuckerabbau bei den Essigbakterien sehr
geschwécht. Vgl. auch Nachtrag.

B. Erzeugung von Zuckerarten.
42. Ubung:
Darstellung von I-Sorbose.

a) Auswahl geeigneter Bakterien2. In einer groBeren Anzahl
von ERLENMEYER-Kolben von 200 ccm Inhalt werden je 50 com
Niahrlosung nach dem Sterilisieren mit Kulturen verschiedener
Essigbakterien wie A. xylinum, xylinoides, gluconicum, orleanense
usw. geimpft. Nahrlosung: 5%, Sorbit (Sionon der I.G.-Farben-
industrie) in Hefeextrakt (5 Teile Hefe auf 100 Teile Wasser,
Herstellung vgl. S. 34). Temperatur 26—28°. Vom 5. Tag
an Probeentnahme von je 1—2 cem Losung und Bestimmung
des Reduktionsvermégens nach Bertrands Methode. Etwa alle
3 Tage weitere Entnahme von Proben und Analyse derselben.
Nach etwa 10—25 Tagen ist die Oxydation stets beendet. Dar-
stellung der Resultate in Form von Kurven. Reduktionskurven
vgl. S. 276.

b) Priparative Gewinnung vor I-Sorbose mittels des Ruhe-
Verfahrens. Einige FErnBacH-Kolben von je 51 Inhalt mit je
11 Nahrlosung (wie bei a), aber mit 209, Sorbit3) beschickt,
sterilisiert (entweder fraktioniert oder unter schwachem Uber-
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
dauvert die Oxydation linger, manchmal auch 30—40 Tage).

Aufarbeitung : Alle Lésungen vereinigt und mit Bleiacetatlésung
gefallt (fir je 11 Flissigkeit etwa 5—8 g Bleiacetat): Filtrat mit
Schwefelwasserstoff behandelt und im Vakuum zum Sirup ver-

1 NEUBERG und SimoN: Biochem. Z. 258, 225 (1932).

? BERNHAUER und GOruicH: Biochem. Z. 280, 375 (1935). Vgl
auch RASUMOWSKAJA : Arch. Sci. biol. 43, 209 (1936).

3 Nach FuLmeR, DUunNiNG, GuyMON und UNDERKOFLER [Am. Soc.
58, 1012 (1936)] ergaben auch noch 359%ige Sorbitlésungen in
14 Tagen eine 809,ige Ausbeute an 1-Sorbose.
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dampft. Die 1-Sorbose krystallisiert in weilen, 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
erhiltlich. Gesamtausbeute gegen 709%,. Umkrystallisieren aus
wenig heilem Wasser oder aus Methanol.

¢) Priiparative Gewinnung von 1-Sorbose nach dem Durch-
liiftungsverfahren’., In einem 21-KLuvver-Kolben (vgl. S. 76)
werden 1500 cem Néhrlosung (enthaltend 159, Sorbit2, 0,5%
Difco und 0,19, 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—289. Zeitweise
Entnahme von Proben (0,5—2 cem) 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—809%, des angewendeten Sorbits
(manchmal auch noch hoher).

Anhang: Technische Gewinnung von 1-Sorbose®.

Man arbeitet entweder nach dem Durchliftungsverfahren, oder
am besten nach dem Gértrommelverfahren 5, da dabei die Vermischung
der Flissigkeit mit der Luft besonders intensiv ist. Die um eine
horizontale Achse rotierende Géartrommel besitzt im Inneren Schaufeln,
mit deren Hilfe die Flissigkeit immer wieder hochgehoben und ver-

1 Nach Versuchen von H. KxoBrocH (Diss., Prag 1938) und im
Anschlu3 an BorsEKEN und LEEFERS: Rec. trav. Pays Bas 54, 861
(1935). Vgl. auch KrEssLinG: Mikrobiol. 6, 898 (1937).

2 Auch 259%ige Sorbitlésungen kénnen noch nach diesem Verfahren
in guter Ausbeute umgesetzt werden, doch dauert dann der Prozef
entsprechend ldnger.

3 Von groBter Bedeutung fur die Aktivitdt der Bakterien ist die
Art und Dauer der Vorziichtung derselben. Vor allem miissen die ver-
wendeten Kulturen jung (etwa 2 Tage alt) und auf neutralem Néhr-
boden vorgeziichtet sein. — Hinsichtlich der Abhéngigkeit der aeroben
und anaeroben Aktivitdt vieler Bakteriendehydrasen vom Alter der
Kulturen (von der ,,Wachstumsperiode‘‘) vgl. WoorLprIDGE, KNOX
und Grass: Bioch. J. 30, 926 (1936) sowie WoOLDRIDGE und GLASS:
Bioch. J. 31, 526 (1937). — Hinsichtlich der Aktivitéit der Bakterien zur
Bildung und zum weiteren Abbau von Gluconséure vgl. BvTriN: Bioch.
J. 80,1870 (1936); 32, 508, 1185 (1938). — KLUYVER und BOEzZAARDT:
Rec. trav. Pays-Bas §7, 609 (1938).

4 Vgl. WeLLs, STuBBs, Lockwoop und Rog: Ind. Eng. Chem. 29,
1385 (1937).

5 Herrick, HErLBacH und May: Ind. Eng. Chem. 27, 681 (1935).
— Das Verfahren wurde urspriinglich fir Pilzoxydationen ausge-
arbeitet (vgl. S. 242), hat sich aber auch fir Oxydationen mittels
Essigbakterien vorziiglich bewihrt. — Vgl. A, P. 2,121533 (1938).
— C. 1938 II 3622.

15%
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stdubt wird. Dadurch wird die Loésung in sehr innige Beriithrung
mit der Luft gebracht. Aulerdem kann dabei unter einem Uberdruck
von 2—3 Atm. gearbeitet werden, wodurch der Oxydationsprozel3 eine
weitere erhebliche Beschleunigung erféhrt. Die gunstigste Drehungs-
geschwindigkeit der Gértrommel und die geeignetste Menge der durch-
stromenden Luft miissen genau ermittelt werden. — Besonders
wichtig ist weiterhin die Vorbereitung eines moglichst aktiven Impf-
materials!. Es gelang unter geeigneten Bedingungen Sorbit in 15 bis
20%iger Losung innerhalb 24 —33 Stunden in hoher Ausbeute (iiber
909,) zu 1-Sorbose zu oxydieren. Das Verfahren hat zweifellos auch fir
andere Oxydationen mittels Essigbakterien noch eine groBe Zukunft.

43. Ubung:
Darstellung von Dioxyaceton.

a) Auswahl geeigneter Bakterien. Ebenso durchzufiihren wie
in Ubung 42a, aber mit 59, Glycerin. - Reduktionskurve fiir
Dioxyaceton vgl. S. 276.

b) Priparative Darstellung von Dioxyaceton mittels des Ruhe-
verfahrens2. In einem groBen Emailletopf werden 21 Leitungs-
wasser zum Sieden erhitzt, mit einem Brei aus 750 g frischer,
abgeprefSter Bierhefe und 11 heilem Wasser versetzt und unter
dauerndem Riihren 20 Minuten gekocht; absetzen lassen, de-
kantieren, Rest filtrieren (oder das Ganze nach dem Erkalten
sofort zentrifugieren). Abkochung mit 100 cem (= 123 g) reinem
QGlycerin (D. A. B. VI) versetzt; mit Leitungswasser auf 101
aufgefiillt und auf vier Stehrundkolben von je 51 Inhalt verteilt 2.
Diese fraktioniert sterilisiert und mit Acetobacter suboxydans
geimpft (pro Kolben 50 ccm einer kriftig entwickelten analogen
Hefewasser-Glycerin-Kultur). Bei 25—30° stehen gelassen. Vom
8. Tage an alle 2 Tage Probe (5 ccm) entnommen und Reduktions-
vermogen bestimmt. Nach etwa 12 Tagen ist das Maximum
erreicht.

Aufarbeitung: Losungen vereinigt, mit CaCO,, Kieselgur und
Tierkohle versetzt und filtriert. Filtrate im Verdunstungskasten
und zum Schluf im Vakuum bei 33% eingeengt. Sirup mit so viel
Alkohol aufgenommen, daf3 erneuter Zusatz keine Triibung mehr

1Vgl. Note 3 S. 227.

2 Nach NEUBERG und HormaNn: Bio. Z. 279, 318 (1935). Vgl. auch
UNDERKOFLER und FULMER: Am. Soc. 59, 301 (1937).

3 An Stelle des auf diese Weise gewonnenen Hefewassers kann wie
in Ubung 42 ¢ auch Hefeextrakt ,,Difco** in einer Konzentration von
0,3—0,5°/, verwendet werden.
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verursacht. Filtriert, Alkohol zum gréfiten Teil im Vakuum ver-
dampft, Riickstand (etwa 250 ccm) in 31 Aceton eingeriihrt.
Abscheidung eines zdhen Sirups, abdekantiert. Lésung im Vakuum
verdampft, Sirup im Vakuumexsiccator von Aceton und Wasser
vollstdndig 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 erhéltlich. Gesamtausbeute 95 g
bereits fast reines Produkt (779, d. Th.). Weitere Reinigung: in
heiem Alkohol l6sen, in viel Aceton eingieen, mit Tierkohle
schiitteln, filtrieren, zum Sirup einengen, auskrystallisieren
lassen, ergibt vollig reines Produkt.

¢) Priparative Darstellung von Dioxyaceton nach dem Durch-
liiftungsverfahreni. Man geht ebenso wie in Ubung 42¢ vor, nur daB
man 7%, Glycerin? verwendet. Man impft mit 20—30 ccm einer
2 Tage alten Kultur des A. suboxydans im gleichen Medium, aber
ohne Essigsdure. 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 grundsétzlich zweierlei Vorgénge zu unterscheiden,
némlich, je nachdem ob eine primére oder eine sekundére 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? findet
sehr haufig statt, und zwar:

Glykole: Bildung von Acetol aus Propylenglykol oder Acetoin
aus 2, 3-Butylenglykol.

1 Nach Versuchen von H. Kxosrocr: Diss., Prag 1938.

2 Hoher prozentige Glycerinlésungen werden nur bis zu einem
Gehalt von etwa 79, Dioxyaceton umgesetzt. Die Menge an Difco
kann auch herabgesetzt werden. Wenn dasselbe voéllig fortgelassen
wird, ist die Umsetzung verlangsamt und unvollstdndig.

3 Literatur vgl. BERNHAUER: Die oxydativen Garungen. Berlin:
Julius Springer 1932. — Vgl. ferner Burrin: The biochemical activities
of the acetic acid bacteria, Chem. Res., Spez. Rep. Nr 2, London
1936. — BERNHAUER: Biochemie der Essigbakterien, Erg. Enzymf. 7,
246 (1938).

4 HaNN, TiLpEN und HUDsSON: Am. Soc. 60, 1201 (1938).
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Glycerin: Bildung von Dioxyaceton.

Tetrite: Erythrulose aus Erythrit!.

Pentite: 1-Xylo-ketose aus l-Arabit.

Hexite: 1-Sorbose aus d-Sorbit, d-Fructose aus Mannit.

Heptite: Perseulose aus Perseit, Glucoheptulose aus Glucoheptit.

Auf Grund der gemachten Befunde wurde eine allgemeine Gesetz-
maéafigkeit fiir die Oxydation von sekundéren Carbinolgruppen durch
Essigbakterien abgeleitet (Bertrandsche Regel); und zwar soll 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 erfullt ist, nicht angegriffen:

R R ll%

| I
H.C.OH H.C.OH HO.C.H

| —_> | | -—-» nicht oxydierbar
H.(ii.OH (]J:O H.(IE.OH

CH,OH (oderCH,) CH,0H CH,0H

Hinsichtlich einer Einschrankung dieser Regel vgl. S. 234.

Aus i-Inosit entsteht durch Einwirkung von A. suboxydans eine
Diketoverbindung?.

Uber die Enzymchemie dieser Oxydationen liegen noch keine eir-
gehenderen Untersuchungen vor, vermutlich handelt es sich aber auch
hier um eine Dehydrierung, die durch das Pyridin-Flavin-System
katalysiert wird.

C. Bildung und Abbau von Zuckerearbonsiiuren.

44. Ubung:
Darstellung von d-Gluconsiure.

a) Priiparativer Versuch nach dem Ruhe-Verfahren. Einige
FrrnBAcH-Kolben von 51 Inhalt mit je 11 Néhrlosung (10%, Glu-
cose in Hefewasser mit 39,CaCO;) 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, Reduktionsvermégen (nach BERTRAND,
vgl. S. 160) an 1 ccm, spiter bis 5 com Probe. Abnahme des

1 Vgl. dazu auch die Arbeit von WHISTLER und UNDERKOFLER :
Am. Soc. 60, 2507 (1938).

2 DUuNNING, FULMER, GUYMON und UNDERKOFLER: Science (New
York) 87, 72 (1938).
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Glucosegehaltes! und Anstieg des Ca-Gluconatgehaltes. 1 com
n/10-KMnO, =2 mg Ca =22,5 mg Ca-Gluconat (. H,0) =19,6 mg
Gluconsiure (entspricht 18 mg Glucose).

Aufarbeitung (sobald das Maximum des Ca-Gehaltes erreicht
ist): Losungen vereinigt, unter Zusatz von etwas Calcinmhydroxyd
vollig abneuatralisiert, aufgekocht und filtriert (alles in einem groflen
Emailletopf), Bakterienhdute ausgeprefit. Filtrat im Vakuum zum
diinnen Sirup eingeengt. Beim Stehen, eventuell erst nach dem
Animpfen mit Ca-Gluconat erstarrt das ganze zu einem Krystall-
brei. Scharf abgesaugt, mit etwa 509,igem Alkohol angeriihrt und
wieder abgesaugt, nachgewaschen (rascher kommt man durch
Abpressen in einer hydraulischen Presse zum Ziel). Aus heiflem
Wasser umkrystallisiert (etwe 4 Teile Wasser auf 1 Teil Substanz)
und wie oben ausgewaschen (bis kein Reduktionsvermogen mehr
vorhanden ist). Ausbeute 70-—809;.

b) Priparativer Versuch nach dem AufguBiverfahren, grund-
sétzlich analog wie Ubung 38c2

Anhang: Theoretisches.

1. Oxydation anderer Aldosen zu Aldonsiuren. Hexosen. Bildung
von d-Galaktonsdure aus Galaktose?,?, sowie von d-Mannonsiure aus
Mannose5. In diesen Fallen scheint insbesondere die Gewohnung der
Bakterien an das zu oxydierende Substrat von grofler Bedeutung;
so gelang es mit Hilfe von Passagen das Oxydationsvermogen des
A. gluconicum gegeniiber den erwihnten Substraten sehr stark zu
erh6hen?,s.

Pentosen: Bildung von 1-Arabonséure aus l-Arabinose > und von
1-Xylonsaure aus 1-Xylose3.

2. Enzymchemie der Gluconsiurebildung. Das dabei wirksame
Enzym ist eine typische Dehydrase® und steht etwa zwischen der
Anaero-Gluco-dehydrase der Leber” und der Aero-Gluco-dehydrase
der Schimmelpilze (vgl. S. 242). Der Dehydrierungsvorgang ist jeden-
falls auch hier als Pyridinkatalyse aufzufassen.

1 Bei linger dauernden Versuchen steigt das Reduktionsvermégen
wieder an infolge der Bildung von Ketosduren. Daher mufl der
Versuch rechtzeitig abgebrochen werden.

? Naheres vgl. HERMANN und NEUscHUL: C. Bacter. II, 93, 25
(1935). — Versuche zur Ubertragung dieser Methode in halbtechnischen
MafBstab ergaben kein befriedigendes Ergebnis, da die Infektionsgefahr
nicht beseitigt werden konnte (Privatmitteilung von Dr. Duir,
Hamburg).

3 BeErTRAND: C. 1. 127, 729 (1898); Bl (3) 19, 1003 (1898); A. ch.
(8) 3, 275 (1904).

¢ HErRMANN und NEUSCHUL: Biochem. Z. 270, 6 (1934).

5 HerMANN und NEUSCHUL: Bl. Soc. Biol. 18, 390 (1936).

8 Vgl. TANAKRA: Acta phytochim. 7, 265 (1933).

7 Vgl. dazu HarRrISON: Krg. Enzymf. 4, 297 (1935).
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45. Ubung:
Einfache Oxydationsprodukte der d-Gluconséure.

a) Darstellung der d-5-Ketogluconsiure'. Einige FERNBACH-
Kolben mit je 1 1 Néhrlosung (59, Ca-Gluconat, 0,29, NH,H,PO,,
0,19, KH,PO,, 0,025% MgSO, und die 19, Hefe entsprechende
Menge Hefeextrakt) nach dem Sterilisieren geimpft (mit je
10—20 cem einer Kultur des A. gluconicum oder A. suboxydans
muciparum? auf Glucose oder Ca-Gluconat in Hefewasser),
30—36 Tage bei 26—28°. ‘

Aufarbeitung: Gewinnung des in grofilen Krystallen abge-
schiedenen Ca-5-Ketogluconates durch Abdekantieren der auf-
geschlimmten Bakterien und Waschen mit Wasser; Krystallmasse
aus den Kolben schlieBlich gemeinsam abgesaugt. Weitere Mengen
manchmal erhdltlich durch Einengen der vereinigten Filtrate im
Vakuum auf etwa 1, des Volumens. Gesamtausbeute gegen
70%,. Reinigung: 1 Teil des rohen Salzes in 1 Teil 20%iger Salz-
sdure 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 Salzsdure ge-
16st und mit einigen cem Reagens versetzt (1 g Orcin in 500 ccm
25%,iger Salzsdure mit 256 Tropfen einer 10%igen Eisenchlorid-
16sung versetzt): Intensiv griine Farbung, loslich in Amylalkohol.

Phloroglucinprobe: Etwas Ca-5-Ketogluconat wird in 1 bis
2 cem 189 iger Salzsdure gelost und nach dem Zusatz von etwas
Phloroglucin einige Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt:
Dunkelgriine Farbung (spiter braun werdend).

b) Darstellung der d-2-Ketoglueonsiure? 6 Houvre-Kolben mit
je 300 ccm Néhrlosung (4%, Kaliumgluconat® und 19, Glucon-
sdure? in Hefewasser, das 5%, Hefe entspricht). Nach dem Sterili-

1 Vgl. BErNHAUER und GORLIcH: Biochem. Z. 280, 367 (1935).

2 H. K~vosLocH: Diss., Prag 1938.

3 Hergestellt durch Umsetzen einer Lésung von Ca-Gluconat mit
der dquivalenten 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 dqui-
valenten Menge Schwefelsdure oder Oxalséiure. Der nach dem Ein-
engen des Filtrates im Vakuum erhiltliche Sirup wird durch Be-
handlung mit Aceton in krystallisierte Form tbergefithrt. Durch
weitere Behandlung mit Aceton erhélt man ein weiles 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 Reduktionsvermégens. (Die Umsetzung in
2-Ketogluconsiure betrigt 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 Tritbung 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 erhélt so 40—50 g an krystallisiertem K-Salz.
[Die Mutterlauge zeigt in der Regel starke Reaktion mit Naph-
thoresorcin-Salzsdure, was auf die Anwesenheit von 1-Guluron-
sdure (Aldehydgluconsiure) hinweist: Rotviolette Farbung, 16slich
in Ather.]

Identifizierung der 2-Ketogluconsgure mittels ihres Chinoxalin-
derivates!; 0,2 ¢ des K-Salzes werden in 1 cem Wasser gelost
und mit 0,1 cem konzentrierter Salzsiure und 0,12 g o-Phenylen-
diamin versetzt; beim Umrithren findet Losung statt. Nach
kurzer Zeit erstarrt die Losung zu einem Krystallbrei; abgesaugt,
mit Wasser gewaschen, aus heilem Wasser umkrystallisiert.
Schmelzpunkt 199—200° (unter Zersetzung).

Anhang: Theoretisches.

Der Abbaw der Qluconsdure kann in dreifacher Richtung erfolgen,
und zwar: entweder werden sekundére Carbinolgruppen angegriffen,
oder es wird die primére Carbinolgruppe oxydiert:

Y
COOH COOH (I)OOH COOH
l | l
cO H.C.OH H.C.OH H.C.OH
| trans [ [ |
HO.C.H HO.C.H HO.C.H HO.C.H
[ «— >
H.C.OH H.(|:.0H 1 H.(IJ.OH H.(ll.OH
C18
H.C.0H H.C.0H CcO H.(IJ.OH
| i |
CH,0H CH,OH CH,0H CHO
d-2-Keto- d-Gluconsaure d-5-Keto- d-Aldehyd-
gluconsiure gluconséure gluconsadure
(d-Glucosonsiure) (1-Sorburon-  (1-Guluron-
TS saure) shure)

1 Vgl. OuLE: B. 67, 155 (1934).
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Durch den Befund iiber die Bildung der 2-Ketogluconsaure! er-
scheint auch in gewissem Sinn die BERTRANDsche Regel (vgl. S. 230)
durchbrochen, indem es sich in diesem Fall um die Oxydation einer
Carbinolgruppe handelt, deren benachbarte OH-Gruppe sich in
Transstellung befindet. Die Oxydationsfahigkeit dieser Gruppe
kénnte wohl mit der Nachbarschaft der Carboxylgruppe zusammen-
hingen. Die Isolierung und Reindarstellung der Aldehydgluconsdure
ist mit Schwierigkeiten verkniipft 2, so daB der endgiiltige Kon-
stitutionsbeweis noch aussteht.

IV. Schimmelpilzgirungen.

A. Kultivierung der Pilze und einfache Oxydationsprozesse.
46, Ubung:

Ziichtung von Schimmelpilzen und Gewinnung von Sporen-
kalturen.

a) Isolierung von Pilzen aus natiirlichen Substraten. Man
1aBt in Schalen verschiedene natiirliche Nahrboden wie Brot,
saure Friichte usw. offen stehen und beobachtet das Auftreten
von Pilzkulturen. Von den sich entwickelnden Pilzen werden
mittels der Platinnadel Conidiosporen abgeimpft und auf Wiirze-
agarplatten iibertragen (PETRI-Schalen); diese 1463t man bei 25—35°
stehen, beobachtet das Auskeimen der Sporen und impft bald
auf frische Platten ab. SchlieBlich sucht man die erhaltenen Pilze
durch makroskopische und mikroskopische Untersuchung zu
identifizieren 3.

b) Ziichtung von Pilzen aus einer einzelnen Conidiospore.
Von einer Réhrchenkultur des betreffenden Pilzes werden Conidio-
sporen mit der Impfnadel unter sterilen Bedingungen in ein
kleines Flischchen, enthaltend 5 cem steriles Leitunigswasser
und 5—10 Tropfen Alkohol, gebracht und die Sporen durch
kraftiges Schiitteln voneinander getrennt. Ein Tropfen dieser
Suspension wird dann zu 5cem Wasser in einem zweiten
Flaschchen hinzugefiigt und nach jedesmaligem guten Schiitteln
dieser Vorgang fiinf- 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 Kwvosrocm: Naturw. 26, 819 (1938).
- 2 Tagamasuar und Asar: C. Bacter. IT, 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, fithrt man die Isolierung
einzelner Sporen mit dessen Hilfe durch?.

Zur Fortziichtung der Schimmelpilze dienen zumeist Wiirze-
agarrohrchen (Schrigagar; vgl. 8. 31).

¢) Anlegung von Impfkulturen und Ubertragung derselben
auf tliissige Substrate. Von den Rohrchen, die zur Fortziichtung
dienen, werden vor dem Ansetzen groBerer Pilzkulturen bzw.
Géransitze Sporen auf frische Rohrchen iibertragen (bei groferen
Ansitzen empfiehlt sich die Anwendung von Agarplatten in
Roux-Kolben). Sobald in diesen kriftige Sporenbildung statt-
gefunden hat, wird eine Sporensuspension in sterilem Wasser
zwecks Impfung fliissiger Substrate hergestellt und zwar: Man
fiigt in ein Kulturréhrchen mittels einer Pipette einige Kubik-
zentimeter steriles Wasser und schwemmt mit Hilfe eines Platin-
drahtes die Sporen in der Flissigkeit auf und spiilt des ofteren
mit Wasser nach. Die in einem sterilen Ko6lbchen 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
gleichméaBig zu verteilen (z. B. je 0,5—2 cem pro Kolben).

d) Abernten reifer Conidiosporen. Die die Kulturen ent-
haltenden Agarrohrchen, die an den Glaswinden kein Kondens-
wasser enthalten sollen, werden bei der gleichen Temperatur
“(z. B. im Gérraum) mit sterilem Talkumpulver versetzt und mit
dessen Hilfe werden die Sporen von der Obertliche des Agar-
rohrchens abgestreift; bei 35° noch 2—3 Stunden in sterilen
Gefiaflen tibertrocknet und in diesem Zustand aufbewahrt. Der-
artig aufbewahrtes Impfmaterial behilt seine physiologischen
Eigenschaften besser und konstanter als in Agarrohrchen?.

47. Ubung:

Herstellung von Massenkulturen und Trockenpriiparaten.

a) Massenkultur von Schimmelpilzen zur Gewinnung von
Oberflichenmyeel. Die Néihrlosung (z. B. Bierwiirze von 8° Blig.
oder eine 10—15%ige Zuckerlosung mit Néhrsalzen, vgl. S. 237)
wird in einer groBeren Anzahl grofer FErRNBACH-Kolben vor-

! 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 cem). 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
Fliissigkeit befreit, sodann zwecks weiterer Entfernung des Sub-
strates wiederholt mit Wasser angeteigt und wieder abgeprefitl.
Man kann auch so vorgehen? daB die in einem groBen Kolben
befindliche sterile Nahrlosung direkt mit der Sporensuspension ver-
setzt wird und dal dann die ganze Losung in trocken sterilisierte
Dricarski-Schalen (von etwa 20 cm Durchmesser) gleichmifig
in 1—2 cm Schichthdhe verteilt wird. Fir 101 Nahrlosung ver-
wendet man dabei Sporen von 3—4 ERLENMEYER-Kolben, in
denen man den Pilz auf dem gleichen Substrat zur Entwicklung
gebracht hat (Aufschwemmung der Sporen im Néhrsubstrat durch
gutes Umschiitteln). Mit 10 1 Néhrlosung kénnen etwa 70 Schalen
von den genannten Dimensionen beschickt werden.

Zur Massenkultur von Schimmelpilzen in groBem MafBstab im
Laboratorium dienen eigene Apparate, die eine Zichtung der
Pilze in groBen 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 ccm Nihrlosung (Zusammensetzung nach Bedarf) beschickt
und dann wie in Ubung 48d (8. 240) vorgegangen. Nach 2 bis
4 Tagen usw. wird das Mycel abgesaugt und weiter verarbeitet.

¢) Herstellung von Trockenpriparaten fiir enzymechemische
Zwecke2. Das gut abgeprefte und ausgewaschene Mycel (vgl.
oben) wird in kleine Stiicke zerschnitten oder zerbroselt und mit
Alkohol-Ather (2 Volumteile Alkohol und 1 Volumteil Ather),
Aceton oder Methanol iibergossen. Fiir je 100 g trockengepreftes
Mycel verwendet man 2,51; nach 3—5 Minuten wird die
Fliissigkeit abgegossen und 100—300 cem Ather zugefiigt. Dieser
ProzeB wird nach 1%—1 Minute nochmals wiederholt. Ein Teil
des anhaftenden Athers wird dann rasch mittels Filtrierpapier
entfernt und sodann das Material im Vakuumexsiccator 24 Stunden

1 Falls die Entfernung von Reservestoffen des Mycels erforderlich
ist (z. B. wenn das Mycel fiir enzymchemische Zwecke verwendet
werden soll, 146t man die Mycelien vor dem Ernten nach dem Ent-
fernen des Substrates auf Leitungswasser (dem man etwa 0,19
Citronenséure zusetzt) 2—6 Stunden hungern (,,verarmtes‘‘ Mycel).

? Vgl. MULLER: In OPPENEHEIMER und Pincussen, Methodik der
Fermente, S. 507, 510. Leipzig: Thieme 1929.
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iiber Schwefelsiure getrocknet. Das Préparat wird schlieBlich
pulverisiert und aufbewahrt oder weiter verarbeitet (z. B. zur
Herstellung von Enzymextrakten usw.).

Anhang I: Theoretisches.

Insbesondere KLUuyvER und PERQUIN! haben darauf hingewiesen,
daB die bei der Oberflichenkultur 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 Néhrstoffen von den unteren abhingig. Diese
verhalten sich wieder umgekehrt. Bei den zwischen diesen duBersten
Schichten liegenden Zellen sind dagegen alle Ubergénge vorhanden.
Es wird daher auch der Enzymgehalt und damit der Stoffwechsel der
einzelnen Mycelzellen untereinander sehr verschieden sein.

Die Erzeugung von homogenem Zellmaterial ist nur durch sub-
merse Kultivierung der Pilze méglich, also mittels der Schiittelmethode
oder in der Gértrommel (vgl. S.79) cder mittels des Durchliftungs-
verfahrens. Beim letzteren verwendet man Beliiftungskolben oder
dhnliche Gerate (vgl. S. 76 ff.), doch besteht dabei die Gefahr, daB bei
lingerer Versuchsdauer die pordsen Platten zuwachsen. Fiir wissen-
schaftliche Versuche scheint die Schiittelmethode am zweckmiBigsten
zu sein. Es bilden sich dabei gleichartige Mycelkiigelchen im Inneren
der Flussigkeit. Insbesondere fiir enzymchemische Versuche sollte nur
solches homogenes Zellmaterial verwendet werden.

Anhang II: Technische Erzeugung von Pilzmycel.

Asp. oryzae wird zur Erzeugung von ,,Taka-Diastase*‘ im groB3en
auf Weizenkleie geziichtet?. Dieselbe wird mit 30—409%, Wasser an-
geteigt und im Dampfstrom bis zur Verkleisterung der Stéirke be-
handelt. Bei 40° 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 25° betragen und die Luft
mit Feuchtigkeit fast gesdttigt sein. In der Masse findet betrichtliche
Selbsterwarmung statt, die Temperatur soll aber nicht iiber 40°
steigen. Die ganze Masse ist bald mit einem dichten Geflecht des
Pilzmycels durchsetzt und wird nach 48 Stunden entfernt und ge-
kiihlt, sodann getrocknet (,,Taka-koji‘‘). Das Produkt ist reich an
verschiedenen Enzymen und wird technisch auf ,,Taka-Diastase‘
verarbeitet.

48. Ubung:
Die Gluconsidurebildung durch Schimmelpilze.

a) Analytische Versuchsreihe zur Auswahl geeigneter Pilze.
Eine groBere Anzahl 300 cem-ErRLENMEYER-Kolben (etwa 10—20,
je nach der Anzahl der Pilzstimme), mit je 50 ccm folgender
Nahrlésung beschickt: 109, Glucose, 0,19, (NH,),S0,, 0,1%

1 KLUuyvER und PERQUIN: Bio. Z. 266, 68 (1933). — PERQUIN:
Diss., Delft 1938.

2 TAKAMINE: J. Soc. chem. Ind. 17, 118 (1898).
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KH,PO,, 0,025%, MgS0, .7 H,0 (in Leitungswasser); nach dem
Sterilisieren je 2 Kolben (Parallelversuche) mit einer Sporen-
suspension verschiedener Pilzstimme (Asp. niger, Penicillium-
arten usw.) geimpft (vgl. Ubung 46 ¢, S. 235); nach ungefihr
3 Tagen (nachdem die entwickelte Pilzdecke die ganze Oberfléche
vollig bedeckt hat) werden pro Kolben je 1,5 g CaCO; zugesetzt
(bei etwa 130° in Eprouvetten mit Wattestépsel im Trocken-
schrank sterilisiert). Die Technik des Zusatzes ist folgende : Mittels
des Sporns eines Einfillltrichters (vgl. Abb. 34) wird die Pilz-
decke unter Drehen des Trichters so aufgehoben, dal das CaCO,,
ohne das Mycel zu beriihren, direkt in die Fliissigkeit hinein-
gebracht werden kann. Nach weiteren 4—5 Tagen, wobei das
CaCO, zeitweise durch vorsichtiges Umschwenken auf-
geriihrt wird, ist der Prozell in der Regel beendet.
Versuche absterilisiert, Losungen filtriert, Pilzdecken
ausgepreft, Filtrat aus je zwei Parallelversuchen ver-
einigt, mit Waschwasser auf 150 ccm aufgefiillt.
Proben entnommen zur Bestimmung der restlichen
Glucose (2—-5 cem), sowie des Ca-Gehaltes (5—10 cem)
in tiblicher Weise (vgl. Ubung 22a, S. 160 sowie 44 a,
S.230). Der Vergleich der Ausbeute an Ca-Gluconat
_ ergibt den geeignetsten Pilzstamm.
%};}ﬁf}ih}&ﬁ' Bestimmung der Gluconsdure als Ca-Salz'. 10 bis
20 cem der erhaltenen Ldsung werden in einem
kleinen Becherglas auf dem Wasserbad so weit eingedampft, daf
die Fliissigkeit noch leicht beweglich bleibt. Dann setzt man so
lange 969%,igen Alkohol zu, als sich der entstehende Niederschlag
in der Warme eben noch auflost. Nun 14t man in einem verschlosse-
nen Gefif (z. B. in einem leeren Exsiccator oder unter einer Glas-
glocke) 24 bis 48 Stunden in der Kélte stehen. Das Ca-Gluconat
krystallisiert in Form blumenkohlartiger Aggregate ziemlich
quantitativ aus. Man saugt auf einem Glasfilter (G 3) scharf ab,
wischt zundchst mit verdiinntem, spéter mit starkem Alkohol,
trocknet bei 80° und wigt. (Man erhélt Ca-Gluconat mit 1 Krystall-
wasser.) Durch 24stiindiges Stehenlassen des Filtrates tiberzeugt
man sich davon, ob die Fallung vollstindig war.

b) Gluconsdurebildung durch Enzympriparate (,,Glucose-
oxydase‘“)2. Die Erzeugung des Pilzmycels erfolgt in grundsétzlich

L BERNHAUER: Bio. Z. 172, 305 (1926). — Vgl. dazu auch KArDo-
SvssoJEwa : 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 Ubung 47. Zwecks Gewinnung des Sporen-
materials werden je 100 cem Néahrlosung in vier 300 ccm-ERLEN-
MEYER-Kolben mit A. niger geimpft. Zusammensetzung der Nihr-
l6sung: 59, techn. Glucose, 0,075%, Citronensiure, 0,29
Ca(NOy), .4 H,0, 0,025%, KH,PO,, 0,0259, MgSO, .7 H,0, 0,025,
KCl und 3 Tropfen 1%ige FeCl;-Losung (pro 100 ccm Nahrlosung).
Es wird in iiblicher Weise sterilisiert und geimpft. Nachdem bei
320 gute Entwicklung und Sporenbildung stattgefunden hat,
werden 101 der gleichen, sterilen Néahrlosung mit den Konidio-
sporen der vier ERLENMEYER-Kolben versetzt und auf 70 groBe
Doppelschalen (von etwa 20 cem Durchmesser) verteilt. Sobald
bei 320 ein dichtes Mycel gebildet ist, aber noch bevor die Konidien-
bildung begonnen hat, wird die Néhrlésung entfernt; man spiilt
die Pilzdecken an der Unterseite mit Leitungswasser und la8t sie
4—6 Stunden bei der gleichen Temperatur auf der oben ange-
fithrten Néhrlésung aber ohne Glucose hungern. Nochmalige
griindliche Spiilung der Pilzdecken mit Leitungswasser und
Trockenpressen derselben in einer BUuCHNER-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 Morser?,
bis das Ganze eine feucht-klebrige Konsistenz erhilt. Abpressen
unter Benutzung eines starken Preituches in einer hydraulischen
Presse bei 300 Atm. Prefkuchen noch des éfteren mit etwa Wasser,
Quarzsand und Kieselgur verrieben und immer wieder aus-
gepref3t. '

Fillung der Prefsifte in kleinen Anteilen: Je 30 ccm PreBsaft
unter kriftigem mechanischem Riihren in ein Gemisch von
250 cem 969,igem Alkohol und 125 cem Ather eintropfen lassen.
Sofortiges Absaugen der Fallung, Riickstand zweimal mit abso-
lutem Alkohol gewaschen (noch bevor die Mutterlauge ganz
abgesaugt ist) und schlieflich mit Ather. Nach 24stiindigem
Trocknen des Praparates im Vakuum iiber Schwefelsiure ist
dasselbe fiir die Versuche verwendbar, Die Aktivitit des Enzym-
praparates bleibt monatelang fast unverindert. — Die Aktivitits-
bestimmung des Enzympréiparates erfolgt manometrisch in
BARCROFT-WARBURG-Gefiflen bei 30° (vgl. auch S.83).

¢) Priparativer Versuch in Schalen (niedrige Flitssigkeits-
schicht?). Eine Aluminiumschale (etwa 60X 40X 8 cm), die mit

1 Nach MULLER (l. ¢.) verwendet man einen Mérser aus GulBeisen
von 25 cm Hohe und 23 em Durchmesser (Gewicht samt Pistill 14 kg).

? In prinzipiell gleicher Weise kann der Versuch in groBen FrrN-
BACH-Kolben durchgefiihrt werden.
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einem aufhidngbaren grobmaschigem Netz aus Aluminiumdraht
versehen ist, wird nach dem griindlichen Ausspiilen mit heilem
Wasser mit 81 der sterilisierten, noch heien Nahrlosung versetzt
(Schichthohe etwas iiber 3 cm). Die N&hrlosung besteht aus
15—20%, Rohrzucker, 0,1% (NH,),S0,, 0,01% KH,PO, und
0,025%, MgSO, . 7 H,0 in Leitungswasser. Nach dem Erkalten impft
man mit der Sporenmasse von zwei Kleinversuchen (je 50 ccm Nihr-
16sung in 300 ccm fassenden ERLENMEYER-Kolben) durch kriftiges
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 309 ist das
Mycel geniigend stark entwickelt. Man setzt nun téglich in
Portionen von je etwa 60 g insgesamt etwa 300-—400 g CaCQO4 nach
vorsichtigem Aufheben der Pilzdecke mittels des eingesetzten Netzes
zu und riithrt mit einem Glashaken gut um; nach dem Entweichen
des CO, wird die Pilzdecke wieder aufgesetzt. Nach einer Gesamt-
dauer von etwa 6—10 Tagen ist der Prozell beendet. Die Fliissig-
keit wird abgehebert und die Pilzdecke mit einer neuen Zucker-
l6sung (ohne Néhrsalze) unterschichtet. Der gleiche Prozefl kann
noch zwei- bis dreimal wiederholt werden. Die verarbeiteten
Losungen werden durch Erhitzen unter eventuellem Zusatz von
etwas Calciumhydroxyd vollig neutralisiert (Lackmus), filtriert und
im Vakuum auf etwa 1—21 verdampft. Nach lingerem Stehen
krystallisiert das Ca-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 heilem Wasser.

d) Gluconsiurebildung mittels der Schiittelmethode. Gewinnung
des Schiittelmycels: Acht 500 ccm-ERLENMEYER-Kolben werden mit
je 150 cem folgender Néahrlosung in iiblicher Weise beschickt:
209, Rohrzucker, 0,19, NaNO,, 0,0028%, H;PO,, 0,005%, KCl,
0,025%, MgS0,.7 H,0. Zum Abschliefen der Kolben dient ein
Wattebausch, durch den noch ein Glasrohr von 8 cm Linge und
1 em Durchmesser fithrt, das gleichfalls mit Watte verschlossen ist!.
Nach dem Sterilisieren wird mit je 1 cem einer nicht zu dichten
Sporensuspension eines Aspergillus niger Stammes mit gutem
Gluconsdurebildungsvermégen geimpft. Zu diesem Zweck wird der
Pilz in ERLENMEYER-Kolben oder Roux-Kolben von etwa 200 cem
Inhalt auf Bierwiirzeagar (Malzagar) kultiviert und nach einer

1 Dasselbe gewdhrt einen sicheren Gasaustausch, auch wenn der
untere Wattebausch durchnd8t werden sollte.
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Woche verwendet. Nach gutem Verteilen der Sporen in sterilem
Wasser durch kraftiges Schiitteln wird unter sterilen Bedingungen
durch ein grobes Filter filtriert. Die so erhaltene Sporensuspension
wird nun so weit verdiinnt, daf3 nicht mehr als etwa 2—6 Millionen
Sporen pro Kubikzentimeter vorhanden sind. Nach dem Impfen
werden die Kulturen 48 Stunden (nicht linger!) auf einer Schiittel-
maschine mit 80 Hin- und 80 Herbewegungen pro Minute bei
etwa 300 belassen. Das Mycel wird dann unter sterilen Bedingungen
gemeinsam auf einem groben Filter gesammelt und mit der
Versuchslosung ausgewaschen.

Durchfiihrung der Ozydation. Das so gesammelte Schiittel-
mycel wird nun nach dem DurchstoBen des Filters mit einem
abflambierten Glasstab mit der Versuchslésung (10%ige Glucose-
I6sung) in einen sterilen Kolben geschwemmt und das Ganze auf
500 cem aufgefiillt. Nach gutem Aufschiitteln entnimmt man eine
Probe von 50 com und bestimmt darin die Menge an Myecel-
trockengewicht, indem man die Probe durch ein Jenaer Glasfilter
G 3 scharf absaugt und zunichst griindlich mit destilliertem
Wasser und dann zweimal mit je 10 ccm wasserfreiem Aceton und
einmal mit trockenem Ather wischt. 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, da pro Kolben 150 mg Mycel vorhanden sind. Man
figt dann noch so viel sterile Glucoselosung zu, dafl pro Kolben
150 ccm vorhanden sind. SchlieBlich setzt man noch je 5 g reines
CaCO; zu. Die Kolben werden nun dauernd bei etwa 30°
geschiittelt (wie oben). Nach 2, 4, 6 und 8 Tagen wird je ein
Kolben abgebrochen und in iiblicher Weise aufgearbeitet (vgl.
Ubung a). Die Ausbeute an Ca-Gluconat ist nach 8 Tagen so gut
wie quantitativ.

Anhang I: Theoretisches.

1. Erreger und Bedingungen der Gluconsiuregirung. Die Bildung
von Gluconséure ist fiir fast alle sdurebildenden Aspergillaceen sowie
auch fiir viele andere Mycelpilze charakteristisch. Die meisten
Pilze bilden Gluconsdure insbesondere in Gegenwart von Calcium-
carbonat, manche Pilze erzeugen aber auch in saurer Lésung fast nur
Gluconsdure!. Insbesondere diese sind fiir die technische Glucon-
séduredarstellung nach dem Oberflaichenverfahren von Wichtigkeit
(vgl. unten). Pilzdecken mit gutem Gluconsdurebildungsvermdgen
entwickeln sich besonders in Gegenwart von wenig Stickstoff,

1 Vgl. MAy, HERRICK, MOYER und HELLBACH: Ind. Chem. 21,
1198 (1929).

Bernhauer, Girungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 16
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wobei auch nur geringe Mengen anderer Néhrsalze anwesend sein
sollen!. Manche Pilze vermégen auch andere Aldosen zu den zu-
gehoérigen Aldonsduren zu oxydieren, wie Mannose zu Mannonséure,
doch wurde dieser Vorgang erst relativ selten beobachtet.

2, Enzymchemie der Gluconsiuregirung. Bei der Bildung der
Gluconsiure handelt es sich um eine einfache Oxydation der Glucose.
Der ProzeB wird durch ein Enzym, die Glucoseoxydase katalysiert 2.
Dieselbe konnte im Pref3saft 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. — Nach neueren
Untersuchungen® gehért die Glucose-Oxydase — im Gegensatz zur
Bezeichnung MULLERS — nicht zu den eigentlichen Oxydasen, da der
Sauerstoff durch typische H,-Acceptoren (wie Chinon oder Indophenol-
farbstoffe) ersetzt werden kann. Von den eigentlichen Oxydasen
unterscheidet sie sich auch durch ihre Unempfindlichkeit gegen Blau-
sdure und andere schwermetallbindende Gifte. Unter aeroben Be-
dingungen konnte auch Hydroperoxyd quantitativ nachgewiesen
werden. — Die Glucoseoxydase gehért wahrscheinlich zur Gruppe der
oxytropen (also direkt mit O, reagierenden) Dehydrasen und mufBte
daher als Aero-Glucodehydrase bezeichnet werden (zum Unterschied
von der Anaero-Glucodehydrase der Leber, wiahrend das betreffende
Enzym der Essigbakterien eine Zwischenstellung einnimmt; vgl. 8. 231).

Anhang II: Technologie der Gluconsiuregirung.

1. Darstellung von Gluconsiure nach dem Oberflichenverfahren.
May, HErrIcK, MOYER und HErLLBACH? beschrieben eingehend die
Durchfahrung dieses Prozesses in halbtechnischem MaBstab. Die Ver-
géirung wird in 209%iger Glucoselésung unter Zusatz von Nihrsalzen
in dbereinander befindlichen flachen Aluminiumpfannen von je 1 qm
Flache mittels Penicillium luteum purpurogenum (ohne Zusatz von
Saurebindungsmitteln) unter Einblasen von Luft (etwa 1001 per
Minute) durchgefiihrt; Schichthéhe 3,3—4 cm. In einem Ansatz mit
7 Schalen wurden 3151 einer Losung mit 209, technischer Glucose
(63 kg) und den erforderlichen Néhrsalzen in 11 Tagen verarbeitet,
wobel die Ausbeute 379, d. Th. betrug.

2, Darstellung von Gluconsiure nach dem submersen Verfahren
in der rotierenden Giirtrommel. Im Anschlu an Laboratoriums-
versuche 3 wurde ein technisches Verfahren zur Gluconsiureerzeugung
mittels submersem Pilzmycel ausgearbeitet ¢. Bei demselben wird eine
Gértrommel von etwa 1500 1 Gesamtfassungsvermoégen aus Aluminium

1 Naheres vgl. BERNHAUER: Die oxydativen Gérungen. Berlin:
Julius Springer 1932.

2 MUrLer: Vgl. die zusammenfassende Darstellung in den Erg.
Enzymforsch. 5, 259 (1936).

3 Franke und LorENz: A. 582, 1 (1937).

1 HErrIck, HELLBACH und MAy: Ind. Eng. Chem. 27, 681 (1935).
— MovEr, WELLS, STUBBS, Herrick und May: Ebenda 29, 653, 777
(1937). s\J-u*uydTm. 16,575 (193w)

¢ WeLLs, Ly~ncH, HERRICK und MAy: Chem. and Met. Eng. 44,
188 (1937). — GASTROCK, PoRGES, WELLS und MoYER: Ind. Eng.
Chem. 80, 782 (1938).
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von hohem Reinheitsgrad verwendet, diesich wihrend der Garung
in Rotation um eine horizontale Achse befindet (10 Umdrehungen pro
Minute). Man arbeitet unter Luftdurchleitung (ungefahr 2001 pro
Minute, 300 ccm je 1) bei einem Uberdruck von etwa 2 Atm. Die
Impfung erfolgt mittels vorgekeimter Sporen; die durch den oxy-
dativen Prozel3 bedingte Temperatursteigerung wird durch Wasser-
kiuhlung ausgeglichen. Nach 24 Stunden sind 5001 einer 15%igen
Glucoselosung in Gegenwart von CaCO; und Néhrsalzen praktisch
quantitativ in Gluconsdure umgewandelt. Nach dem vdélligen Ab-
neutralisieren mit Kalk wird das Ca-Gluconat in tiblicher Weise ge-
wonnen. Das beim Prozel3 abfallende Mycel kann noch zu weiteren,
Umsetzungen verwendet werden.

49. Ubung:
Die Kojisiiurebildung.

a) Analytischer Versuch und Auswahl eines geeigneten Pilzes.
In einer Anzahl von ERLENMEYER-Kolben von 300 cem Inhalt
werden je 100 ccm folgender Nahrlosung vorbereitet 1: 15—209,
Glucose?, 0,11259%, NH,NO,, 0,0054%, H;PO,, 0,01% KCl und
0,059, MgS0, . 7 H,0O. Temperatur etwa 30°. Man impft mit einer
Sporensuspension von Asp. flavus (bzw. verschiedener anderer
Stimme der Asp. flavus-Gruppe oder auch Pilze wie Asp. oryzae,
Awamori, candidus u. a.). Vom 8. Tag an werden je zwei Versuche
abgebrochen und analytisch aufgearbeitet: Bestimmung des
Mycelgewichtes nach griindlichem Auswaschen und Trocknen bei
90°, Bestimmung des Zuckergehaltes und der Kojisdure.

Qualitative Priifung auf Kojisdure: Die Kulturfliissigkeit gibt
auf Zusatz von Eisenchloridlosung eine tiefrote Farbung.

Quantitative Bestimmung der Kojisiure: Eine aliquote Menge
der Kulturflissigkeit (etwa 20 cecm) wird mit n-Lauge neutralisiert
und die Kojisdure durch Zusatz von n/10 Kupferacetatlosung als
Cu-Salz ausgefallt, der Niederschlag bei 100° getrocknet und ge-
wogen ; Zusammensetzung desNiederschlages: Cu(CgH;0,), . 15H,0.
Das Filtrat kann dann aufgefiillt und in einem aliquoten Teil des-
selben die Zuckerbestimmung nach BERTRAND vorgenommen
werden. (Kojisdure selbst reduziert auch FEHLINGSche Losung,
so daB die Zuckerbestimmung nach ihrer Ausfillung zu erfolgen
hat.) Die Menge der gebildeten Kojisiure kann bis iiber 409,
des verwendeten Zuckers (50—609%, des verbrauchten Zuckers)
ansteigen.

1 Vgl. May, Mover, WeLLs und HERRICK: Amer. Soc. 58, 774
(1931).

2 Man kann ein technisch reines Produkt von etwa 909, Glucose-
gehalt verwenden.

16*
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b) Priparativer Versuch. In einem oder mehreren FERNBACH-
Kolben von 21 Inhalt werden je 400 ccm des gleichen Mediums
wie bei a) mit einem geeigneten Pilzstamm von Asp. flavus ge-
impft, nach etwa 12 Tagen bei 30—35° wird der Versuch auf-
gearbeitet: Bestimmung des Gehaltes an Kojisdure in einem
aliquoten Teil; der Rest wird mit Hilfe eines Fliissigkeitsextraktors
erschépfend mit Ather extrahiert; die nach dem Vertreiben des
Athers verbleibende Krystallmasse wird aus Alkohol umkrystalli-
siert. Schmelzpunkt 152°

Anhang: Theoretisches.

1. Erreger der Kojisiuregirung sind die Pilze der A. flavus-oryzae-
tamarii-Gruppe!; diese scheinen zur Gluconséuregérung nicht befahigt
zu sein?. Das Vermoégen zur Kojisdurebildung ist direkt ein Test fir
die Zugehérigkeit eines Pilzes zur genannten Gruppe!l.

Das optimale pg fiir die Kojisduregdrung liegt zwischen 2,5 und
3,53, Dabei bewihrte sich eine relativ phosphatarme Nahrlésung.

2. Chemismus der Kojisiurebildung. Die Kojisdure wurde bei
Pilzen auch aus anderen Hexosen wie auch aus Pentosen, Zucker-
alkoholen, Triosen? und Glycerin, sowie schlieBlich auch aus Athanol
erhalten. Bei der Bildung der Kojisdure aus diesen verschiedenen
Substanzen kénnten zundchst Hexosen synthetisiert werden, aus
denen dann diese Sidure entstehen wiirde . Phosphorylierungen sind
bei der Kojisdurebildung nicht beteiligt .

Bei der Umwandlung von Glucose in Kojisdure kénnte es sich
um einen direkten, mit Dehydratationen verbundenen, einfachen
Oxydationsvorgang handeln:

CcO

e N\c.oH
CHOH.O.  bm RO
? '\O/'

/ Kojisdure
CHOH

HOH?/ \ICHOH
CH,OH.HC,_ CHOH
: \O/

Glucopyranose

1 BirkINsHAW, CHARLES, L1tLY und Raistrick : Phil. Trans. Roy.
Soe. London 220, B, 127 (1931).

2 Nach MULLER [Erg. Enzymf. 5, 270 (1936)] enthalten die Mycelien
von A. oryzae keine ,,Glucoseoxydase‘‘.

3 BarHAaM und SmiTs: Ind. Eng. Chem. 28, 567 (1936).

¢ AusDioxyaceton wurdensogardiegleichen Ausbeuten anKojisdure
erhalten wie aus Glucose. KATAGIRI und KrTauaRA: C. 1937, II, 3616.

8 Vgl. KLuyveEr und PERQUIN: Biochem. Z. 266, 82 (1933).

¢ GouLp: Bioch. J. 82, 797 (1938).
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Weiterhin ist von Interesse, da die Kojisdure auch durch Essig-
bakterien gebildet werden kann, jedoch nur aus Mannit oder Fructose!.

Wie leicht ersichtlich, muB dabei jedoch noch eine OH-Verschiebung
stattfinden. — Versuche mit Enzympriparaten wurden noch in
keinem Fall durchgefiihrt.

Anhangsweise sei auch noch darauf hingewiesen, da§ durch Ein-
wirkung verschiedener Pilze insbesondere von Penicilliumarten auf
Zuckerarten eine grofe Anzahl verschiedener Substanzen in meist
relativ geringen Mengen gebildet werden. Dieselben stammen aus den
verschiedensten Koérperklassen; so gehéren dazu einfache Phenol-
carbonséuren, Oxyterephthalsiuren, Oxyanthrachinone, Derivate der
y-Methyltetronséure, ferner aufler der Kojisdure verschiedene Ring-
systeme mit Briickensauerstoff, sodann héhere Fettsiduren und schlie3-
lich auch chlorhaltige Stoffwechselprodukte 2. Alle diese Produkte ent-
stehen auf Grund komplizierter Vorgidnge synthetischer Natur, deren
Chemismus noch ganz unaufgekliart ist. Manche dieser Produkte
diirften auch mit den Pilzfarbstoffen in Beziehung stehen.

B. Oxydative Séduregiirungen der Schimmelpilze.

50. Ubung:
Die Citronensiiuregirung.

a) Auswahl von Citronensiurebildnern3. In einer gréBeren An-
zahl von 300 ccem ERLENMEYER-Kolben je 100 cem Nahrlosung:
15%, Rohrzucker, 0,2% NH,NO,, 0,1%, KH,PO,, 0,025%, MgSO0,;
nach dem Sterilisieren Zusatz von 1 cem 2 n-HCl zu jedem Kolben
(entsprechend einer !/;, normalen HCl, pyg 2,4—2,6). Je 2 bis
4 Parallelversuche fiir jeden Pilzstamm. Geimpft mit Sporen-
suspensionen verschiedener Pilzstdmme (insbesondere Asp. niger)
auf Bierwiirze-Agar. Pilze, die unter diesen Bedingungen (bei 32—349)
kraftiges Wachstum zeigen (bis zum 3. oder 4. Tag geschlossene
Pilzdecke, bei ausreichender Impfung mit Sporen), werden fiir
eine zweite gleichartige Versuchsreihe verwendet; bei dieser aber

1 Taxamasar und Asar: C. Bacter. 1T, 88, 286 (1933).

2 Vgl. die Zusammenfassung von Raistrick: Erg. Enzymf. 7, 316
(1938); ferner in Perspectives in Biochemistry 8. 263 (1938). — 8. auch
BIrRkINSHAW: Biol. Reviews 12, 357 (1937).

3 Vgl. CurriE: J. of biol. Chem. 31, 15 (1917). — BERNHAUER,
DupaA und SIEBENAUGER: Biochem. Z. 230, 475 (1931); BERNHAUER,
BOCKL und SIEBENAUGER: Biochem. Z. 253, 37 (1932); BERNHAUER
und IGLAUER: Biochem. Z. 286, 45 (1936). — Die oben beschriebene
Niahrlésung ist jedoch nicht die einzige, mit deren Hilfe eine Auswahl
von Pilzstdmmen mit gutem Citronenséurebildungsvermégen durch-
gefiithrt werden kann. So ist nach PErQUIN [Diss. Delft, S. 121 ff.,
(1938)] auch eine eisenfreie Nihrlosung mit sehr wenig Phosphat dazu
geeignet, wobei allerdings wieder andere Pilze als oben zur Auswahl
kommen.
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pro Kolben Zusatz von 1cem nf10 HCl (entsprechend einer
1/1000 Dormalen Lésung, pyg 3,4). Untersuchung der Siurebildung:
Entnahme von 2 ccm Probe vom 8. Tag an (sodann jeden zweiten
Tag) und Titration mit n/10 Lauge. Pilze, bei denen 2 ccm
Probe die Aciditét auf etwa 30 com (und dariiber) ansteigt, sind
als gute Citronensiurebildner anzusehen, und fir die Durch-
fihrung préparativer Versuche geeignet. 1 cem n/10 Lauge =
6,4 mg Citronensdure (wasserfrei). Aufarbeitung: Parallelver-
suche vereinigt, filtriert und Analysen an Proben vorgenommen.
Zuckerbestimmung an 2—>5 ccem in iiblicher Weise (nach BERTRAND
vgl. S. 160).

Bestimmung der Citronensiure; Etwa 10 ccem der Kultur-
flissigkeit werden bei Siedetemperatur mit einer Loésung von
Calciumechlorid (etwa 109%,ig) versetzt (dabei soll kein Niederschlag
ausfallen: Abwesenheit von Oxalsdure), sodann wird zum Sieden
erhitzt und Ammoniak zugefiigt; die Flissigkeit wird nun auf
etwa 1/; eingekocht, wobei sie dauernd ammoniakalisch sein soll.
Das Ca-Citrat scheidet sich krystallinisch aus und wird auf einem
gewogenen Sinterglastiegel abgesaugt, zundchst mit siedendem
Wasser gut ausgewaschen, schlieBlich mit 60%igem Alkohol nach-
gespiilt; nach dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei
130—135° erhédlt man krystallwasserfreies Ca-Citrat. 1 g Ca-Citrat
=0,843 ¢ Citronensdure (+H,0)= 0,77 g Citronensidure (ohne H,0).

Falls Oxalsiure vorhanden ist, so fallt man dieselbe vor der
Citronensiurebestimmung durch Zusatz von Calciumchlorid in
der Siedehitze aus, 1lit 3—4 Stunden absitzen, filtriert, 1ost
den Niederschlag in der gerade erforderlichen Menge verdinnter
Salzsdure und fallt nochmals mittels Na-Acetat (Kongopapier!).
Schliefllich wird der Niederschlag in tiblicher Weise in héifler ver-
diinnter Schwefelsiure geldst und die Losung mit n/10-Perman-
ganat titriert. 1 ccem n/10-KMnO, = 6,3 mg Oxalsdure (+ 2 H,0)
= 4,56 mg Oxalsdure (krystallwasserfrei).

Nach der Abtrennung des Ca-Oxalates und Ca-Citrates kann
auch Ca-Gluconat abgeschieden und bestimmt werden (vgl. S.238).

. b) Priiparativer Versuch. In einigen FErNBACH-Kolben von
51 Inbalt werden je 1500 cem Néahrlosung [enthaltend 17,5—209,
Rohrzucker, 0,2%, NH,NO; (oder 0,649, Mg(NO,), .6 H,01),
0,1% KH,PO, und 0,025% MgSO, .7 H,0 in Leitungswasser]
nach dem Sterilisieren mit einer Sporensuspension eines gair-

! Vgl. BERNHAUER und IGLAUER: Bio. Z. 287, 153 (1936). — Statt

Magnesiumnitrat kann-auch bei Verwendung von Ammoniumnitrat
als N-Quelle Magnesiumchlorid zugesetzt werden.
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kraftigen 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 alle
2 Tage wiederholt.
Sobald das Séaure-
maximum  erreicht
ist, wird der Versuch
abgebrochen.

DieTitrationswerte
werden am besten in
Kurvenform wieder-
gegeben (vgl. Abb. 35
und 36). Die beiden Ab-
bildungen zeigen das
unterschiedliche Ver-
halten zweier Pilz-
stimme  gegeniiber

Magnesiumehlorid.
Wiahrend bei dem

cem. 72 Lauge je 100cem,
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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 Siuerung

bei Verwendung von Am-
monnitrat als N - Quelle
ohne Mg-Zusatz.

Aufarbeitung: Pilz-
decken abgepreBt, Lo-
sung filtriert und. auf-
gefiillt. In einer Probe
(10 cecm) wird die Citro-
nensdure wie oben Dbe-
stimmt. Der Rest der
Losung wird in einem
Topf mit Calciumear-
bonat allmahlich, zum
Schluf unter Erwirmen,
neutralisiert und unter
Zusatz eines kleinen
Uberschusses schlieBlich
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Abb. 36.

langere Zeit im Sieden gehaiten. Der

Niederschlag wird heill abgesaugt oder auf einer Siebzentrifuge
abgeschleudert und zweckmiBigerweise in einer Presse von an-
haftender Mutterlauge befreit. Sodann wird mit heiBem Wasser
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gewaschen, in Salzsiure gelost und mit Tierkohle entfirbt. Das
Filtrat wird in der Siedehitze in einem Topf allméhlich unter
stdndigem Riithren mit Ammoniak versetzt, nach lingerem 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 Citronenséure verarbeitet: Behandlung mit der dquivalenten
Menge verdiinnter Schwefelsdure, 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 Citronensiuregiirung sind vor allem die Asper-
gillaceen, wobei sich besonders Aspergillus-niger - Stdimme allen
anderen iberlegen erwiesen. Auch andere Pilze wie Mucor piriformis
usw. vermégen jedoch Citronensiure zu bilden. Die individuellen
Unterschiede hierin sind sehr gro3, ohne daf3 aber bestimmte
Beziehungen zwischen den morphologischen Eigenschaften der Pilze
und deren Fahigkeit zur Séuerung mit Sicherheit erwiesen werden
konnten. Von groler Bedeutung ist die Gewinnung von Stiémmen
mit gutem Citronensiurebildungsvermégen (vgl. dazu Ubung 50a).
Die Saurebildner zeigen auch eine starke Variabilitit des Gérvermogens
und unterliegen bei fortgesetzter Laboratoriumsziichtung einer Art
»Degeneration®’, wobei das Vermégen zur Citronensdurebildung stark
abgeschwéacht wird oder verloren geht. Durch geeignete Mafinahmen
gelingt es jedoch in der Regel wieder, eine Regenerierung desselben zu
erzielen.

2. Die Bedingungen der Citronensiurebildung?® sind recht kompli-
ziert und noch nicht in allen Einzelheiten geklért. Sobald gut sduernde
Pilze gewonnen sind, ist vor allem die Ermittlung der giinstigsten
Bedingungen zur Ziichtung eines Mycels mit dem besten Citronen-
surebildungsvermoégen von Wichtigkeit. Dabei verhalten sich die
einzelnen Pilze recht verschieden. Mafligebend ist hier die Zusammen-
setzung der Nahrlosung, die so beschaffen sein muB, da8 die
Mycelentwicklung eingeschrénkt wird, indem gewisse Néhrsalze im
Minimum gehalten werden. Wichtig ist die Art und Menge der
N-Quelle (etwa 0,05—0,08%, N in der Lésung), ein gewisser Phosphat-
mangel (je nach der Art des Pilzes etwa 0,008— 0,19, KH,PO,) sowie
Sulfatmangel; Kalium und besonders Magnesium kénnen meist in
relativ grolen Mengen vorhanden sein. Zink hatte bei manchen Pilzen
ginstigen, bei anderen ungiinstigen EinfluB; Eisen ist bei manchen
Stémmen ohne EinfluB, bei anderen wirkt es sehr ungiinstig auf
die Citronensdurebildung bzw. -anhidufung.

Der pa-Wert der Losung mull meist recht tief gehalten werden
(bis etwa 2), nur bei relativ schwachen Saurebildnern ist die An-

1 Hinsichtlich der Literatur vgl. BERNHAUER im Handbuch der
Enzymchemie von NORD und WEIDENHAGEN, Ak.Verlagsges. Leipzig,
1939.
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wesenheit von CaCOj; vorteilhaft. Dabei entstehen aber in der Regel
zugleich gréBere Mengen Gluconsiure und Oxalsdure. — Als
C-Quellen fir die eigentliche Citronenséuregiarung kommen vor allem
Rohrzucker, Invertzucker und Glucose in Betracht, doch zeigen sich
auch hier individuelle Unterschiede der Pilzstdmme. Am ginstigsten
fiir die Sdurebildung sind 17,5 — 209%,ige Losungen. — Fiir einen richtigen
Verlauf der Citronensduregirung ist eine rasche Entwicklung der Pilz-
decken von Wichtigkeit, daher hat auch die Art der Impfung grol3en
Einflu} auf die Eigenschaften des sich entwickelnden Mycels. Ferner
ist eine richtige Beziehung zwischen Schichthéhe und Flussigkeits-
volumen bei der Oberflichengirung sehr wichtig (vgl. dazu S.76).
Bei groferen Flachen muB fiir die Zufuhr steriler Luft gesorgt werden.
— Bei Anwendung sehr niedriger Schichthéhen kénnen die Pilzdecken
3—4mal zur Verarbeitung frischen Substrates verwendet werden. Die
enzymatischen Fahigkeiten des Mycels zur Citronensédurebildung
bleiben etwa 30—40 Tage erhalten.

Anhang II: Technologie der Citronensiduregirung.

Die Citronensduregérung wird in groflen, ibereinander ange-
ordneten flachen Schalen durchgefiihrt. Es werden 17,5—20%ige
Rohrzuckerlosungen (oder Melasse), die die erforderlichen Salze
enthalten bei 25—35° verarbeitet. Wéahrend des Prozesses muf} fiir
die Zufuhr steriler Luft gesorgt werden. Es sammelt sich freie
Citronenséure bis zu einem Gehalt von 10—15% in der Lésung
an. Zur geeigneten Zeit wird der Prozel unterbrochen und die
Sdaure mit Hilfe ihres Ca-Salzes abgeschieden und aus diesem die
freie Citronensdure gewonnen. Von Wichtigkeit ist insbesondere
die richtige Zichtung der Pilze und eine genaue Betriebskontrolle.
Die Auswahl eines geeigneten Stammes ist zunichst von grund-
siatzlicher Bedeutung. Sodann miissen fiir diesen die geeignetsten
Bedingungen zur Citronenséureproduktion aufgefunden werden, denn
eine fir alle Pilzstamme geeignete Nahrlésung la6t sich nicht angeben,
da dieselben groBe individuelle Unterschiede zeigen. Hinsichtlich der
Durchfithrung der Citronenséuregérung in halbtechnischem MaBstab
vgl. DoELGER und PrEscorT!. Die Gérung in Gegenwart von Kreide
ist bei Anwendung des Oberflichenverfahrens technisch nicht durch-
fithrbar, da durch die CO,-Entwicklung die Pilzdecken abgehoben
werden, was eine arge Stérung des Prozesses bedingt; aulerdem
besteht dabei die Gefahr, daf zugleich Oxalsdure gebildet wird. Es
kommt daher nur die Vergédrung in saurer Losung in Frage.

Der submerse Girprozef scheint sich bisher noch nicht bewé#hrt
zu haben, doch wiirde ein solches Verfahren zweifellos die Lésung des
Problems der Citronenséureerzeugung vorstellen, da das bisher ge-
brauchliche Oberflachenverfahren mit erheblichen Bau- und Mani-
pulationskosten sowie groBem Raumaufwand und einer schwierigen
Betriebsfithrung verbunden ist. (Vgl. dazu Technologie der Glucon-
sduregérung, S. 242.) ’

1 DoeLGER und PrescorT: Ind. Eng. Chem. 26, 1142 (1934). —
Hinsichtlich sonstiger Angaben sieche WerLrs und Hrrrick: Ind.
Eng. Chem. 30, 255 (1938).
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51. Ubung:
Zwischenprodukte der Citronensduregirung.

a) Umwandlung von Ca-Acetat in Gegenwart von etwas Zucker .
Fiinf ERLENMEYER-Kolben von 750 ccm Inhalt werden mit je
100 cecm einer Néhrlosung von folgender Zusammensetzung be-
schickt: 4% Ca-Acetat, 0,56—19%, Zucker, 0,29, NH,NO,, 0,3%
KH,PO, und 0,05% MgSO,.7 H,0. Nach dem Sterilisieren
wird mit einer Sporensuspension eines geeigneten Pilzes geimpft
und bei 29—30° stehen gelassen. Nach 10—14 Tagen werden
die Versuche abgebrochen und vereinigt. Die Niederschlige und
Mycelien werden abfiltriert und mit kaltem Wasser griindlich
ausgewaschen. Die Loésung wird auf ein bestimmtes Volumen
(etwa 600—S800 ccm) aufgefiillt und aliquote Teile zur Bestimmung
von Citronensiure, Zucker und Essigsidure verwendet (vgl. unten).
Der Filterriickstand wird mit verdiinnter Salzsiure behandelt,
das ganze nochmals filtriert, das Pilzdeckengewicht in iiblicher
Weise ermittelt (Gesamtgewicht etwa 3—5g) und das Filtrat
auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Aliquote Teile des Filtrates
verwendet man zur Bestimmung der Oxalsdure in tiblicher Weise :
Zusatz von Ammoniak zur siedenden Losung, Filtration, Losen
des Niederschlages in 20%iger Schwefelsdure und Titration mit
n/10 Kaliumpermanganat (1 cem n/10 Permanganat entspricht
4,5 mg wasserfreier Oxalsdure = 6,3 mg Oxalséure 2 H,0) Durch-
fithrung der Bestimmungen im ersten Filtrat:

Bestimmung der Citronensdure (nach der Pentabromaceton-
methode)2. 50 ccm Probe werden mit 2 cem Schwefelsdure und
1 ccm einer 40%igen Kaliumbromidlosung versetzt. Der Kolben
wird in einem Wasserbad von 50° 10 Minuten lang erwirmt und
dann sogleich mit 10 cem einer 59%jigen Kaliumpermanganat-
l6sung in einem GuB versetzt (unterm Abzug, Bromentwicklung).
Dann wird unter stindigem Umschwenken erkalten gelassen und
falls keine Braunsteinabscheidung stattfand, eine weitere Menge
Kaliumpermanganatlésung zugesetzt. Nach vollstindigem FEr-
kalten wird der ausgeschiedene Braunstein durch Zugabe einer
ausreichenden Menge 209, iger Ferrosulfatlosung zersetzt und die
Probe iiber Nacht im Kiihlen (am besten Eiskasten) aufbewahrt.
Das abgeschiedene Pentabromaceton wird dann durch einen Glas-
sintertiegel filtriert, mit kaltem Wasser gut ausgewaschen und

1 CHRrzASzZCZ und ZAKOMORNY: Biochem. Z. 285, 340 (1936).

2 Modifizierte Methode von KunNz; nach FreEv: Arch. f. Mikro-
biol. 2, 285 (1931); Titration nach KoMETIANI: Z. anal. Chem, 86,
362 (1931).
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in Alkohol gelost. Die Fliissigkeit wird sodann mit Hisessig an-
gesiuert, auf dem siedenden Wasserbad erwirmt und mit 5 com
einer 20%igen alkoholischen Natriumjodidldsung versetzt. Man
146t noch 3—5 Minuten auf dem Wasserbad stehen, verdiinnt nach
dem Erkalten stark mit Wasser und titriert das ausgeschiedene
Jod mit n/10 Natriumthiosulfatlésung in iiblicher Weise. 1 ccm
n/10 Natriumthiosulfatlosung entspricht 3,501 mg Citronensiure
(++1H,0).

Die Bestimmung eventuell noch vorhandenen Zuckers erfolgt
in iiblicher Weise nach BERTRAND. Zur Feststellung der noch un-
verbrauchten Essigsiure wird ein aliquoter Teil der Fliissigkeit
(50—100 cem) mit Schwefelsiure angesiuert und destilliert;
Titration des Destillates ergibt die Menge an Essigsiure; 1 ccm
n/10 Lauge =6 mg Essigsiure.

Aus einem Ansatz von insgesamt 5 g Zucker und 20 g Ca-Acetat
erhalt man je nach der Art des verwendeten Pilzes etwa 2,6—4g
Mycel, etwa 2—3 g Citronensaure und gegen.1 g Oxalsdure, wobei
zugleich gegen 50% des Ca-Acetates verbraucht werden.

b) Umwandlung von Caleiumacetat in Gegenwart von etwas
sipfelsaurem Natrium und Zucker2. Grundansatz wie bei a; die
Losung enthilt auBer den Nahrsalzen 49, Ca-Acetat, 0,59, Zucker
und 0,59, Apfelsiure (als Na-Salz). Weitere Durchfithrung des
Versuches und Aufarbeitung wie unter a.

Aus einem Ansatz von insgesamt 2,5 g Zucker, 2,5 g Apfelsiure
und 20 g Ca-Acetat erhilt man bei Verwendung eines guten Pilzes

iiber 2 g Myecel, iiber 4 g Citronenséure, Spuren Oxalsiure, wobei
iiber 40%, des Ca-Acetates verbraucht sind.

Anhang: Zum Chemismus der Citronensiuregidrung.

1. Substrate der Citronensiurebildung. Vor allem kommen hier die
Hexosen Glucose und Fructose in Betracht, bzw. Rohrzucker und
Invertzucker, ferner Maltose, in geringerem AusmaBe auch Mannose
und Galaktose; sodann auch Arabinose, Xylose, Mannit, Glycerin,
Triosen, Glycerinsaure, Gluconsédure, Zuckersaure, Muconséure, Adipin-
séiure, Alkohol, Essigsdure, Glycolsdure, sowie eine Mischung von
Apfelsiaure und Essigséiure, besonders in Gegenwart von etwas Zucker
(vgl. oben).

2. Die Hauptvorstellungen iiber die Citronensiurebildung. Die
Bildung von Citronenséure aus derart verschiedenen Substanzen wie
oben angefiihrt, macht die Annahme eines bestimmten Ausgangs-

1 In der alkoholischen Pentabromacetonlésung werden durch HJ
6 Atome Jod frei; die Reaktion verlauft formell folgendermafen:
CHBr,. CO . CBr, + 6 HJ 4 2 H,0 = CH,0H. CO . CH,0H
+ 5HBr + 6J.
2 CuRrzaszoz und ZAKOMORNY: Biochem. Z. 285, 348 (1936).
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produktes, das primér aus allen genannten Substanzen entstehen kann
erforderlich, und zwar wird bei der einen Gruppe von Vorstellungen
der Citronensiurebildung angenommen, dafl diese direkt aus dem
Hexosemolekiil gebildet wird (wobei also auch aus anderen Sub-
stanzen zuniichst stets Hexose entstehen mii3te), bei der anderen,
daB zunéchst alkoholische Gérung bzw. Bildung von Essigsdure statt-
findet. Die Ausbeutezahlen muBten daher sehr verschieden sein,
denn im ersten Falle kénnte 1 Mol. Citronenséure aus 1 Mol. Hexose
entstehen, im zweiten Fall 2 Mol. aus 3 Mol. Hexose, entsprechend
den Gleichungen :
I. CgH ;1,06 + 3 O —> CH0, + 2 H,0
II. 2 CgH,,04 + 9 O, —> 2 CH O, + 6 CO, + 10 H,0.

Im Fall I mafite die theoretische Ausbeute aus Hexosen 106,79,
betragen, im Fall II 71,19, oder bezogen auf Rohrzucker 112,29,
bzw. 74,99%,. Die tatsichlich erreichten Ausbeutezahlen von etwa
899, der umgesetzten Glucose! sprechen daher fiir Gleichung I.

3. Die Vorstellungen iiber die direkfe Umwandlung von Hexosen
in Citronensiure sind allerdings noch durchaus nicht befriedigend und
in keiner Weise bewiesen. So wurde angenommen, daf3 die Citronen-
sdurebildung tber Gluconsdure, Zuckersdure, Ketipinsidure fithren
kénnte, oder uber a, p-Diketoadipinséure und Spaltung dieser in
Oxalessigsdure und HEssigsdure mit einer nachfolgenden Konden-
sation dieser beiden Produkte unter Bildung von Citronensédure? —
Ferner wurde auch angenommen, daB3 zunichst (dhnlich wie bei der
Bildung von Bernsteinsdure durch Propionsdurebakterien erwogen)
Zerfall des Zuckermolekills unter Bildung von Bernsteinsdure und
Acetaldehyd stattfinden kénnte und daB dann dhnliche Umwand-
lungen einsetzen kénnten wie unter 4. geschildert.

4. Die Vorstellungen iiber die Citronensiurebildung im Anschlu
an eine alkoholische Giirung wurde unter Beriicksichtigung der Tat-
sache, daf zahlreiche Aspergillaceen zur alkoholischen Gérung be-
fahigt sind (vgl. S. 267), entwickelt. Es gelang ferner auch, unter der
Einwirkung vorgeziichteter Pilzdecken auf Alkohol sowie auf Essig-
sdure Citronensiure zu erhalten?, ferner auch aus Apfelsiure -+ Essig-
séure in Gegenwart kleiner Mengen Zucker (vgl. oben). Geméaf3 dieser
Vorstellung soll aus Essigséure uber Bernsteinsdure und Fumarsiure
(vgl. 8. 260) Apfelsdure entstehen und diese gemeinsam mit Essigsaure
unter Bildung von Citronenséure dehydriert werden:

CH,.COOH CH,.COOH
| |
H.C(OH).COOH —» C(OH).COOH
|
H.CH,.COOH CH,.COOH

1 BurkeEwirTscH und GaJEwskaJa: C. r. Ak. Se. USSR. (3) 8,
405 (1935). — WeLLs, MovER und MAY: Am. Soc. 58, 555 (1936).

2 Vgl. dazu auch die rein chemische Bildung von Citronensiure
aus Oxalessigsdure und Brenztraubensiure durch Oxydation des
Reaktionsgemisches. Kxoor und MarTius: H. 242, 1 (1936).

3 CHrzASzoz und Mitarbeiter: Bio. Z. 229, 343 (1930); 250, 254
(1932); 285, 340 (1936). — BERNHAUER und Mitarbeiter: Ebenda 240,
232 (1931); 253, 16 (1932).
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Gegen die Vorstellung, da3 die Citronenséurebildung im Anschluf3
an eine normale alkoholische Gérung erfolgt, sprechen jedoch einige
wichtige Befunde. So geht der Citronenséurebildung unter normalen
Bedingungen keine nachweisbare alkoholische Gérung voraus (zum
Unterschied von der Fumarsauregérung, vgl. S.260), ein Zusammenhang
zwischen zymatischer Aktivitdt und Citronensdurebildung wurde
nicht aufgefunden?. Ferner wird sie durch solche Mengen Jodessigsiure,
die unter anaeroben Bedingungen die alkoholische Gidrung durch den
betreffenden Pilzvéllig hemmen, in keiner Weise beeinflu3t 2. Weiterhin
wurden des o6fteren viel gréBere Mengen Citronensédure beobachtet,
als der Giarungsgleichung entsprechen wiirde, wenn die Citronensiure-
bildung eine primére alkohohsche Gérung zur Voraussetzung hitte
(vgl. oben); auch die CO,-Menge war weitaus geringer als in diesem
Falle zu erwarten wire. SchlieBlich wurde darauf hingewiesen?, daB
die Befunde uiber die Bildung von Citronensdure aus Alkohol und
Essigsdure usw. nicht einwandfrei seien, da die Moglichkeit der
Citronensdurebildung aus Mycelsubstanzen nicht véllig ausgeschieden
wurde.

5. Vorstellungen iiber die Verkniipfung der Citronensiurebildung
mit der Resynthese von Kohlehydraten. Die priméiren Stadien des
Zuckerabbaus kénnten bei der Citronensdaurebildung die gleichen sein
wie bei der alkoholischen Gérung oder Milchsduregirung, es miilte
aber dann nicht zur Entstehung von Alkohol kommen, sondern die
Brenztraubensidure konnte unter Bildung von Essigsdure und Ameisen-
sdure zerfallen. Die letztere koénnte sodann einer Resynthese zu
Kohlehydraten unterliegen. Eine dhnliche Vorstellung wurde auch
bei der Bildung von Apfelsiure in griinen Pflanzen entwickelt 5. Dabei
miiBte an eine gekoppelte Reaktion gedacht werden, etwa im Sinne
der Gleichung:

3 CgH;,0¢ + 6 0 ——> 6 CH,.COOH + 6 HCOOH —» 2 CH,0, +
+ CoHy,0q + 4 H,0.

Bekanntlich vermégen die Pilze auch auf den verschiedensten
C-Quellen zu wachsen, ein Vorgang, der auch von einer Resynthse
von Kohlehydraten begleitet sein muf3, ochne daf} es dabei aber zur
Bildung von CO, kommt. Auch Sduren werden dabei ohne von CO,-
Entwicklung assimiliert®, wobei also die Carboxylgruppen reduziert
werden miussen (vgl. auch die Verwirklichung solcher Reaktionen bei
der Butanolgirung, 8. 201). Insbesondere Glycolsdure, Apfelsiure und
Citronensiure werden durch Pilzkulturen rasch umgewandelt, ohne da@
dabei CO, entsteht. Glycolséure konnte dabei in Glycolaldehyd uber-
gefithrt und dieser zu Hexosen polymerisiert werden. Ferner wurde
die Vorstellung entwickelt, daB Citronensiiure und Apfelsiure einer
Hydrolyse unter Bildung von Glycolsdure unterliegen kénnten:

1 TomriNsoN : New Phytologist 86, 418 (1937)-

2 JouNsoN, KnteTH und WALKER: Bioch. J. 31, 903 (1937).

3 BurkEwrTscH und Mitarbeiter: Bio. Z. 272, 290, 364, 371 (1934);
276, 446 (1935); C. r. Ak. Sc. USSR. (3) 12, 427 (1936).

¢ Vgl. BERNHAUER: Bio. Z. 274, 111 (1934). — Erg. Enzymf. 3,
185 (1934). — ,,Oxydative Gérungen‘’ im kurzen Hdb. d. Enzym-
chemie von NorRD und WEIDENHAGEN, Akad. Verlagsges. Leipzig, 1939.

5 BENNET-CLARK :: New Phytologist 32, 128 (1933); 34, 211 (1935).
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CH,.COOH OH CH,OH.COOH
-+ |
C(OH).COOH H —» (EHOH.COOH }II
N
CH,.COOH CH,.COOH OH
CH,0H.COOH ——» 3 CH,0H.CHO ——> C4H,,0, .
CH,OH.COOH

In diesem Zusammenhang sei auch an die Resynthese von Glycogen
aus Milchsdure im Muskel! und an den ,,oxydativen Anabolismus‘‘ in
hoheren Pflanzen? erinnert.

52. Ubung:
Die Fumarsiduregirung.

a) Analytische Versuchsreihe unter zeitlicher Verfolgung der
Siurebildung3. In zwélf ERLENMEYER-Kolben von 21 Inhalt
werden je ‘300 ccm Nahrlosung in iiblicher Weise vorbereitet
[109% technische Glucose* mit 0,2%, (NH,),S0,%]. 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 kriftigen Kultur von Rhizopus nigricans (ge-
ziichtet auf Bierwiirzeagar mit C(CaCO,;) geimpft. Nachdem
sich bei 28—30° ein starkes Mycel entwickelt hat (etwa nach
4—6 Tagen), wird durch das Trichterrohr trocken sterilisiertes
CaCO, (etwa 16—18 g) ohne Beschiadigung der Pilzdecke eingefiillt®.
Etwa am 9. oder 10. Tag werden die ersten Versuche abgebrochen
und sodann in Intervallen von ungefihr 3 Tagen die weiteren, bis
zum 24. Tag. Im Laufe des Versuches scheiden sich grofie Krystalle
von Ca-Fumarat am Boden der Gefifie und an den Pilzdecken aus.

Aufarbeitung: Nach dem Absterilisieren der Versuche wird
filtriert, die Pilzdecke von anhaftenden Krystallen befreit, gut
ausgewaschen, ausgepreBt, getrocknet und gewogen. Die groben
Ca-Fumaratkrystalle werden gesondert isoliert, mit Wasser griind-
lich abgeschwemmt, bei 100° getrocknet und gewogen, man erhilt

1 MEYERHOF, LoEMANN und MEIER: Bio. Z. 157, 459 (1925).

2 Brackman: Proc. Roy. Soc. B 103, 491 (1928).

3 Vgl. BERNHAUER und THOLE: Biochem. Z. 287, 167 (1936).

4 Enthaltend etwa 70—809% Reinglucose; dieselbe ist besser
geeignet alg ein reines Priparat.

5 Die iibrigen Nahrsalze sind in der technischen Glucose in aus-
reichendem MafBe vorhanden.

¢ Der Zusatz von sterilem CaCO; kann auch vor dem Impfen
erfolgen. Die Mycelentwicklung ist zwar verlangsamt, die Sidure-
bildung aber nicht vermindert.
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Ca-Fumarat mit 3 Mol. Krystallwasser (1 g entspricht 0,558 g
Fumarsiure). Der Riickstand (hauptsichlich Calciumcarbonat)
wird mit Wasser in der Siedehitze erschopfend extrahiert und
das Filtrat mit dem Hauptanteil vereinigt. In diesem werden
sodann nach dem Auffiilllen an aliquoten Teilen die weiteren
Analysen durchgefithrt, und zwar Zucker- und Ca-Bestimmung
in iiblicher Weise und die Ermittlung der Siuren folgendermafBen:

Ein aliquoter Teil der Losung (50—100 cem) wird im Vakuum
vollstdndig verdampft, der sirupose Riickstand mit einer aus-
reichenden Menge 50%iger Schwefelsdure (dem Ca-Gehalt ent-
sprechend) versetzt und unter Zusatz von frisch gegliithtem
Natriumsulfat zu einem trockenen Pulver verrieben, das dann in
einem SOXHLET-Apparat mit Ather extrahiert wird. Nach etwa
zwei- bis dreitigiger Extraktion ist auch die Apfelsiure im Ather.
Dieser wird sodann vollstindig vertrieben und der Riickstand in
Wasser aufgenommen; nach dem Auffiillen (auf 100—200 ccm,
wegen der Schwerldslichkeit der Fumarsiure) werden Proben zur
Bestimmung der einzelnen Sduren entnommen.

Bestimmung der Fumarsdurel. Ein aliquoter Teil der Losung
(etwa 10—50 cem je nach der Fumarsduremenge) wird mit so viel
konzentrierter Salpetersdure versetzt, daBl die Losung 59, freie
Salpetersiure enthilt, und auf dem Wasserbad erhitzt, dann
setzt man 25 ccm einer Losung zu, die 109, Mercuronitrat und
7%, Salpetersiure enthilt. Nach Listiindigem Stehen auf dem
Wasserbad hat sich die anfangs milchige Tritbung in einen gut
krystallisierten Niederschlag umgewandelt. Nach dem Erkalten
kann sogleich durch ein Weillbandfilter filtriert werden, sodaB
die Hauptmenge des Niederschlags im Kolben zuriickbleibt. Man
wischt unter Dekantieren mit 5%iger Salpetersiure nach, und
schlieBlich mit etwas Wasser. Das Filter wird in das Fillungs-
gefd zuriickgebracht, etwas starke Salpetersidure zugesetzt und
etwa 14 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Das Mercurofumarat
setzt sich um und Mercurinitrat geht in Losung. Dani wird mit
Wasser verdiinnt und mit n/10 Ammoniumrhodanidlésung unter
Anwendung von FEisenammoniumalaun? titriert. 1 ccm dieser
Losung entspricht 2,9 mg Fumarséiure.

1 Modifizierte Methode von HAHN und HAARMANN, nach Versuchen
mit SCHWIND, Diss. Prag 1936.

2 Herstellung der Indicatorlésung: Eine bei Zimmertemperatur
gesittigte Losung von Eisenammoniumalaun wird mit konz. Sal-
petersiiure bis zum Verschwinden der Braunférbung versetzt. Man
nimmt 1 cem dieser Losung fiir 25 cem Fliissigkeit und titriert
bis zum Farbumschlag (Verschwinden des griinlichen Farbtons; der
Umschlag ist scharf).
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Bestimmung der Apfelsiure! durch Uberfithrung in Fumarsiure.
Ein aliquoter Teil der Losung (etwa 50 com) wird mit Lauge
neutralisiert (Phenolphthalein) und auf dem Wasserbad auf ein
kleines Volumen (etwa 10 ccm) verdampit, in einen Silbertiegel
gebracht und nach Zusatz von 10 g festem Atznatron im Trocken-
schrank auf 130° bis zur Vertreibung des Wassers erhitzt und
dann noch 3 Stunden. Nun wird in Wasser gel6st (etwa 50 ccm),
mit stark verdiinnter Salpetersiure neutralisiert (gegen Kongo)
ond auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Eine Probe wird
sodann mit so viel Salpetersiure versetzt, daBl die Losung 5%
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freie Salpetersdure enthilt und die Bestimmung der Fumarsdure
vorgenommen. Man erhdlt so die Summe der urspriinglich vor-
handenen Fumarséure und der aus der Apfelsdure entstandenen;
durch Ahzug der wie oben bestimmten bereits vorhandenen
Fumarsiuremenge vom hier erhaltenen Wert ergibt sich die der
vorhandenen Apfelsiure entsprechende Menge Fumarsiure. 1g
Fumarsiure entspricht 1,15 g Apfelsiure.

Bestimmung der Bernsteinsdure. Ein aliquoter Teil der Lisung
(etwa 50 ccm) wird mit Lauge neutralisiert (Phenolphthalein) und
auf dem Wasserbad in einer Schale zwecks Zerstérung der Fumar-
sdure und Apfelsiure mit 49%iger Kaliumpermanganatlésung
so lange versetzt, bis die Rottirbung ¥/ Stunde lang erhalten
bleibt. Dann wird der Braunstein durch Einleiten von SO, gelost,

! HauN und HaarMANN: Z. f. Biol. 87, 107 (1928); 89, 159 (1929).
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nach Zusatz einiger ccm 50%iger Schwefelsdure (bis zur schwach
kongosauren Reaktiopn) das SO, auf dem Wasserbad vertrieben,
die Losung auf ein kleines Volumen verdampft und der Riickstand
mit so viel frisch gegliihtem Natriumsulfat verrieben, daf ein
trockenes Pulver entsteht, das im SOXHLET-Apparat extrahiert
wird. Der Riickstand nach dem Abdampfen des Athers wird mit
n/10 Lauge neutralisiert (gegen Phenolphthalein, dann Zusatz von
einem Tropfen verdiinnter Salpetersiure), sodann wird bernstein-
saures Silber durch Zusatz von n/10 Silbernitratlosung ausgefallt,
und das iiberschiissige Silber mittels n/10 Ammonjumrhodanid-
losung nach VOLHARD zuriicktitriert. 1 cem n/10 Silbernitrat-
16sung entspricht 5,8 mg Bernsteinsiure.

Aus dem Versuch wird der allmihliche Anstieg der Fumarséure-
menge bis zu einem Maximum von 40 —609, der Theorie ersichtlich,
sodann findet wieder ein Abfall der Fumarsiduremenge statt, die
Apfelssure steigt bis zu einem Maximum von etwa 20—309, an, das
allerdings wesentlich spéter erreicht wird als bei der Fumarséure, die
Menge an Bernsteinsidure bleibt dauernd relativ gering und zwar

etwa 4—69, d. Th. (vgl. Abb. 37).

b) Priparativer Versuch'. Man beniitzt einige FERNBACH-
Kolben von 21 Inhalt (versehen mit einem weiten Trichterrohr
zum Einfiillen von CaCO, sowie zur Probeentnahme und einem
diinnen Rohr zur konstanten Beliftung des Gasraumes oberhalb
der Pilzdecken). Kéaufliche Kartoffelstirke wird nun in Portionen
zu je 100 g in 500 cem Leitungswasser aufgeschwemmt und in eine
siedende Losung von je 3 g konzentrierter Salzsiure oder 2,1 g
konzentrierter Schwefelsdure in 400 ccm Wasser allmahlich ein-
getragen, wobei das Gemisch dauernd im Sieden gehalten wird
(20—30 Minuten). Es bildet sich zundchst Stirkekleister, dann
findet Klirung statt. SchlieBlich wird noch 45 Minuten im vor-
geheizten Autoklaven auf 133° (2 Atm.) erhitzt. Man kocht dann
nach Zusatz von wenig CaCOj; auf und filtriert ab oder man stellt
durch Zusatz von Soda oder Pottasche auf den pm-Wert 6,2
ein. Dann wird jede Portion auf 1000 cem aufgefiillt und mit
2 ¢ (NH,),S0, versetzt? Jeder Kolben erhilt nun je 400 ccm
dieser Losung. Nach dem Sterilisieren impft man in iiblicher Weise
wie unter a). Auch im tbrigen geht man wie dort vor. Der CaCO,-
Zusatz erfolgt zwischen dem 4. und 8. Tag (je nach der Pilz-

1 Nach Versuchen von H. Lanopa. — TaAxAHASHI und SAKAGUCHI
[T. Agr. Chem. Soc. Japan 1, Nr 10 (1925)] beschrieben die Gewinnung
von Fumarsdure durch Einwirkung eines Rhizopus-Stammes auf
Stirke direkt. Es haben jedoch nicht alle Rhizopusarten ein aus-
reichendes Stiarkeverzuckerungsvermogen.

2 Die anderen Nihrsalze sind in ausreichender Menge vorhanden.

Bernhauer, Géirungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 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 festgestellt wird (zwischen dem 12. und 18. Tag).
Alle Versuche werden dann absterilisiert und vereinigt, Pilz-
deckengewicht wie oben ermittelt, Ca-Fumaratkrystalle 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 betrigt bei Verwendung eines guten Pilzes
in der Regel etwa 509, d. Th., kann aber auch bis 709, ansteigen.
— Gewinnung der freien Fumarséure: Das vereinigte Ca-Fumarat
wird unter Anwendung eines groBen Uberschusses verdiinnter
Salzsiure in der Hitze gelost, beim Erkalten krystallisiert freie
Fumarsiure aus. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren aus Wasser
2869, Aus der salzsauren Mutterlauge kann durch Ausithern
am Fliissigkeitsextraktor noch eine weitere Menge Fumarsidure
gewonnen werden. Aus der urspriinglichen Mutterlauge erhilt
man nach dem Ansiuern mit Schwefelsiure durch Extraktion
mit Ather neben etwas Fumarsdure vor allem Bernsteinsiure.
Apfelsiure kann nach dem Verdampfen der wiBrigen Losung im
Vakuum durch Atherextraktion des mit geglithtem Natriumsulfat
behandelten Riickstandes im SoXHLET-Apparat gewonnen werden.

Anhang: Theoretisches.

1. Erreger der Fumarsiuregirung. Mit Ausnahme des A. fumaricus
kommen als Erreger der Fumarsduregirung nur die Rhizopusarten
in Betracht, und zwar vermogen besonders Stdmme des Rh. nigricans
gréflere Mengen Fumarséure zu erzeugen. — Im allgemeinen sind zwei
Gruppen von Rhizopusarten zu unterscheiden, und zwar bilden die
Vertreter der einen Gruppe hauptséchlich Milchsédure, die der anderen
vornehmlich Fumarsdure. [Die Fahigkeit zur Milchséurebildung ist
manchmal recht stark (besonders bei Rh. oryzae-Stimmen)?!, so daf
sogar eine technische Erzeugung von Milchsdure mittels Pilzen in
Frage kdme, noch dazu, da dabei nur die im tierischen Kérper ver-
wertbare d-Form gebildet wird.]

2. Bedingungen der Fumarsiuregiirung. Von entscheidender Be-
deutung ist hier der pa-Wert der Losung, denn nur bei Abstumpfung
der entstehenden Sédure mittels CaCO; koénnen groBere Mengen
Fumarsiure erhalten werden2?. Weiterhin ist die N-Quelle von Be-
deutung, denn Rhizopusarten kénnen nur in Gegenwart von Ammon-

! Vgl. Lockwoop, WarD und May: J. Agr. Res. 53, 849 (1937). —
SELMAN, WaksMAN und HUTcHINGS: Am. Soc. 59, 545 (1937).

2 BuTKEwWITSCH: Biochem. Z. 182, 99 (1927). — BUTKEWITSCH
und FEDOROFF: Ebenda 206, 440 (1929).
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salzen oder organischem N gedeihen, wihrend sie Nitrat-N nicht zu
verwerten vermogen (im Gegensatz zu den Mucorarten im engeren
Sinn) 1. Die N-Menge muf} auch hier beschrankt sein (etwa 0,2—0,3%,
(NH,),S80,)2, ebenso die Phosphatmenge (etwa 0,059, KH,PO,). —
Als C-Quelle kommt fiir Rh. nigricans insbesondere Invertzucker und
Glucose in Betracht, da derselbe Rohrzucker nicht zu spalten vermag.
Auch Stirke kommt bei Pilzen mit reichlichem Amylasegehalt in
Frage (vgl. oben).

Die technische Verwertung der Fumarséuregérung ist bisher
noch nicht verwirklicht worden. Dabei diirfte die Oberflachengirung
besondere Schwierigkeiten bieten, da in Gegenwart von CaCOg ge-
arbeitet werden mufB. Andererseits ist noch kein geeignetes submerses
Verfahren ausgearbeitet, da unter diesen Bedingungen vornehmlich
Milchsédure entstehen soll3. Vgl. Nachtrag.

53. Ubung:
Zwischenprodukte der Fumarsiuregirung.

a) Umwandlung von Alkohol% In zwei oder mehreren 21
fassenden ERLENMEYER-Kolben werden Pilzdecken ebenso wie in
Ubung 52a 6—8 Tage zur Entwicklung gebracht, dann wird die
Kulturfliissigkeit abgehebert, durch Nachspiilen mit physio-
logischer Kochsalzlgsung vollstandig entfernt und durch je 300 ccm
einer neuen Nihrlosung folgender Zusammensetzung ersetzt: 29,
Athylalkohol, 0,05% NH,NO,, 0,2%, KH,PO,, 0,01% MgS0, . 7H,0
und 0,3%, NCI; weiterhin werden durch das Trichterrohr je 10 g
CaCOj; zugesetzt. Etwa alle 4—5 Tage fiigt man die 19, Alkohol
entsprechende Menge hinzu (pro Versuch daher 3 g Alkohol), so da3
schlieflich je Versuch insgesamt etwa 15—18 g Alkohol zu-
gesetzt sind. Nach dem letzten Zusatz 1468t man die Kolben noch
etwa 6—8 Tage bei 28—-30° stehen und bricht dann die Versuche
ab. Wihrend der Verarbeitung des Alkohols findet weitere be-
trichtliche Mycelentwicklung statt. Es krystallisiert hier kein
Ca-Fumarat aus, da die gebildete Menge relativ klein ist, dagegen
scheidet sich Ca-Oxalat ab.

Analyse der Kulturen wie in Ubung 52a: Bestimmung des
Mycelgewichtes und der #therloslichen Siuren, ferner des Ca-
Gehaltes der Losung, des verbrauchten Alkohols und der
eventuell vorhandenen Essigsdure (durch Ansiuern, Dampf-
destillation und Titration des Destillates, vgl. S. 127). Die im

1 LookwooDb : Mycologia 28, 542 (1936).

2 BUTKEWITSCH: Biochem. Z. 182, 99 (1927). — BUTEEWITSCH
und FepoROFF: Ebenda 206, 440 (1929).

3 Vgl. KanEL: Mikrobiologia (USSR.) 4, 636 (1935).

4 In Anlehnung an BurkEwIiTscH und FEDOROFF: Biochem. 7.
219, 103 (1930).
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Niederschlag befindliche Oxalsdure wird in folgender Weise be-
stimmt: Der Riickstand wird in verdiinnter Salzsiure geldst,
filtriert und das Filtrat aufgefiillt; in einem aliquoten Teil be-
stimmt man dann die Oxalsdure durch Zusatz von Ammoniak usw.

b) Umwandlung von Xssigsiurel. Ziichtung einiger Pilz-
decken und Vornahme der Versuche wie unter a. Die zweite
Kulturflissigkeit besteht aus 49, Essigsdure (als Ca-Acetat),
unter Zusatz der gleichen Salze wie oben. Nach etwa 10, 20 und
30 Tagen werden die Versuche abgebrochen; Bestimmung der
unverbrauchten Essigsdure und der éatherloslichen Siuren wie
zuvor. Man erhélt dabei hauptsichlich Bernsteinséure (10—149,).

Anhang: Zum Chemismus der Fumarsduregirung.

Die Fumarsdurebildner verursachen auch im normalen Stoff-
wechsel, also unter aeroben Bedingungen stets zunéchst eine alko-
holische Géarung des Zuckers (vgl. Ubung 56 S.265). Der Alkchol,
der sich bis zu etwa 29 in der Losung anhéuft, verschwindet wieder,
wobei Séuren auftreten?. Es erscheint daher eine Beziehung zwischen
der zunichst stattfindenden alkoholischen Gérung und der Fumar-
sdurebildung naheliegend. Es konnte auch Alkohol selbst zu etwa
109%, in Bernsteinsdure und Fumarsdure umgewandelt werden?! und
ebenso entstand aus Ca-Acetat unter der Einwirkung der Pilzdecken
von Rh. nigricans ein -Gemisch von Bernsteinséiure und Fumarsiure,
das etwa 18 —309, der umgesetzten Essigsiure ausmachte?. Wihrend
jedoch in den Zuckerkulturen oder bei der Umwandlung von Alkohol
das Verhiltnis von Fumarsiure : Bernsteinsidure wie 9:1 oder 8:2 war,
iiberwog in den Acetatversuchen weitaus die Menge der Bernstein-
séure. Bei der Einwirkung der Pilzdecken auf Bernsteinsdure wurde
keine Fumarsdure gebildet, wohl aber in Gegenwart von Invert-
zucker. Auch in Acetatversuchen iiberwog in Gegenwart von Invert-
zucker sofort die Menge der Fumarséure. Es scheint daher ein aus
dem Zuckerabbau (oder aus der Alkoholumwandlung) stammender
H,-Acceptor (vielleicht Acetaldehyd) fiir die Dehydrierung der Bern-
steinsdure erforderlich zu sein. Die bei der Fumarsiuregdrung vor
sich gehenden Reaktionen kénnen durch folgendes Schema wieder-
gegeben werden (bei Annahme von O, als Acceptor):

+20.

C.H,;,0 —>» 2 CH,;.CH,OH —> CH;.COOH | o (|3H2.COOH o

(4 2 COy) CH;COOH CH,.COOH

Lo CH.COOH LEO CHOH.COOH

il >
CH.COOH CH,.COOH
Daraus ergibt sich folgende Gesamtgleichung fiir die Fumarséure-
garung: )
CeH,,04 + 3 0,—>» C,H,04 4- 2 CO, +- 4 H,O

1 BurkewitscH und FEDOROFF: Biochem. Z. 219, 103 (1930).
2 BurkEwITsCH und Frpororr: Ebenda 207, 302 (1929); 219, 87
(1930).
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Die maximale Ausbeute an Fumarsiure wiirde daher 64,59, des um-
gesetzten Zuckers (Glucose oder Invertzucker) betragen. Unter Beriick-
sichtigung dieses Schemas betrug die bisher erreichte Héchstausbeute
an C4-Sauren (Bernsteinséure, Fumarsdure und Apfelsdure) etwa
90%, d.Th.?

54. Ubung:
Die Oxalsiuregirung.

a) Analytische Versuchsreihe (unter zeitlicher Verfolgung der
Sdurebildung). In acht ErRLENMEYER-Kolben von 300 ccm Inhalt
je 100 cem Nahrlosung: 159, Rohrzucker, 0,29, (NH,),S0,, 0,19,
KH,PO,, 0,025% MgSO,.7 H,0. Mit Sporensuspension von
Aspergillus niger in iiblicher Weise geimpft. Nach etwa 4 Tagen
bei 30—35° (Pilzdecken vollig geschlossen) Zusatz von 10 g
NaHCO; und 5 g Na-Acetat pro Versuch; weiter etwa 8—10 Tage
belassen. Abbruch von je zwei Kolben am 8., 10., 12. und
14. Tag. Aufarbeitung: Mit Essigsiure neutralisieren, erhitzen,
filtrieren (je zwei Parallelversuche gemeinsam), waschen und auf
250 cemn auffiillen. Ermittlung des Restzuckers in tiblicher Weise
(2—5 cem Probe). Bestimmung der Oxalsdure (etwa 10 ccm Probe):
Fallung mit Calciumchlorid und Titration des in Schwefelsiure
gelosten Niederschlages mit Kaliumpermanganat. 1 cem nf10
KMnO, = 6,3 mg Oxalsdure (+ 2 H,0) = 4,5 mg Oxalsiure
(krystallwasserfrei).

b) Priiparativer Versuch. In einem 5 l-FErRNBacH-Kolben 11
Nahrlgsung (wie zuvor); weitere Behandlung wie zuvor. Zusatz
von 100 g NaHCO; und 50 g Na-Acetat. Probeentnahme wie in
Versuch 52b, vom 8. Tag an tiglich. Aufarbeitung: Mit Essig-
sdure neutralisieren, Filtrat mit Bleiacetat fillen, Niederschlag
absaugen, auswaschen, in etwas Wasser suspendieren, Schwefel-
wasserstoff einleiten, Bleisulfid abfiltrieren, Filtrat am Wasser-
bad verdampfen; Krystallisation der Oxalsiure; aus Wasser um-
krystallisieren. Fp. 100° (krystallwasserhaltiges Produkt).

Anhang: Theoretisches.

1. Als Gidrungserreger kommen hier so gut wie alle Aspergillaceen
in Frage; in geringeremmn MaBle vermoégen auch die Mucoraceen sowie
viele andere Pilze Oxalséure zu bilden. Insbesondere Aspergillus niger-
Stdmme sind zur Oxalsdurebildung befdhigt, aber auch Penicillium-
arten, wie das Pen. oxalicum u. a. (Hinsichtlich Hefen vgl. S. 268).

2. Bedingungen der Oxalsiurebildung. Von groflem EinfluB ist
auch hier der pa-Wert der Lésung. Ohne Neutralisationsmittel ist
die Oxalséurebildung bei den meisten Pilzen gering. Insbesondere in
Anwesenheit freier anorganischer Sduren tritt in der Regel keine Oxal-

1 BERNHAUER und THOLE: Biochem. Z. 287, 167 (1936).
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siure aufl. Dagegen werden in Gegenwart von CaCO,; reichliche
Mengen derselben gebildet. Ahnlich wirkt auch tertitires Ca- -Phosphat.
Besonders reichlich findet aber Oxalsdurebildung aus Zucker in
alkalischer Losung statt, so besonders in Gegenwart von sekundirer
oder tertidrer Na- oder NH,-Phosphat!,?2. — In Abwesenheit von
Neutralisationsmitteln ist die Art der N-Quelle von groBem Einflufl
auf die Oxalsdurebildung, da die bei Anwendung von physiologisch
sauren N-Quellen freiwerdende Mineralsdure die Oxalsdurebildung
so gut wie v6llig hemmt. Besonders reichliche Oxalsdurebildung findet
daher in Gegenwart von physiologisch alkalischen N-Quellen statt,
besonders in Gegenwart von Pepton oder von Aminoséuren3.

55. Ubung:
Die Oxalséurebildung aus Zwischenprodukten.

a) Umwandlung von Natriumacetat in Oxalsdare. In einigen
ErLENMEYER-Kolben werden in gleicher Weise wie in Ubung 54 a
Pilzdecken zur Entwicklung gebracht. Nach etwa 4—5 Tagen
bei 30—35° wird die Néhrlosung entfernt, durch Nachspiilen mit
physiologischer Kochsalzlésung ausgewaschen und durch eine
neue Nahrlosung folgender Zusammensetzung ersetzt (je 50 cem):
5,6% Natriumacetat (entsprechend 2,59, Essigsdure). 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 Oxalsiure
an 5—10 ccm in ublicher Weise.

Die Versuche werden zweckméiBigerweise mit verschiedenen
Aspergillus niger-Stammen durchgefiihrt, um so den geeignetsten
Pilz zu ermitteln. Dabei kann auch gleichzeitig das Vermégen der
Pilze zur Bildung von Glycolsiure und Glyoxylsiure festgestellt
werden?. Zur Priifung auf diese Sduren entnimmt man von Zeit
zu Zeit 1—2 cem Probe und geht dann in folgender Weise vor:

Priifung auf Qlycolsdure (Kodein-Reaktion): 1 ccm der Probe
wird mit konzentrierter Schwefelsdure bis zum Entweichen
kleiner Gasblasen erhitzt. Nach Zusatz eines Tropfens einer
5%igen alkoholischen Kodeinlosung findet Gelbfirbung statt,
die in Violett iibergeht.

Priifung auf Glyoxylsiure (Pyrogallol-Reaktion): 1 ccm Probe
wird mit 19%jiger Pyrogallol-Schwefelsdure versetzt. Tiefblaue

1 WeHMER: Ber. D. Bot. Ges. 9, 218 (1891). — Bot. Ztg. 49, 233
(1891). — A. 269, 383 (1892). — C. Bact. IT 8, 102, 147 (1897).

2 TscHESNOKOV : Mikrobiol. (USSR.) 1, 390 (1932).

3 Crrzaszez und Trvkow: Biochem. Z. 218, 73 (1930).

4 CHALLENGER, SuBraAMANIAM und WALKER: Soc. 1927, 200. —
BERNHAUER und SCHEUER: Biochem. Z. 258, 11 (1932).
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Firbung beim Erwérmen. Auf Wasserzusatz carminrot, durch
Zugabe von Schwefelsdure wieder blaul.

b) Umwandlung von Na-Suceinat in Oxalsidure. Man geht genau
so vor wie unter a), nur dafi an Stellé von Na-Acetat eine Na-
Succinatlosung verwendet wird, die 2,59, an Bernsteinsdure
enthalt.

¢) Umwandlung von Ca-Fumarat unter Bildung von Ameisen-
sdure, Glyoxylsiure und Oxalsiure2. Man geht in der gleichen
Weise wie unter a) oder b) vor, nur da§ man eine 1%)ige Fumar-
sdurelésung und CaCO, verwendet. Nach etwa 10— 12tégiger Ein-
wirkung der Pilzdecken werden die Versuche abgebrochen und
in gleicher Weise wie oben.aufgearbeitet. Prifung auf Glyoxyl-
sdure und Bestimmung der Oxalsiure wie oben. Priifung und
Bestimmung von Ameisensiure wie in Ubung 27b (S. 180).

Anhang: Zum Chemismus der Oxalsiuregirung.

Der Verlauf der Oxalsédurebildung scheint vollig verschieden zu
sein, je nachdem ob der ProzeB in sauer oder alkalischer Losung vor
sich geht.

1. Oxalsidurebildung in saurer Losung findet nur durch gewisse
Pilze statt. Dabei entsteht die Oxalsdure nur aus Zuckerarten (Glucose,
Fructose, Galaktose, Arabinose, Xylose) sowie Gluconsdure. Andere
organische Sduren geben keine Oxalsdure, sondern erwiesen sich bei
Zusatz zu Zuckerlosungen sogar hemmend (insbesondere Milchséure)3.
Die freien organischen Siduren werden dabei ohne Bildung von CO,
assimiliert (vgl. 8. 253). Die Oxalsdurebildung aus Zuckerarten soll
hier uber Gluconsiure und 2-Ketogluconsédure fithren, doch liegen
hierfiir noch keine Beweise vor. Weiterhin soll die Oxalséure in einem
reversiblen Gleichgewicht mit Reservekohlehydraten stehen?:

Glycogen ’<_> Glucose <__’ Oxalsidure —> CO,.

Die Vorstellung uber die Oxalséurebildung aus Oxalessigsdure? lieB
sich nicht stiitzen, denn aus dieser konnte niemals Oxalséure erhalten
werden?,

2. Oxalsiiurebildung in physiologisch alkalischer Losung findet aus
sehr zahlreichen C-Verbindungen statt; auBler den Zuckerarten kom-
men dabei Zuckeralkohole, Glycerin, Alkohol, sowie besonders die
Alkalisalze der C,-, C,- und Cg-Sduren in Frage, ndmlich Essigsiure,
Glycolsdure, Bernsteinsiure, Fumarsidure, Apfelsdure, Aconitséure,
Tricarballylsdure, Citronensédure, Gluconséure, Glucuronséure, Zucker-
siure. Dagegen wird aus den freien Sduren in der Regel keine Oxal-
siiure gebildet (vgl. oben). Die Menge der frei werdenden Base soll
die Menge der entstehenden Oxalsiure bestimmen3. — Uber die

? CERZASZCZ und ZAKOMORNY : Biochem. Z. 259, 156 (1933).
3 Arssorp: New Phytologist 36, 327 (1937).

4 Rarstrick und Cr.ARK: Bioch. J. 13, 329 (1919).

5 WEHMER: Bot. Ztg. 49, 233 (1891).
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Bildung von Oxalsédure 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 Zwischenpredukte der Oxal-
sdurebildung in Frage kommen, wobei vor allem Essigsdure und die
aus dieser entstehenden Séuren von Wichtigkeit sind.

Bei der Einwirkung von A. niger auf Ca-Acetat konnten Glycol-
sdure sowie Glyoxylsdure in Form von Derivaten isoliert werden?.
Das Vermégen zur Durchfithrung dieser Oxydation kommt zahl-
reichen Pilzen zu? In hohen Ausbeuten wurde Oxalsdure aus Na-
Acetat und Na-Succinat erhalten3. Von besonderem Interesse ist
sodann die Bildung von Ameisensdure und Glyoxylsdure bei der
Einwirkung von Aspergillus- und Penicilliumarten auf Ca-Fumaratt.
Es wurde daher die Vorstellung entwickelt, daf3 die weitere Bildung
von Oxalséure iiber Ameisensédure fithren kénnte, geméafl der Formu-
lierung:

2 C,H,0H —» 2 CH,COOH —» CH,.COOH CH.COOH

CH,.COOH CH.COOH
CHO.COOH 2H.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
Oxalsdure erhalten werden?®, doch wurde dabei die Moglichkeit, da
dieselbe aus Mycelsubstanzen entstanden sei, nicht ausgeschiossen$,
so daB dieser Weg der Oxalséurebildung noch nicht bewiesen erscheint.
— Andererseits lie3 sich aber auch kein Beweis fiir die Oxalséure-
bildung aber Oxalessigséiure erbringen (vgl. oben), indem das Na-Salz
derselben durch die Pilze unter Bildung von Brenztraubensdure
decarboxyliert wurde. — Auf Grund von Ausbeutebestimmungen bei
der Oxalsdurebildung aus Zucker in Gegenwart von Phosphatpuffer
(vom pmE 9,5) wurde wahrscheinlich gemacht, daBl aus 1 Mol. Hexose
3 Mol. Oxalséure gebildet werden? (also 1509, d. Th.):

CeH;,04 4 9 0-—> 3 C,H,0, + 3 H,0
Falls das Zuckermolekiil durch Pilze unter Spaltung in C;-Ketten

abgebaut werden sollte, miiBte daher auch hier mit einer Resynthese
von Kohlehydraten gerechnet werden (vgl. dazu S. 253).

1 CHALLENGER, SUBRAMANIAM und WALKER: Sce. 1927, 200.

2 BERNHAUER und SCHEUER: Biochem. Z. 253, 11 (1932).

3 Butkewitsca und FEDOROFF: Biochem. Z. 219, 87 (1930).
BERNHAUER und SIEBENAUGER: Bio. Z. 240, 232 (1931). — BERNHAUER
und SLANINA: Biochem. Z. 274, 97 (1934).

¢ CeRZASZCZ und ZAKOMORNY : Biochem. Z. 259, 156 (1933).

5 CHRrzAszcz und ZAKOMORNY: Biochem. Z. 263, 105 (1933); 279,
64 (1935). — BERNHAUER und SLANINA: Biochem. Z. 264, 109 (1933);
274, 97 (1934).

¢ BUTREWITSCH: 272, 371 (1934). — BUTKEWITSCH, MENZSCHINS-
KAJA und TroFIMOVA: 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 Girung der Sehimmelpilze.

a) Die alkoholische Girung durch Rhizopus nigricans. Die
Pilze werden in einigen Kolben in analoger Weise wie in Ubung 52a
zur Entwicklung gebracht; dann wird die eine Hailfte der Ver-
suche unter normalen Verhéltnissen weiter belassen, die andere
Hilfte mit einem Gérverschlul 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 Aciditdt der Losung usw.; die Bestimmung des Alkohols
erfolgt im Destillat eines aliquoten Teiles in der gleichen Weise
wie in Ubung 7d. Es zeigt sich bei dem Versuch, daB auch unter
normalen (aeroben) Bedingungen Alkohol in betrichtlichen
Mengen in der Nahrlosung (gegen 29,) angehduft wird und unter
anaeroben Bedingungen etwa doppelt so viel. Sduren treten
unter anaeroben Bedingungen nur in geringen Mengen auf.

Hinsichtlich einer besonderen Methodik und Apparatur zur Be-
stimmung des Gérvermégens der Schimmelpilze unter anaeroben Be-
dingungen mittels fertiger Pilzdecken vgl. Tamrva und Miwal. Be-

sonders empfehlenswert scheint jedoch auch fir derartige Versuche die
Verwendung von submersem Mycel (Schiittelmycel) zu sein (vgl. S.240).

b) Die Sulfitgéirung des Aspergillus niger2. In einigen ERLEN-
MEYER-Kolben von 300 cem Inhalt werden auf je 100 cem Nihr-
losung (5%, Zucker, 0,1%, NH,NO,;, 0,05% KH,PO, und 0,019,
MgSO, . 7 H,0) die Pilze bei 30° zur Entwicklung gebracht
(Aspergillus niger, vorteilhafter Weise einige verschiedene Pilz-
stdmme); nach etwa 4 Tagen werden pro Kolben je 2 g Na,SO,
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
fir die Zuckerbestimmung und Acetaldehydbestimmung wie in
Ubung 8b. (Die Ausbeute an Acetaldehyd betrigt bei Anwendung
geeigneter Pilze 5—109%, d. Th., bezogen auf verbrauchten Zucker.
Bei Berechnung der Acetaldehydmenge unter Bezugnahme auf
den Zuckerverbrauch in den zweitdgigen Intervallen sind die
Ausbeutezahlen wesentlich hoher.)

Unter grundsitzlich analogen Bedingungen konnte auch die
Bildung von Brenztraubensiure und Dimethylbrenztraubenséiure beob-

achtet werden3. (Isolierung derselben im Wasserdampfdestillat mittels
2,4-Dinitrophenylhydrazin.)

1 Tamrva und Miwa: Z. Bot. 21, 417 (1929)..
2 Vgl. BERNHAUER und THELEN: Biochem. Z. 253, 30 (1932).
3 HipaA: J. Shanghai Sci. Inst. 4 (1), 201 (1935).
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¢) Gewinnung von Methylglyoxall. In vier ERLENMEYER-
Kolben von 300 ccm Inhalt werden die Pilze auf einer Losung von
59, Glucose mit den erforderlichen Néhrsalzen (wie zuvor) zur
Entwicklung gebracht, nach 2 Tagen bei 30° wird die Kultur-
flussigkeit entfernt, das Mycel griindlich ausgewaschen und die
Pilzdecken zweimal je 3 Stunden bei 30° hungern gelassen. Dann
werden je 100 ccm einer 0,25%igen Losung von Natriumbexose-
diphosphat und 19, Toluol zugesetzt. Nach 24 Stunden bei 30°
werden die Losungen filtriert, vereinigt und mit etwa 100 cem
einer 1,6%igen Losung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-
Salzsiure versetzt. Im iibrigen wird wie in Ubung 12b (S. 135)
weiter vorgegangen.

Anhang: Beziehungen zwischen der alkoholischen
Girung und den Sédurebildungsprozessen bei den
Schimmelpilzen.

Eine Reihe von Befunden spricht dafiir, daf3 bei manchen oxy-
dativen Sduregidrungen der Schimmelpilze zunichst eine alkoholische
Zuckerspaltung stattfindet und daB dann erst die typischen Prozesse
einsetzen, die fir die oxydativen Sduregarungen charakteristisch sind.
Im folgenden sollen die Beziehungen zwischen der alkoholischen Gérung
und den S#urebildungsprozessen bei den einzelnen Gruppen von Pilzen
noch kurz zusammengefaf3t werden.

1. Fusarien-Gérungen. Die alkoholische Gérung ist bei dieser Pilz-
gruppe sehr stark ausgeprigt. Das Gérvermdégen mancher Fusarien
ist von der gleichen GréBenordnung wie das der Hefen? Dieselben
vermoégen aber nicht nur die Zymohexosen, sondern auch Pentosen
sowie Rhamnose zu vergal en. Weiterhin tritt vielfach Acetaldehyd in
den Pilzkulturen auf?, ferner wurden auch Essigséure und Bernstein-
séure4 und schlieflich auch Apfelsiure und Citronensidure nachge-
wiesen®. Diese Sduren wurden auch bei der Einwirkung der Pilze
auf Alkohol oder Essigsdure beobachtet 3, 6.

2. Mucoraceen-Girungen. Wohl alle Mucoraceen sind zur alko-
hohschen Géirung unter aeroben Bedingungen in mehr oder weniger
hohem Mafe befahlgt Manche Arten besitzen sogar ein recht erheb-
liches Gérvermoégen. Der Alkohol héuft sich in der Flissigkeit zu
etwa 2-—-49, an, unter anaeroben Bedingungen in der Regel noch

1 Vgl. SuTHERS und WALKER: Biochemic. .J. 26, 317 (1932).

? Vgl. ANDERSON: Res. Pub. Univ. Minn. Biol. Seci 5, 237 (1924). —
Norp: Protoplasma 2, 303 (1927). — WHITE und WirLamax: Bioch.
J. 22, 583 (1928). — MamDIHASsAN: Biochem. Z. 226, 203 (1930j).
— RaisTtrICcK und Mitarbeiter: Phil. Trans. B 220, Teil V (1931). —
ANDERSON, EVERETT und ApaMs: J. Agr. Res. 46, 473 (1933).

3 LecHTER und WirraMan: Phytopath. 16, 941 (1926).

4 ANDERSON, EVERETT und ADAMS, 1. ¢. — YABUTA, KATSUJI und
Havasai: J. Agr. Chem. Soc. Japan 10, 1059 (1934). — Lockwoob,
StuBBs und SENsEMAN: C. Bact. IT 98, 167 (1938).

5 DamMMANN, RoTint 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 Géirung 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 anh#ufen (so besonders bei M. javanicus!). Wihrend
nun in saurer Losung der Alkohol nur langsam wieder abgebaut wird,
verschwindet derselbe in Gegenwart von Calciumcarbonat recht rasch
unter Bildung von Séuren (vgl. S. 258). Die Fumarsiuregirung scheint
gemif den bisherigen Befunden stets eine alkoholische Girung zur
Voraussetzung zu haben (vgl. 8.260)und auch Essigséure 148t sich meist
— wenn auch nur in geringer Menge — in den Pilzkulturen nachweisen.

3. Aspergillaceen - Girungen. Die Aspergillaceen besitzen das
Vermégen zur alkoholischen Gérung in recht verschiedenem AusmafBe.
So vermag die Allescheria Gayoni bei beschrankter Luftzufuhr bis 8%,
Alkohol anzuh#ufen und unter aeroben Bedingungen auch sehr hohe
Konzentrationen von Alkohol anzugreifen (bis 109%). Ferner soll
Asp. clavatus unter anaeroben Bedingungen in seinem Gérvermégen
der Hefe kaum nachstehen?. Auch andere Pilze wie Asp. oryzae
oder Asp. niger zeigen unter anaeroben Bedingungen ein recht erheb-
liches Gérungsvermégen; insbesondere jiingere Mycelien sind fast
immer garfahiger und zymasereicher als alte. Sonstige Daten, die
fiir die alkoholische Gérung der Aspergillaceen sprechen: Abfangung
von Acetaldehyd 3, Auffindung von Glycerin als Stoffwechselprodukt 4,
Gewinnung von Methylglyoxal aus Hexosediphosphat’. Wéhrend
sich also unter anaeroben Bedingungen die alkoholische Gérung der
Schimmelpilze recht gut bewerkstelligen 148t, kommt es unter aeroben
Bedingungen selten zur Anhéufung des Alkohols, sondern es setzt
rasch Sdurebildung ein.

Ob bestimmte Beziehungen zwischen der alkoholischen Girung
der Aspergillaceen und den Séurebildungsprozessen besteht, 188t sich
noch nicht mit Sicherheit entscheiden (vgl. dazu S. 252).

Zur Charakteristik der Unterschiede im Verhalten der verschiedenen
Pilzgruppen bei der alkoholischen Gérung moége folgendes dienen:
Bei den Fusarien iiberwiegt wie bei den Hefen auch unter aeroben
Bedingungen die alkoholische Gérung; oxydative Saurebildung findet
nur in sehr geringem Ausmafe statt. Bei den Mucoraceen findet unter
aeroben Bedingungen auch stets alkoholische Gérung statt, doch ver-
laufen die im AnschluBl daran stattfindenden oxydativen Séaure-
bildungsprozesse vielfach recht intensiv. Die Aspergillaceen bilden
dagegen unter aeroben Bedingungen in der Regel iiberhaupt keinen
Alkohol, die Séurebildung tiberwiegt zumeist sofort tiber alle 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 Néhrsalzmengen wird der Zucker fast
vollig zum Aufbau neuer Hefezellen verwendet (vgl. S. 98{f.) Dabei
wird jedoch der Zucker nicht als solcher assimiliert, sondern wohl
auf dem Weg iiber Alkohol weiter verwertet. Auch verschiedene

1 NeUBERG und COHEN: Biochem. Z. 122, 204 (1921).

2 Tamiva und Miwa: Z. Bot. 21, 417 (1929).

% Vgl. BERNHAUER und THELEN: Biochem. Z. 253, 30 (1932).

4 Bei Asp. niger: MOLLIARD, 1922; bei Asp. Wentii: RAISTRICK
und Mitarbeiter, 1931.

5 SuTHERS und WALKER: Biochemic. J. 26, 317 (1932).
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andere Stoffe kénnen in Gegenwart von O, und Nédhrsalzen assimiliert
und in Leibessubstanz iibergefithrt werden (vgl. 8. 99). In Gegenwart
nicht ausreichender N#hrsalzmengen und gleichzeitiger starker Be-
liftung wird dagegen ein Teil des Zuckers bis zu CO, veratmet. Auch im
pH-Bereich 8 — 11 existiert nurnoch Atmung ohne glelchzeltlgeGarung
Von besonderem Interesse sind sodann die Dehydrierungen, die
unter der Einwirkung von Hefe auf Alkohol vor sich gehen. So wird
Alkohol durch verarmte Hefe hauptséchlich zu CO, veratmet, doch
konnten als Zwischenprodukte auch Essigsdure (zu 30—409,) und
Bernsteinsdure (zu etwa 139, bezogen auf umgesetzten Alkohol) nach-
gewiesen werden?. Auch kleine Mengen Fumarsdure wurden dabei
isoliert. Bei der Einwirkung der verarmten Hefe auf Ba-Acetat
konnten neben Bernsteinsdure auch etwa 109, Citronensédure (bezogen
auf umgesetzte Essigsdure) gewonnen werden . Neuerdings gelang es die
Ausbeute an Citronenséure auf 209, zu steigern 4. Analoge Versuche mit
Trideutero-Essigsidure ergaben gleichfalls Bernsteinsdure und Citronen-
sdure®; dabei wies der Gehalt der Reaktionsprodukte an Deuterium
darauf hin, da3 eine direkte Umwandlung der Trideutero-Essigsdure
in Bernsteinsdure und Citronensdure stattgefunden haben mufl.
Daraus geht zugleich hervor, daB3 die Reaktionsprodukte nicht aus
Reservestoffen der Hefe entstanden sein kénnen. Aber auch die An-
nahme, dal die Reaktionsprodukte aus den Ausgangsmaterialien auf
dem Weg iiber Kohlehydrate gebildet worden sein konnten, erwies
sich als unwahrscheinlich, da diese nur einen sehr geringen Gehalt an
Deuterium aufwiesen. Die Vorstellung tuiber die direkte Dehydrierung
der Essigsiure unter Bildung von Bernsteinsdure und Citronenséure
erscheint daher in diesem Fall gut gestiitzt (vgl. auch S. 252 und 260).
Von Interesse sind auch die oxydativen Wirkungen gewisser
Spezialhefen und wilder Hefen. Hierher gehort das Vermdgen einiger
solcher, in Gegenwart von CaCO, reichliche Mengen von brenztrauben-
saurem Ca anzuhdufens. Die Brenztraubensiure entsteht dabei durch
Oxydation von Milchsdure. Kulturhefen erwiesen sich zu dieser Re-
aktion nicht beféihigt?, wohl aber Oidien und manche Schimmelpilze®.
Schlieflich sei noch erwihnt, daf§ Nektarhefen auch zur Bildung
von Gluconsdure und Zuckersdure beféhigt sind?, und daB auch
Bildung von Oxalséiure durch Hefen nachgewiesen werden konnte,
so durch Sacch. Hansen, eine Hefeart, die durch ihr Unvermdégen zur
alkoholischen Gérung charakterisiert ist!® sowie durch Torulaartenl.

1 TRAUTMANN und WASSERMANN: Biochem. Z. 236, 35 (1931).

2 Wieranp und CraREN: A. 492, 203 (1932). — WIELAND und
WiLLe: A. 503, 70 (1933).

2 WIiELAND und SONDERHOFF: A. 499, 213 (1932).

4 SoONDERHOFF und DEFFNER: A, 536, 36 (1938).

5 SONDERHOFF und THOMAS: A. 530, 195 (1937).

¢ 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 Mazk und Ront: C. r. Soc. Biol. 78, 706 (1916); 79, 336 (1917).

9 GrUss: Jb. wiss. Bot. 66, 155, 171, 177 (1926) ; Wschr. f. Brauerei
44, 233 (1927).

10 Zorr: Ber. bot. Ges. 7, 94 (1889).

11 PERWOZWONSKY: C. Bact. IT 81, 372 (1930).
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Anhang T,

Allgemeine Einrichtungen und Anordnungen
im girungsehemischen Laboratorium.
(Organisatorisches zum Laboratoriumsbetrieb.)

1. Aligemeine Einrichtungen zum Mikroskopieren.

Die notwendigen Einrichtungsgegenstinde werden am besten
in einem gesonderten Raum untergebracht, in dem eine Anzahl von
Plitzen fiir die Durchfithrung der mikroskopischen Arbeiten vor-
handen sind. Ferner wird dieser Raum auch als Impfraum benutzt.

a) Gerite zum Mikroskopieren: Einige Mikroskope mit ein-
fachem Stativ, mit Kondensor, Irisblende und Objektivrevolver,
zwei bis drei Objektive und zwei bis drei Okulare, Einrichtung
fir Immersion; VergroBerung etwa 50, 100, 200, 400, 600, fiir
sehr kleine Bakterien (z. B. manche Essigbakterien) bis 1200. Ein
Mikroskop mit groferem Stativ fiir besondere Zwecke (Mikro-
photographie u. a.), VergréBerung bis 1500. Ein Binokular-
mikroskop zur Untersuchung von Plattenkulturen.

Sonstige Hilfsmittel: Okularmikrometer, Objektmikrometer,
Zeichenapparat, Einrichtung zum Mikrophotographieren, SKAR-
scher Apparat oder StEINER-THOMA-Kammer fiir Zihlungen, Glas-
gerite wie Objekttrager (auch mit Hohlschliff), Deckglischen usw.

b) Reagentien und Farbstofflosungen 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 Stammlésungen anfertigt,
sind etwa: Methylenblau, Methylviolett, Fuchsin, Bismarck-
braun, Methylgriin, Gentianaviolett, Nigrosin, Naphtoresorcin,
Lackmusblau; ferner halt man bereit: Lugolsche Liosung,
Tusche, Xylol, Alkohol usw.

¢) Sonstige Hilfsmittel: Glasstibe, Pinzetten, CorNETsche
Pinzette, Skalpelle, Canadabalsam, Asphaltlack, Vaselin-Paraffinél,
Pripariernadeln, Glasschalchen, Glasdosen, passende Brenner usw.

2. Anordnungen fiir die Kultivierung der Organismen.

a) Einrichtungen zur Ziichtung der Girungsorganismen. Die
Vorbereitung der Ndhrbiden wird in der sogenannten ,,Nihrboden-
kiiche* (vgl. unten) vorgenommen, in der auch die Vorbereitung
der Géarversuche erfolgt.

Die Impfung der Ndhrboden mit den Organismen, also die An-
legung der Kulturen, nimmt man am besten im Mikroskopierraum
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an besonderen, méglichst zugfreien Arbeitspliatzen vor. Oberhalb
derselben bringt man vorteilhafterweise zum Schutz gegen
herabfallende Keime eine Glasplatte an. Die erforderlichen Gerite,
z. B. Tmpfnadeln, Pinzetten, Skalpelle, Pipetten, bringt man in
besonderen Holzblécken unter, so daf sie stets verwendungsbereit
sind. — Impfschrianke, Einrichtungen fiir Reinziichtungen (Feder-
strichkultur usw.) u. a. werden gleichfalls in der Néhe bereitgestellt.

b) Aufbewahrung der Nihrbéden und Substrate fiir die Ziichtung
der Giirungsorganismen. Dieselben werden in dem gleichem Raum
wie die Kulturen selbst aufbewahrt (vgl. unten), also bei tiefer
Temperatur!; manche Nahrboden werden zweckméifBigerweise
(um Austrocknen zu verhindern, z.B. Agarréhrchen) in Eis-
schrinken aufbewahrt. Die wichtigsten Substrate sollen stets in
gebrauchsfertigem Zustand, bezeichnet mit allen erforderlichen
Angaben (vgl. 8. 32) vorhanden sein.

¢) Einrichtungen fiir die Aufbewahrung der Giirungsorganismen.
Probershren mit Organismen (z. B. Agarkulturen) werden am
besten in Holzblécken mit fiinf bis sechs Lochern zur Aufnahme
der Rohren aufgestellt. Ebenso verwendet man solche fiir die
Aufbewahrung kleinerer Glaskélbchen (z. B. fiir FREUDENREICH-
Kolbchen) mit den Gérungserregern. Die Holzblocke mit den
Kulturen bewahrt man in besonderen Schrinken auf, die mit
Loéchern zum Luftaustausch versehen sind. Dieselben werden in
einem eigenen Raum, der vom sonstigen Betrieb streng getrennt
ist, aufbewahrt. Dort soll relativ niedrige und mdoglichst konstante
Temperatur herrschen (am geeignetsten ein trockener Kellerraum).
Bei manchen Organismen ist zur Erhaltung des Gérvermégens die
Aufbewahrung bei noch tieferer Temperatur (etwa 4—6%) erforder-
lich (z. B. in Kiihlschrinken, die in dem gleichen Raum aufgestellt
werden, in dem sich die Kulturen befinden).

3. Allgemeine Einrichtungen fiir die Durchfiihrung
von Giirversuchen.

a) Vorbereitung der Gérversuche. Es dient dazu am besten
ein eigener Raum, der zugleich zur Herstellung der Néhrboden
fiir die Kultivierung der Organismen dient (,,Néhrbodenkiiche‘).
Einrichtungsgegenstinde : Wasserbéder, Tarawaagen und gréBere
Waagen, Schrinke mit den einfachen gebriduchlichsten Gér-
geriten und Kulturgefiflen usw.2. Ferner bewahrt man hier die

1 Ebenso koénnen hier die fiir die Durchfiihrung der Géarversuche
erforderlichen Materialien verwahrt werden.

2 Apparaturen und Géargerdte fur besondere Zwecke werden
zweckmaiBigerweise in einem eigenen Magazin aufbewahrt.
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Stammlisungen der wichtigsten Nahrsalze auf, und zwar in etwa
10—100fach konzentriertem Zustand, also z. B. wenn die Losung
0,05%, MgSO, enthalten soll, so bereitet man eine 5%ige Stamm-
losung vor und nimmt von dieser 1 cem fiir 100 cem Nahrlésung.
Losungen organischer Substanzen (Pepton, Hefesaft usw.) werden
zweckmiBigerweise frisch bereitet; fiir kurze Zeit konnen dieselben
nach dem Sterilisieren im Kulturraum bzw.

Kiihlschrank aufbewahrt werden, dhnlich ,—J_R
wie die fertigen Nihrboden selbst. Ferner ,
kénnen sich im Vorbereitungsraum die Ab- S
zlige mit den Sterilisationsapparaten be- |7 ——- -
finden (vgl. unter b). Fir die Vorbe- -
reitung von Reihenversuchen braucht man [f-: E——
hier gerdumige Arbeitstische, auf denen

die Gefille aufgestellt und mit den Néhr-

lésungen beschickt werden kénnen.
Bei der Vorbereitung der Reihenversuche -
selbst geht man etwa folgendermafen vor, wie
an einem Beispiel erldutert sei: 20 ERLEN-
MEYER-Kolben sollen mit je 100 cem einer Néhr- -
losung von bestimmter Zusammensetzung
beschickt werden; und zwar z. B. 109, Rohr- -
zucker, 0,29% NH,NO,; 0,19 KH,PO, und -
0,0259% MgSO,. Man l6st zu diesem Zweck
zunichst 220 g Rohrzucker in etwa 1 1 Wasser —
in der Warme auf, dann fiigt man von den
Stammlgsungen (20%ige NHNO, - Lésung, ,
109%ige KH,PO,-Losung und 2,5 %ige MgSO,-
Losung) je 22 cem hinzu und fiillt das Ganze
nach dem Erkalten auf 2200 ccm auf. Nach
gutem Umschiitteln fiillt man die Losung in
einen Abfilllapparat (vgl. Abb. 38), mit dessen
Hilfe je 100cem in dis einzelnen ERLEN-
MeEYER-Kolben verteilt werden. Handhabung
des Apparates: Man ld8t mittels des Zweiweg- Abb. 38. Abtiillapparat fiir
hahnes die Flissigkeit aus der Flasche in Néhrlgsungen.
die Biirette einflieBen (unter eventuellem
schwachem Ansaugen bei a) und stellt auf die oberste Marke ein.
Durch Drehen des Zweiweghahnes lalt man dann das gewiinschte
Fliissigkeitsvolumen in die Kolben einilieen, ohne den Kolbenhals
zu benetzen. (Der verbleibende Rest der Lésung kann fiir die Be-
stimmung des pr-Wertes, fiir die Kontrolle des Zuckergehaltes u. a.
verwendet werden.)

b) Einrichtungen zum Sterilisieren. Fiir Proberohren und
kleine Kulturgefale benutzt man am besten einen kleinen
Dampftopf fir groBe Gérgefife sowie Reihenversuche ent-
sprechend groBle Sterilisatoren, zur Keimtotung unter Druck
Autoklaven. Man stellt diese Apparaturen zweckméifBigerweise in
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einem Abzug auf, der sich in der ,,Nahrbodenkiiche* befindet
(vgl. oben), oder man benutzt eigene, mit Ventilatoren sowie OI-
anstrich versechene Sterilisationskammern, die an die ,,Néahr-
bodenkiiche‘‘ angrenzen.

Hinsichtlich der Handhabung der Sterilisatoren sei noch bemerkt,
daB von denselben nach dem Sterilisieren der Deckel sofort ab-
genommen werden muB, und die GefaBle gleich entnommen werden
sollen, um ein Feuchtwerden der Wattestopsel zu verhindern. Beim
Sterilisieren im Autoklaven geht man so vor, daf man nach dem
Beschicken, Schlieffen und Anheizen desselben zunidchst durch den
Liiftungshahn die Luft ausstromen liBt; erst sobald Dampfentwick-
lung einsetzt, wird der Entliftungshahn geschlossen. Empfehlenswert
ist die Benutzung von Apparaten mit einer automatischen Regulier-
vorrichtung zum Heizen. Der Autoklav soll nach dem Sterilisieren
erst dann getéffnet werden, sobald der Druck auf etwa 0,1—0,2 Atm.
gefallen ist. Die Wattestopsel der Gefille miissen mittels einer Kappe
aus Pergamentpapier gegen Feuchtigkeit geschiitzt werden. Ein
langeres Verweilen der Kolben, Proberéhren usw. im Autoklav ist
zu vermeiden.

¢) Kulturschrinke und Girkammern. Fiir kleinere Versuche
gowie fiir die Entwicklung: der Impfkulturen usw. benutzt man die
iiblichen Brutschrdnke, die entweder mit einem Wassermantel oder
einem anderen Wirmeschutz umgeben sind und einen Thermo-
regulator besitzen. Fiir besondere Zwecke verwendet man die
Wasserthermostaten, die mit genauen Reguliervorrichtungen zur
Konstanthaltung der Temperatur versehen sind. Brutschrinke
und Thermostaten werden zweckmaéBigerweise in einem eigenen
,»Thermostatenraum® untergebracht.

Zur Durchfiihrung groferer Gérversuche (besonders in pré-
parativem Ausmaf) sowie fiir grofe Reihenversuche dienen Gdr-
kammern, die auf einer bestimmten Temperatur gehalten werden
(entweder durch Gas, elektrisch oder durch Dampf). Dieselben
werden zweckmiBigerweise mit einem Olanstrich versehen oder
mit Kacheln ausgelegt, ferner mit einem Ventilator, Leitungen
(gekennzeichnet durch entsprechenden Anstrich) fir ver-
schiedene Gase (Sauerstoff, Wasserstoff, Stickstoff, Kohlen-
dioxyd, Druckluft); ferner befinden sich hier verstellbare Regale
fur die Aufstellung der GirgefilBe, sowie groflere Arbeitsplitze
fur besondere Gérapparaturen. Fir die Durchfithrung groBerer
Gérversuche unter Riihren (z. B. Milchsiuregirung, Propion-
sduregirung, praparative Versuche mit Hefe usw.) installiert man
eine durch einen Elektromotor betriebene Transmission, an die
die einzelnen Riihrversuche angeschlossen werden kénnen. Ferner
kann man in den Gérkammern bequem Schiittelvorrichtungen
unterbringen, wie sie fiir die Durchfiihrung mancher Gérversuche
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benétigt werden (z. B. Versuche mit Massenkulturen von Bak-
terien, Hefen usw., fiir das Arbeiten mit ,,Schiittelmycel von
Schimmelpilzen u. a.).

Fiir Versuche in halbtechnischem AusmaB benutzt man be-
sondere Girkammern, die fiir die jeweiligen speziellen Zwecke
eingerichtet werden.

4. Einrichtungen zur Aufarbeitung der G#rversuchel,

Die allgemeinen Destillations- und Extraktionsanlagen sowie
die Apparaturen fiir besondere analytische Zwecke usw. konnen
zumeist in einem groBlen Arbeitsraum untergebracht werden und
bleiben hier wihrend der Durchfithrung der girungschemischen
Arbeiten dauernd aufgestellt.

a) Destillierapparate fiir analytlsche Zwecke, z. B. fir die
,»Halbdestillation‘‘, Mikrodestillation, fiir allgemeine analytische
Trennungen, Apparate fir die Bestimmung von Milchsdure,
Acetaldehyd usw. (vgl. S. 119, 174, 189, 190 u. a.).

b) Destillationsapparate fiir priparative Aufarbeitungen: Dampf-
destillation, grofe Kolonnenapparate, Destillierapparaturen fiir
die fraktionierte Destillation der Gérprodukte, Vakuumdestil-
lationen; Vakuumverdampfungsanlagen bzw. Verdunstungskasten
(FausT-HE1M - Apparat) fiir die Gewinnung nicht fliichtiger
Garprodukte usw.

¢) Extraktionsapparate zur Gewinnung von Girprodukten aus
den Girmaischen (Flissigkeitsextraktoren) oder aus festen Ein-
dampfriickstinden (Apparate nach dem SoxHLET-Prinzip) usw.

d) Zentriftugen zur Klirung von Fliissigkeiten, zum Ab-
schleudern von Bakterienmassen, von Hefe usw. bringt man am
besten in eigenen Réumen unter.

¢) Einrichtungen zur Titration sind an einem besonderen
Arbeitsplatz des allgemeinen Aufarbeitungsraumes unterzubringen
oder in einem besonderen kleineren analytischen Raum. Man ver-
wendet zweckmiBigerweise automatische Biiretten. Die erforder-
lichen MaBfliissigkeiten sollen stets gebrauchsfertig vorhanden sein.

f) FEinrichtungen fiir sonstige analytische Zwecke sind gleich-
falls an bestimmten Arbeitsplitzen unterzubringen; z. B. Zucker-
bestimmungen, Bestimmung verschiedener Sauren usw.

Bei allen Einrichtungen muf} streng darauf geachtet werden,
daB alle erforderlichen Hilfsmittel, Reagenzien usw. stets in

1 Hinsichtlich der wichtigsten allgemeinen Methoden und Appara-
turen sowie einiger organisatorischer Fragen vgl. auch BERNHAUER:
Einfithrung in die organisch-chemische Laboratoriumstechnik. Berlin:
Julius Springer 1934.

Bernhauer, Gérungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 18
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verwendungsfihigem Zustand gehalten werden, um eine rasche
Abwicklung des Betriebes zu ermoglichen.

Uberblick der fiir die girungschemischen Arbeiten
erforderlichen Radume und allgemeinen Anordnungen.
1. Kiihlraum. Dieser dient fiir die Aufbewahrung der Kulturen
und Nihrbéden sowie verschiedener Substrate fiir die Géarversuche;
derselbe ist mit Kiihlschranken zu versehen. Vgl. 2b und c.
2. Mikroskopterraum, der zugleich als Impfraum zu benutzen ist.

Vgl. 1 sowie 2a.
3. Vorbereitungsraum fiir die Garversuche; dieser dient zugleich als
,,Nahrbodenkiiche; samt der Sterilisationskammer. Vgl. 3a und b,

sowie 2a.
4. Garkammern sowie Thermostatenraum, fiir die Durchfilhrung

der Géarversuche. Vgl. 3c.

5. Allgemeiner Aufarbeitungsraum, eventuell mit anschlieBendem
analytischen Raum (Titrierraum). Vgl. unter 4.

6. Magazin und Glaskammer, fiir die Aufbewahrung der er-
orderlichen speziellen Gerédte sowie der Reagentien usw.

Anhang II

Umrechnungstabellen und Leitlinien
der Protokollfiihrung.

1. Verschiedene Umrechnungstabellen.

a) Zuckerkurven fiir die Berechnung der Analysen nach der
Methode von BERTRAND und LEHMANN-SCHOORL-MAQUENNE!,
In den Abb. 39 und 40 sind, abweichend von den iiblichen 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,
dafB die Stammlésungen nicht &dlter als 2—3 Monate sein sollen, da
sonst die Zuckerwerte zu hoch ausfallen?. Saure Lésungen sind vor der
Bestimmung stets abzuneutralisieren. In Gegenwart von viel Proteinen,
Peptonen oder Aminoséuren fallen die Werte zu niedrig aus.

b) Die Molekulargewichte und A quivalentgewichte der wich-
tigsten Substrate und Girprodukte sind in Tab. XXIIT wieder-
gegeben, da dieselben fiir gdrungschemische Berechnungen sehr
hiufig gebraucht werden.

¢) Die Molekulargewichte der wichtigsten Nihrsalze, 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. JosgpHSON: B. 56, 1758 (1923).
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Tabelle XXIII.
"|'Hexose- | Verhaltnis
-Su})stra.te und Formel! Molek'ular- dqui- | zu Hexose
Garprodukte gewicht | _ . is in 93
Acetaldehyd. . . . . C,H,0O 4 88 48,9
Acetaldol . . . . . . CH,0, 88 88 48,9
Acetessigsdure. . . . | CHO; 102 102 56,7
Acetoin . . . . . .. C,H;0, 88 88 48,9
Aceton . . . . . .. C,HO 58 58 32,2
Aconitsdure . . . . . CeHOq 174 — —
Aldehydgluconsiure . | CgH,, 0, 194 194 107,8
Apfelsiure. . . . . . C,H,0; 134 (134) (74,4)
Athanol. . . . . . . C,HO 46 92 51,1
Athylenglycol . . . . | C,HZO, 62 —- —
Ameigensiure . . . . | CH,0, 46 — —
Arabinose.” . . . . . C;H,,0; 150 — —
Arabit . . . . . .. C;H,,0; 152 — —
Arabonséure C:H,,0, 166 — —
Bernsteinsaure CH,0, 118 (118) (65,5)
Brenztraubensiure. . | C;H,0, 88 88; 176 | 48,9; 97,8
Butanol. . . . . CH,,0 74 74 41,1
Buttersdure . . . . . CH;0, 88 88 48,9
2,3-Butylenglycol . . | CH,,0, 90 90 50,0
Butyraldehyd . . . . | CHO 72 72 40,0
Citronensgure . . . . | CHy0, 192 (128; 192)| (71,1; 106,7)
Crotonaldehyd. . . . | CHO 70 — —
Crotonséiure . . . . . C,H;0, 86 — —
Diacetyl . . . . . . C,H,0, 86 86 47,8
Dioxyaceton C,H O, 90 180 100
Duleit . . . .. .. CoH,,04 182 — —
Erythrit . . . . . . CH,,0, 122 — —
Essigsdure . . . . . C,H,0, 60 120 66,7
Fructose . . . . . . CeH;,04 180 180 100
Fumarsdure . . CH,0, 116 (116) (64,4)

1 Und zwar stets ohne Krystallwasser.
2 Auf Grund der Garungsgleichungen, soweit diese geklért 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 kénnen
theoretisch 58 g Aceton liefern.
3 Die Zahlen geben demnach die aus 100 Teilen Hexose erzielbaren

Héchstausbeuten an.
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Tabelle XXIII (Fortsetzung).

SuPstrate und Formel Molek.ula.r- Hg(z:gis-e- Zler]gzi’::;:

Gérprodukte gewicht valent in %
Galaktonsaure. . . . | C¢H,,0, 196 196 108,9
Galaktose . . . . . . CeH,,04 180 180 100
Gluconsdure. . . . . CeH,,0, 196 196 108,9
Glucose . . . . . . . CgH,,04 180 180 100
Glycerin. . . . . . . C;H, 0, 92 92; 184 | 51,1; 102,2
Glycerinaldehyd . . . | C;H;O, 90 180 100
Glycerinsdure . . C,H 0, 116 116; 232 | 64,4; 128,8
Glycolsédure . . . . . C.H,0, 76 _— —
Glyoxylsdure C.H,0, 74 — -—
Itaconsdure . . . . . CsH O, 148 — —
Isopropanol . . . . . C;H,0 60 60 33,3
Ketogluconsiure . | CeHyO, 194 194 107,8
Kohlendioxyd . . . . | CO, 44 —_ —
Kojisgure . . . . . . CeH 0, 142 142 78,9
Malonsdure . . . . . CsH,0, 104 — -
Maltose . . . . . .. C.H .0y 342 171 95,0
Mannit . . . . . . . C.H,,0, 182 182 101,14
Mannonsgure . . . . | CgH,,0, 196 196 108,9
Mannose . . .. .. CeH,;,04 180 180 100
Methan . . . . ... CH, 16 — —
Methylglyoxal . . . . | C;H,O, 72 144 80,0
Milchséure . . . . . C;H,0, 90 180 100
Oxalsdure . . . . . |, C,H,0, 90 (100; 270)| (100; 150)
Oxalessigséure . | CH,O4 132 (132) (73,3)
Propandiol . . . . . C,H;30, 76 — —
Propanol . . . . . . C,H,0 60 120 66,7
Propionséure C;H,O, 74 148 82,2
Propyraldehyd . | CsHgO 58 116 64,4
Rohrzucker . . . . . CoH,,0y, 342 171 95,0
Sorbit. . . . . ... CeH;,04 182 182 1011
Scerbose . . .. . .. CH, ;04 180 180 100
Tricarballylsdure. CeH;Oq 172 _— —
Weinsdure., . . . . . C4Haos 150 - -
Xy]OSG ....... CsHluos 150 - -
Zuckerséure . . . . . CeH,;,O4 . 210 210 116,7
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Tabelle XXIV.

Mole- | Prozentgehalt
Name Formel kular- | an bestimmten
gewicht| Elementen?!

Ammonium

-carbonat . . . . . . (NH,),CO,.H,0| 114,10 N 12,3

-chlorid . . . . . .. NH,Cl 53,50 N 26,1

-nitrat . . . . . . . NH,NO, 80,05 N 35,0

-phosphat, prim. . . . NH,H,PO, 115,10 | N 12,2; P 26,96

-phosphat, sek. . . . (NH,),HPO, | 132,13 | N 21,2; P 23,5

-sulfat . . . . . .. (NH,),S0, 132,15 | N 21,2; S 24,24
Caleium |

-carbonat . . . . . . CaCO, 100,07

-chlorid . . . . . . . CaCl, 110,99 Ca 36,0

-chlorid-hydrat . . . CaCl,. 6 H,O | 219,05 Ca 18,2

-nitrat . . . . . . . |Ca(NO,),.4H,0| 236,13 | N 5,9; Ca 16,9
Kalium

-carbonat, prim. . . . KHCO, 100,11

-carbonat, sek.. . K,CO, 138,20

-ca,rbonat hydrat, sek. | K,CO5. 1,5 H,0 | 165,22

-chlorid . . . . . . . KCl 74,56 K 52,2

-nitrat . . . . . . . KNO, 101,11 | N 13,86; K 38,67

-phosphat, prim.. . . KH,PO, 136,16 |P 22,8; K 28,8

-phosphat, sek. . . . K,HPO, 174,25 | P 17,8; K 44,9

sulfat . . . . . .. K,S0, | 174,27 | S 18,3; K 44,9
Magnesium

-carbonat . . . . . . MgCO, *| 84,32

-<chlorid . . . . . . . MgCl, ¥ | 95,24 Mg 25,5

-chlorid-hydrat . . . MgCl,. 6 H,O | 203,34 Mg 11,97

-nitrat . . . . . .. Mg(NOj3), . 6 H,0O| 256,43 | N 5,5; Mg 9,5

-sulfat. . . . . . .. MgSO,.7H,0 | 246,50 | S 12,6; Mg 9,8
Natrium

-carbonat, prim.. . . NaHCO, 84,01

-carbonat, sek. . . Na,CO,4 106,00

-carbonat, hydrat, sek. Na,CO,.10H,0 | 286,16

-chlorid . . . . . .. NaCl 58,46 Na 39,65

-pitrat . . . . ... NaNO, 85,01 |N 16,47; Na 27,0

-phosphat, prim. . . |NaH,PO,.2H,0| 156,06 |P 19,9; Na 14,74

-phosphat, sek. . . . [Na,HPO,.12H,0| 358,24 | P 8,66; Na 12,84

-sulfat. . . . . . .. Na,S80, 142,07 | S 2 5; Na 32,4

-sulfat-hydrat . . . . | Na,S0,.10H,0 | 322,23 |S 10,0; Na 14,3

sulfit . . . ... .. Na,SO4 126,07

-sulfit-hydrat . . . . | Na,S80;.7H,0 | 252,18

! Aus dem Prozentgehalt kann sofort die fiir einen Versuchsansatz
erforderliche Menge eines Néahrsalzes berechnet werden. Z. B. pro
Versuch sollen 0,07% N vorhanden sein; fiir NH,NO, ergibt sich
daher aus der Tabelle 0,07.100/35=0,2¢g NH NO,; oder fir (NH,),S0,:
0,07 . 100/21,2 = 0,33 g usw.
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d) Zur Umrechnung der bei verschiedenen Temperaturen und
Luftdrucken abgelesenen Kohlensdurevoluming, die bei Ver-
girungen erhalten werden, auf 0° und 760 mm dient die von
K1uYvER gegebene Tab. XXV, Und zwar werden vom abgelesenen
CO,-Volumen die auf dieses umgerechneten Prozentzahlen ab-
gezogen. Z. B.: Das abgelesene Volumen betrigt 39 ccm bei 219
und 740 mm. Es sind daher 9,6 .39/100 = 3,7 ccm abzuziehen.
Das CO,-Volumen bei 0° und 760 mm betrigt also 35,3 com.

Tabelle XXV,

Temperatur Luftdruck in mm Quecksilber
°C 730 740 750 760 770 780
11 7,7 | 64 5,1 3,9 2,6 1,3
12 8,0 6,7 5.4 4,2 2,9 1,7
13 8,3 7.4 5,8 45 3.3 2,0
14 8,6 7.4 6,1 4,9 3,6 2.4
15 8,9 7,7 6,4 5,2 3,9 2,7
16 9,3 8,0 6,8 5,5 4,3 3,0
17 9,6 8,3 74 5,9 4,6 3.4
18 9,9 8,6 7.4 6,2 4,9 3,7
19 10,2 9,0 .1 6,5 5,3 4.0
20 10,5 9,3 8,0 6,8 5,6 44
21 10,8 9,6 8,3 74 5,9 4,7
22 11,0 9,8 8,6 7.4 6,2 4,9

2. Leitlinien der Protokollfiihrung.

a) Protokollierung von Gérversuchen. Dieselbe hat stets mog-
lichst genau und unter Beriicksichtigung aller in Frage kommender
Faktoren zu geschehen. Widersprechende Angaben in der Literatur
oder ebensolche eigene Befunde, schlechte Reproduzierbarkeit von
Ergebnissen usw. sind vielfach auf mangelhafte Protokollierungen
zuriickzufiihren, indem nicht alle einzelne Faktoren, die wvon
Bedeutung sein konnen, notiert wurden. Bei der Protokollierung
der Gérversuche sind folgende Punkte zu beriicksichtigen:

a) Angaben iber die Herkunft und Vorbehandlung der ver-
wendeten Kulturen; und zwar; Art der Aufbewahrung der Stamm-
kultur, Alter der Impfkultur und Art der Kultivierung (Nihr-
boden, Temperatur usw.); vgl. auch unter b).

B) Die Zusammensetzung des Girsubstrates ist stets moglichst
genau zu notieren; so z. B. auch die Zusammensetzung der ver-
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wendeten Néhrsalze (Krystallwassergehalt), die Herkunft der-
selben (Bezugsquelle, Herstellerfirma), deren Reinheitsgrad usw.

y) Die Art der Herstellung des Girsubstrates 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 werdenl. Ferner sind Angaben iiber
die Art der Gdrgefife (Herstellerfirma, Zusammensetzung des
Glases) sowie iber die Art der Sterilisation der Substrate zu
machen.

0) Garverlauf. Man vermerkt die Temperatur (auch eventuelle
Schwankungen derselben), Beginn dei Gérung, Vornahme von
Zusitzen und sonstige Operationen (Riihren, Schiitteln usw.);
ferner Aussehen der Kultur, Beobachtungen iiber das Wachstum
der Organismen; Anderungen im Aussehen des Géransatzes
(Sedimentierungen usw.); Zeitpunkt des Versuchsabbruches, Art
des Versuchsabbruches usw.

) Die Art der Aufarbeitung der Gérversuche ist gleichfalls mit
allen notwendigen Einzelheiten zu vermerken?2

b) Protokollfiihrung fiber die: Kulturen. o) Anlegung eines
Kataloges der Organismen. Jede Kultur erhilt zweckmaBigerweise
eine fortlaufende Nummer und wird in einem Katalog gefiihrt,
in dem der Name der Kultur, die Bezugsquelle® bzw. bei selbst-
geziichteten Kulturen die Fundstelle und Art der Reinziichtung
vermerkt wird.

B) Anlegung der Ziichtungsprotokolle fiir die einzelnen Kulturen.
Es sind hier iiber die in Kultur gehaltenen Organismen fortlaufend
etwa folgende Daten einzutragen: Zusammensetzung des Néhr-
bodens fiir die Kultivierung, Art und Zeitpunkt der Fortziichtung

1 Vgl. z. B. BERNHAUER und IGLAUER: Biochem. Z. 286, 45 (1936).
2 Vgl. diesbeziiglich auch BErNHAUER: KEinfilhrung 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
bakteriologisches Museum, Wien IX/2, Michelbeuerngasse 1a
{Osterreich).
Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin N 65, Seestrafle 13 (Deutschland).
Bakteriologisches Institut der preulischen Versuchs- und Forschungs-
anstalt fir Milchwirtschaft. Kiel, Priine 48 (Deutschland).
Als weitere Bezugsquelle kommen naturgemif die mit den
gewiinschten Organismen arbeitenden Autoren in Frage.
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(Uberimpfung auf frisches Substrat!), Anderungen im Substrat,
Wechseliiberimpfungen, Temperatur wihrend der Entwicklung
und Aufbewahrung der Kulturen, sowie deren Dauer; Beob-
achtungen iiber das Wachstum der Organismen und diber
Anderungen im morphologischen und physiologischen Verhalten;
Eintragungen betreffend die Uberpriifung der Gérkraft der
Kulturen.

Vielfach erhdlt man von einer Stammkultur durch Ziichtungen
(z. B. aus einzelnen Zellen oder Sporen), durch Passagen (Ge-
wohnung an besondere Substrate) usw. Subkulturen, die dann
als eigene Kulturen unter einer besonderen Nummer fortgefiihrt
werden koénnen; auch hier miissen alle Wege und einzelnen
Etappen, die zur Gewinnung solcher Kulturen gefiihrt haben,
genau vermerkt werden.

* Die Probershren und KulturgefiBe mit den fortgeziichteten
Stammkulturen sind stets genau zu beschriften: Name, Nr. der
Sammlung, abgekiirzte Bezeichnung des Nahrbodens, Datum der
Abimpfung (vgl. auch S. 32).



Nachtrag.

Zu Seite 48. Zur Kultivierung in indifferenter Gasatmosphéire
wurde auch die Anwendung einer gasdicht verschlieBbaren Ap-
paratur empfohlen, aus der die Luft durch Wasserstoff verdrangt
wird. Diesen entwickelt man in dem Gerdt durch Einwirkung von
Schwefelsdure auf Chrom. Das entstehende Chromsulfat bindet
die letzten Reste des Sauerstoffesl. Ferner sei auch auf andere
neuere Methoden der Anaerobenziichtung hingewiesen2

Zu Seite 51. Theorien der Enzymanpassung: Gegeniiber der
von KARSTROM vertretenen Anschauung hélt QUasSTEL adaptive
und konstitutive Enzyme nicht fiir verschiedene Klassen; diese
sollen vielmehr gewissermaBen die Grenzen darstellen, zwischen
denen die Enzyme einer Zelle variieren konnen3. Nach Yuprin4
sollen inaktive Enzymvorldufer in den Zellen vorhanden sein, aus
denen sich auf Grund des Massenwirkungsgesetzes in Anwesenheit
des betreffenden Substrates die aktiven Enzyme bilden. Kocno-
raTy und WEILS kombinieren die beiden obenerwihnten Theorien
folgendermaBen: Der Enzymvorldufer von YUDKIN soll mit dem
kolloidalen Tréager (Apoferment, vgl. S.126) identisch sein, der
mit verschiedenen prosthetischen Gruppen im Gleichgewicht steht.
Durch &uBere Einflissse werden diese Gleichgewichtszusténde
gestort, und es findet eine Vereinigung mit anderen aktiven
Gruppen unter Bildung neuer Enzyme statt.

Uber eine enzymatische Adaption im Sinne KarsTROMs bei
der Vergirung von d-Arabinose durch Vertreter der Coli- Aerogenes-
Gruppe berichten Koskr und VavueHaNS,

Zu Seite 52. Substratwechsel zur Regenerierung des Gér-
vermOgens: Eine Néhrlosung zur physiologischen Regeneration
von Mikroorganismen hat ZELLER angegeben”.

Zu Seite 56. Modifikation der Gramfirbung (CrLaubprus-
Firbung): An Stelle der wenig haltbaren Gentianaviolettlosung
wird Methylviolettlosung und an Stelle von Jod Pikrinsiure ver-

1 ROSENTHAL, L.: J. Bact. 34, 317 (1937).

2 MtLLER: C. Bact. I 140, 66 (1937). — KoscrEUcHAROF: C. Bact. 1
140, 69 (1937).

3 QuasTEL: Enzymologia 2, 37 (1937).
Yupxkin: Biol. Rev. Cambridge Philos. Soc. 13, 93 (1938).
KocuorLaty und WeIL: Bioch. J. 32, 1696 (1938).
KosEr und Vavceuan: J. Bact. 33, 587 (1937).
ZELLER, A.: Bio. Z. 300, 82 (1938).

a @ o e
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wendet. Die Farbung zeichnet sich durch besondere Haltbarkeit
aus. Reagenzien: I. wilirige Methylviolettlosung. II. Pikroeosin:
Zu 100 ccm Magnesiapikrat! gibt man 5 cecm einer 19,igen wiB-
rigen Losung von Eosin sowie 0,5 ccem Phenol liquid. ITI. Pikrin-
anilin: 100 ccm Anilinél mit 10 g Pikrinsdure versetzt. Vorgang:
Nach Abflambieren 1 Minute Methylviolett, Abspiilen mit Wasser,
2—3 Minuten Pikroeosin, Abtrocknen mit Filtrierpapier entfirben
mit Pikrinanilin bis zum Verschwinden der dunkelvioletten Farbe,
Abspiilen mit Xylol, Abtrocknen mit Filtrierpapier. Grampositive
Zellen sind blau, gramnegative eosinrot?2.

Zu Seite 92. Der Biosgehalt der Hefe ist besonders bei Beginn
der Gérung sehr hoch und nimmt dann periodisch ab, wobei
einige Maxima und Minima durchlaufen werden. Durch Ziichtung
biosarmer Hefen auf biosreicher Wiirze gelingt es nicht, den Bios-
gehalt in denselben zu steigern3, Extraktbios und Hefebios diirften
daher nicht identisch sein4.

Als Wuchsstoff fiir den Diphtheriebacillus wirkt auch Pimelin-
siure 5. :

Zu Seite 93. Bei der Untersuchung des Einflusses der Kom-
ponenten des Vitamin B; auf das Wachstum von Torulaarten
konnten sehr groBle Verschiedenheiten, abhingig von der Hefeart,
beobachtet werden®.

Zu Seite 98. Hefeausbeute: Beziiglich der Assimilation ver-
schiedener Aminosduren konnte gezeigt werden, dafl von den
normalen C;-Cg-Séuren die Endglieder nur schlecht aufgenommen
werden. Einfithrung einer Methylgruppe in a-Stellung bewirkt, daf3
die Siure nicht mehr aufgenommen werden kann. Asparagin und
Asparaginsdure werden besonders gut assimiliert?.

Es sei auch noch erwihnt, daB keine wesentlichen Unter-
schiede in der Zusammensetzung des Eiweiles bei Bierhefen und
technisch geziichteten Torulahefen (Sulfitablauge, Holzzucker u.a.)
bestehen®.

Zu Seite 100. Durch Liiften der girenden Wiirze wihrend der
Bierbereitung 148t sich die Ausbeute an Bierhefe betrichtlich

1 0,5649%ige walrige Pikrinsdurelosung wird mit 2 g MgO einige
Minuten gekocht, abgekiihlt und filtriert.

2 JENSEN: C. Bact. I 139, 333 (1937).

3 ExpErs, C und E. HEGENDORFER: Bio. Z. 299, 346 (1938).

4 NiersEN, N.: C. R. Ser. Physiol. 21, 163 (1935).

5> MULLER, J. H.: J. Biol. Chem. 119, 121 (1937).

¢ RoBins W. J. und F. Kavanaca: C. 1938 IT 4257.

7 HarTELIUS: Bio. Z. 299, 317 (1938).

8 Fixg, H. und F. Just: Bio. Z. 300, 84 (1938).
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steigern, wobei das Bier eiweiBdrmer wird, ohne dafl im iibrigen
die Qualitit desselben leidetl.

Zu Seite 101. Der Vitamin B,-Gehalt der Hefe wird durch
Ziichtung derselben auf verschiedenen Medien (Bierwiirze, Melasse,
Glucose) merklich beeinfluft. Den gréften Vitamin B,-Gehalt
wies eine auf Malzwiirze gezogene Hefe 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 Fettrickstand in 5 cem Ligroin aufge-
nommen. Dann fiigt man 4 cem Citratpuffer (pg 4,9) und 50 mg
Rizinuslipase hinzu. Nach 6stiindigem Schiitteln bei 20° werden
10 cem 969%iger Alkohol zugesetzt und die gebildeten Fettsiduren
nach Zugabe von 10 ccm Ather mit n/10 KOH titriert (Phenol-
phthalein). Durch Testversuch wird der Verbrauch an Lauge fiir
Puffer und Ferment ermittelt. Fehlerquelle bis zu 20 mg 4-5%,3.

Zu Seite 107. Mittels eines geeigneten Trocknungsverfahren
kann man aus Bierhefe Priaparate erhalten, die tiberwiegend aus
lebenden Zellen bestehen und als Anstellhefe empfohlen wurden?.

Zu Seite 118. Vgl. Nachtrag zu Seite 98, Hefeausbeute.

Zu Seite 126. Vgl. auch die Aktivierung bzw. Hemmung der
Carboxylase durch verschiedene Salze5. Siehe ferner die Beein-
flussung der enzymatischen Synthese von Co-Carboxylase durch
Natriumfluorid und Pyruvinat®.

Die Co-Carboxylase kann auch als prosthetische Gruppe eines
dehydrierenden Fermentes wirken, wobei aber keineswegs De-
carboxylierung stattfinden muf3?.
<9 Der Gehalt der Hefe an Co-Carboxylase kann durch Ziichtung
derselben unter Zusatz von Vitamin B;-Hydrochlorid gesteigert
werden8. Auch Trockenhefe vermag unter geeigneten Bedingungen
Co-Carboxylase zu synthetisieren®.

1 Fing, H. und F. Just: Wochenschr. f. Brauerei 54, 349 (1937).

? PavcEk, PETERsoN und ELveErsEM: Ind. Eng. Chem. 30, 802
(1938).

3 REIcHEL, L. und W, REINMUTH: Bio. Z. 299, 359 (1938).

4 Kocr, R.: Wochenschr. f. Brauerei 54, 329 (1937).

5 TAUBER, H.: J. Biol. Chem. 125, 191 (1938).

¢ LipscHITZ, PoTTER und ErvEmsem: J. Biol. Chem. 124, 147
(1938).

? Lrpmanw, F.: Emzymologia 4, 65 (1937).

8 KINERSLEY, H. W. und R. A. PETERS: Bioch. J. 82, 697 (1938).

¢ LipscHITZ, M. A., vAN RENSSELLAER PoTTER und C. A. ELVEH-
JEM: Bioch. J. 32, 474 (1938).
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Zu Seite 133. Es gelang auch, Glycerinaldehyd-Phosphorsidure
mittels Hydrazin und neuerdings auch mittels Bisulfit abzufangen?.

Zu Seite 140. Bei der Oxydation des hydrierten Co-Enzym I
ist ein bestimmtes Ferment wirksam, das als Co-Enzymfaktor
bezeichnet wurde?.

Zu Seite 142. Isomerisierung von Phosphorsidureestern: Es sei
hier auch noch auf die Auffindung der Phospho-Glucomutase
verwiesen, die Glucose-1-Phosphorsidure (entstanden durch Phos-
phorylierung von Glykogen mittels Hefeextrakt®) in Glucose-6-
Phosphorsiure umwandelt?.

Zu Seite 143. Nach neueren Befunden mufl der alkoholischen
Giarung durch lebende Hefe keineswegs eine Glykogensynthese
vorangehen®.

Zu Seite 163. Die Art der gebildeten Milchsdure ist auch sehr
vom verwendeten Bakterienstamm abhéngig. So bildet L. acido-
philus Stamm S die d-Sdure, Stamm R die dl-SiureS.

Die Milchsédure-Racemase aus Cl. butylicum wurde neuerdings
niher untersucht. Der Mechanismus der Reaktion beruht mog-
licherweise in einer Dehydrogenasewirkung, wobei mangels eines
Acceptors Racemisierung stattfindet?.

Milchsdureerzeugung durch Pilze in submerser Kultur: Die
Féhigkeit von Rhizopus oryzae zur Milchsiurebildung kann be-
sonders unter Anwendung des Verfahrens der rotierenden Gér-
trommel gut ausgeniitzt werden. Innerhalb 35 Stunden erzielte
man so eine Ausbeute von rund 709,. Daneben entstanden 8%,
Athanol8.

Zu Seite 168. Zur Bestimmung von Milchsidure in Gegenwart
von Methylglyoxal entfernt man zweckméBigerweise letzteres
durch Oxydation mittels H,0,°.

1 MEYERHOF, M. O.: Bull. Soc. Chim. Biol. 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. Cor1i: J. Biol. Chem. 123,
375 (1938).

4 Dieselben, ebenda 124, 543 (1938).

5 Gopa, T.: Bio. Z. 298, 431 (1938).

$ KoprrLorF und KoPELOFF: J. Bact. 33, 331 (1937). — Die Be-
zeichnung 8 und R leitet sich von morphologischen Verschiedenheiten
ab (S =smooth und R =rough).

? CHRISTIENSEN, W. B., PETERSON, W.H. und M. J. JoHNSON:
J. Biol. Chem. 123, Sci. Proc. 21 (1938).

8 Warp, G. E., Lockwoob, L. B., TABENKIN B. und P. A. WELLS:
Ind. Eng. Chem. 30, 1233 (1938).

® BAUER, E. und F. ZiecLEr: H. S. 247, 1 (1937).
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Zu Seite 169. Weiterer Abbau der Milchsiure: In Milchsiure-
bakterien (z. B. L. SAx% oder L. plantarum, Leuconostocarten u.a.)
wurde eine Milchséure-Dehydrogenase festgestellt. Unter den
Oxydationsprodukten wurden bis 609, Brenztraubensiure auf-
gefunden?.

Zu Seijte 170. Die Mannitgirung des Invertzuckers wird durch
hohes py des Mediums begiinstigt. Bei der Vergirung der Glucose
iiberwiegt unter diesen Bedingungen die Alkoholbildung. Sorbose
wird nicht zu Sorbit reduziert?2.

Zu Seite 176. Phosphatbestimmung: Man bestimmt zunichst
das anorganische Phosphat und nach Zerstérung der organischen
Substanz durch Oxydation das Gesamtphosphat auf colorime-
trischem Weg. Die Differenz ergibt das organisch gebundene
Phosphat3.

Zu Seite 178. Note 8. Vgl. dazu auch Woop, ErB und WERK-
MaNN: Jowa State Coll. J. Seci. 11, 287 (1936).

Zu Seite 182. Phosphoglycerinsiure wird durch Escherichia
und Aerobacter aus Glucose und Phosphat in Gegenwart von
Toluol angehauft?.

Gemill einem abgednderten Schema der Coligarung soll Essig-
saure zu Acetaldehyd reduziert und dieser iiber Acetoin in 2,3-
Butylenglykol umgewandelt werden. Auch zugefiigte Essigsiure
wird in dasselbe tibergefiihrt5, Diese Reaktion fiihrt auch Aero-
bacter polymyxa durchS.

Zu Seite 183. Bei der Bernsteinsdurebildung durch Bact. coli
konnte durch Erhohung des CO,-Druckes eine Steigerung der
Ausbeute erzielt werden?.

Zu Seite 185. Die Fihigkeit, Acetoin zu bilden bzw. abzubauen,
wurde als Unterscheidungsmerkmal in der Coli-Aerogenesgruppe
angewendet®, doch scheint dieses Vermogen sehr von den Kultur-
bedinguingen abhingig zu sein®.

1 Karaciri, H. und Krramara, K.: Biochem. J. 82, 1654 (1938).

2 ScroEN und Eras: Enzymologia 4, 198 (1937).

3 MARTLAND, M. und R. RoBisox: Biochem. J. 20, 847 (1926).

4 STtoNE und WERKMAN: Towa State Coll. J. Sei. 11, 1 (1936).

5 Rey~otp und WERrRkMAN: J. Bact. 33, 603 (1937). — REYNOLD,
JacoBssoN und WERKMAN: ebenda 34, 15 (1937).

¢ StamrLy: Iowa State Coll. J. Sci. 11, 110 (1936).

7 ErLspeN, S. R.: Biochem. J. 32, 187 (1938).

8 Tomivasu: C. 1938 11, 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 gréBerer Mengen Butanol an Stelle von Butter-
séurel.

Zu Seite 195. Gérungserreger: Die durch einen Ultravirus
hervorgerufenen Schleimgérungen konnen durch geeignete Vor-
ziichtung der Bakterien vermieden werden2,

Als Ausgangsstoff fiir die Butanol-Acetongirung kommen auch
hydrolysmrte Haferspelzen in Gegenwart von etwas Kornmaische
in Betracht?®.

Butanol-Acetongérung des Holzzuckers mittels Cl. butylicum
und Cl. felsineum, wobei das erstere neben Butanol groBere
Mengen Isopropanol erzeugt (hauptsichlich aus der in den Hydro-
lysaten vorhandenen Essigsiure4).

Zu Seite 201. Die butylogenen Bakterien vermdgen auch Acetoin
zu bilden; einige von ihnen reduzieren es weiter zu 2,3-Butylen-

glykol’.

Zu Seite 203. Eine Steigerung der Isopropanolausbeute aus
Glucose wurde durch Zusatz von Buttersdure erzieltS.

Zu Seite 207. Note 6. Vgl. auch SEVERson, G. M.: Iowa State
Coll. J. Sci. 11, 103 (1936).

Zu Seite 223. Eine zusammenfassende Uberswht des Chemis-

mus der Dehydrierungsvorginge gibt SzENT-Gyorey: Bull. Soc.
Chim. Biol. 20, 846 (1938).

Zu Seite 226. Bei der Untersuchung verschiedener organischer
Substanzen hinsichtlich ihrer Angreifbarkeit durch Essigbakterien
zeigte sich, daB Glucose, Milchsdure und die Sduren des THUN-
BERG-WIELAND-Schemas stets ungefihr gleich schnell angegriffen
werden. Verschiedene Alkohole werden verschieden rasch oxydiert,
was auf eine weitgehende Spezifitit der Alkoholdehydrasen hin-
deutet”.

1 BrowxN, R. W, G. L. StarLY und C. H. WEREMAN: Towa State
Coll. J. Seci 12, 245 (1938).

2 A.P. 2 132358 (1938).

3 UNDERKOFLER, FULMER und REvMan: Ind Eng. Chem. 29,
1290 (1937).

4 SjoLANDER, N. O., LANGLYEKE, A. F. und W. H. PETERSON:
Ind. Eng. Chem. 30, 1251 (1938).

5 Brown, R. W., StasLY, G. L. und C. H. WergMaN: Iowa
State Coll. J. Sei. 12, 245 (1938).

¢ OsBURNE, O. L., BrowN, R. W. und Werkma~Nx C. H.: Towa
State Coll. J. Sei. 12, 275 (1938).

7 Tanaka: J. Sci. Hirosima Univ. B (2) 8, 1 (1938).
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Zu Seite 229, Note 2. Neuerdings konnte gezeigt werden, daB3
sogar 25%,ige Glycerinlésungen innerhalb 12 Tagen fast quanti-
tativ umgesetzt werden. 159%ige Losungen verarbeitet A.sub-
oxydans in 3—4 Tagen. Mafigebend ist hierfiir eine strenge
Kontrolle des py-Wertes der nicht unter 4,5 sinken darf?.

Zu Seite 242. Neben der Aero-Gluco-Dehydrase wurde bei
Fusarium auch eine — allerdings schwécher 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 Glueosephosphorsiure zu
Phosphogluconsdure, Phosphoketogluconsdure und Phosphopen-
tonséduren zu oxydieren vermdgen; auch die Anwesenheit von
Phosphoerythronsdure wurde wahrscheinlich gemacht. Mittels
intakter Zellen konnte dieser Abbau nicht verwirklicht werden3.

Zu Seite 270. Bei der Aufbewahrung von Néhrboden sind
Insekten, besonders Fliegen fernzuhalten, da sie Milbentriger sein
kénnen. Durch das Eindringen von Milben werden die Kulturen
mit fremden Mikroorganismen verunreinigt. Die Vernichtung
dieser Schidlinge gelingt am besten mit p-Dichlorbenzol4.

1 ButLiN, K. R.: J. Soc. Chem. Ind. 57, 463 (1938).
2 Havasipa, A.: Bio. Z. 298, 169 (1938).

3 DIicrENs: Biochem. J. 32, 1626, 1645 (1938).

4 Peasg, D.: J. Bact. 33, 619 (1937).
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— Erreger 195, 288.

— Technologie 195.

— Theorie 194.

— Verlauf 193.

— Zwischenvrodukte 202.
ButanoI-Aethanol Gérung 204.
Butanol-Isopropanol-Gérung 22.
— Chemismus 203.

Buttersidure, Fabrikation 196.

— im Silofutter 164.

— Verwendung 3.

— Welterzeugung 3.
Buttersdurebakterien 22, 34, 158.
Buttersduregirung 22, 196 ff.

— Ausgangsmaterial 197.

— Chemismus 199.

— Technologie 197.

in Trockenhefe
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Buttersiuregirung, Umschaltung
der 170, 200.

Butylgdrung 17.

— Chemismus 199.

— Zwischenprodukte 198.

Butylogene Bakterien, Anreiche-
rung 185.

-— — Ausschaltung 88.

— — Kultivierung 187.

— — Néhrbéden 48.

— — Reinzucht 186.

— — Vorkommen 44,

Calciumbestimmung 160.

Candiolin 129.

Caprinsdure 197, 200.

Capronsdure 197, 200, 214,

Caprylsdure 197, 200.

Carbolfuchsin 56.

Carboligase 146, 155.

Carboxylase 125, 142, 155, 285.

— der Essigbakterien 225.

Carboxylasemodelle 126.

Casein 101.

C-Bilanz 9, 83.

Cedernél 56.

Cellophan-Blédttchen 47.

Cellulose, Néahrboden 209.

— Verzuckerung 114.

Cellulosevergérer, Isolierung 209.

— Vorkommen 44, 65.

Cellulosevergirung 4, 22, 209.

— Chemismus 213.

— QGérprodukte 212.

— techn. Bedeutung 212, 213.

— Typen 212.

Cellulosemedium 209.

Cellulosesuspension, Darstellung
209, 210.

Cerisulfat 137.

Chamberland-Kerze 42.

Chamberland-Koélbchen 27.

Chinizarin 151.

Chinonatmung 221, 222.

Chinone-Reduktion 153.

Chlamydosporen 72.

Chloralhydrat-Reduktion 7, 149.

Chlorbenzaldehyd 7, 146.

Chloroform 43.

Chromschwefelsdure 30.

Cilien 59.

Citraconséure 4.

Citral 150.

Citrobacter 182.

Citromycesarten 24, 44, 62.
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Citronellal 150.

Citronenséure, Verwendung 5.

— Welterzeugung 4.

Citronensiurebildner, Auswahl245.

Citronensduregidrung 3, 17, 24.

— Bedingungen 248.

— Chemismus 248.

— Einfluf} von MgCl, 247.

— Erreger 248.

— Durchfihrung 245.

— Technologie 249.

— Zwischenprodukte 250.

C;-Korper 16, 226.

Clostridium aceto-butylicum 65,
188, 194, 195.

— butylicuam 66, 188, 191.

— felsineum 203.

Clostridiumformen 61.

CO,-Bestimmung 165.

— Mikromethode 111.

Co-Carboxylase 126, 127, 142, 285.

Co-Enzymfaktor 286.

Co-Ferment 126, 127, 142.

Co-Phosphorylase 132, 140.

Co-Wuchsstoff 93.

Co-Zymase 135, 140, 142, 223.

Co-Zymasegehalt 140.

Coli-Aerogenes-Gérung 180 ff.

Colibakterien 154, 180.

— Herstellung von Massenkultu-
ren 180.

Coligarung 17.

— Chemismus 182.

— TUmschaltung 170.

Columella 67.

Conidiosporen 53, 234.

— Aufbewahrung 235.

Coniophora cerebella (FALCK) 25.

Cornetsche Pinzette 56.

C-Quellen 13.

Crotonaldehyd 150, 154, 203.

Crotonsdure 203.

Crotylalkohol 150, 154.

Cyclite 92.

Cytochrom 99, 223.

Dampftopf 37.

— Handhabung 271.
Darren 115.
Dauerkulturen 50.
Dauerpriparate 56.
Decarboxylierung 124, 125.
Deckgliser, Reinigung 54.
Degeneration 50, 215, 248.
Degenerationsfett 105.
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Dehydrase T 140.

Dehydrase IT 140.

Dehydrase der Essigbakterien 222,
231, 288.

Dehydrierung 16, 288.

— durch Butylbakterien 201.

— — Essigbakterien 222,

— — Hefen 268.

Dehydrierungstheorie 223.

Delbriick-Verfahren 100.

Dephlegmation 115.

Destillation 84.

Destillationsapparate 273..

— fiir analytische Zwecke 189.

Diastase 113.

— bei Milchsidurebakterien 185.

— — Schimmelpilzen 237.

Dihydrocozymase 140.

Diketoadipinsidure 252.

Dimedon 124. .

Dimethylbrenztraubensiure 265.

m-Dinitrobenzol, Reduktion 154.

Dismutation 16, 223.

— von Triosephosphat 135, 142.

Dissoziation 50.

Doppelbindungen, Hydrierung 153,
156.

Drehessigbildner 220.

Drigalski-Schalen 26.

Druckdestillation von Alkohol 115.

Druckperkolatoren 114.

Druckverfahren 24.

Duleit, Oxydation 229.

Dinger 64.

— Speckigwerden 65.

Durchliiftungsverfahren 227, 237.

Dysenteriebacillen 93.

Einzelkultur 45.

Einhorn-Gérréhrechen 109.

Eintauchessigbildner 220.

Eisen-Ammonium-Alaun 255.

Eiweil 30.

EiweiBfillung 84, 96, 120, 130, 226.

Eiweil3-Liicke 100.

EiweiB-Schlempe-Verfahren 19,
101.

EiweiB-Synthese 100.

Embden-Meyerhof-Schema 172.

Embden-Ester 133.

Emmentaler Kiise 21.

Endomyces vernalis 5, 33.

— Verfettung 106.

Endosporen 67.

Enolase 141, 142.

Allgemeines Sachverzeichnis.

Entbitterung von Bierhefe 19.

Enteiweiung 96, 120, 131, 226.

Entfetten von Glas 54.

Entwicklung der Girungschemie
17.

Entwicklungsformen,
skopische 59.

Enzyme 99, 170.

— adaptive 51, 283.

— Chemie der 126.

— konstitutive 51, 283.

Erdkulturen 50.

ErdnuBschalen 21.

Erlenmeyerkolben 28, 72, 74.

Erreger, anoxydativer Gérungen
15.

— oxydativer Gérungen 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 Acetonpripa-
raten 217.

— — — Impfkulturen 215.

— — — Massenkulturen 216.

— — — ruhenden Bakterien 217.

— Isolierung aus Bier 214.

— Néhrboden 49.

— Vorkommen 44.

Essigbakterien-Dehydrase 23, 222.

Essigdarstellung 23.

Essiggiirung, Abfangen von Acet-
aldehyd 220.

— Ausgangsmaterialien 219,

— Chemismus 222.

— Technologie 219.

— Zwischenprodukte 220.

Essighaut 23, 219.

Essigsdure 17, 21.

— Verwendung 3.

— Welterzeugung 3.

Essigsdure-Acetatpuffer 125.

Essigsdure-Glyceringéirung 164,
170.

Essigsiure-Mannitgéirung 165, 171.

Eudiometer 84, 109, 111, 136.

Eulers-Faktor 14.

Exkremente, als Fundort fiir Bak-
terien 44.

Exiguus-Hefen 59, 87.

ultramikro-
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Exoporen 67.
Extraktion 84, 85.
Extraktionsapparate 273.
— nach Schmalfuss 104.

Fadenbakterien 59.
Faktor Z 14, 143.

Faktoren der Gérprozesse 12, 13.

Fiarbemethoden 55.
Farbstoffe 55.
Farbstofflosungen 269.
Faulschlamm 65.
Faust-Heim-Apparat 120.
Federstrichkultur 45, 46, 89.
Fehlingsche Lésung 160.
Ferment, Gelbes 127, 140.

Fermente, Extrahierbarkeit der 58.

Fernbachkolben 74, 104.
Fettbdume 105.
Fetterzeugung 5, 19.
Fettgehalt, Bastimmung 104.
Fettreagens 102.

Fettsiuren, 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 Flussigkeiten 30, 42.

— von Gasen 37.

— — Nghrbéden 30.
Fixierung von Priparaten 53.
Flavin-Enzym 156.
Fleischextrakt 29.
Fleisch-Peptonwasser 35.
Fleischwasser 35.

Flockenmilchsdurebakterium 87,88.

Foliencolorimeter 30.
Formaldehyd 42, 224.

— Hydrierung 150.
Formicodehydrase 224.
Formolgrad 96, 100.
Fortziichtung 47, 49.
Fremdinfektion 49.
Freudenreichkolbechen 27.
Fructose 21.

— im Holzzucker 114.

— Vergiirbarkeit durch Hefe 117.

— Vergédrung der 171.
Fructosemonophosphat 131.
Fuchsinlésung 56, 87.

Fumarsiduregarung 17, 24, 254 ff.

— Bedingungen 258.
~— Chemismus 260.
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Fumarsiduregirung, Erreger 258.
— Zwischenprodukte 259.
Fungi imperfecti 59.
Furfuralkohol 150.
Furfurol 115, 150.
Fusariengédrungen 266.
Fusarium lini 143.
Fuselsle, Bastandteile 115.
— Entstehung 117, 118.
— Verwendung 2.
Futterhefe 5, 19, 100.
Futtermittelerzeugung 4.

Galaktose 7.

— im Holzzucker 114.

— Vergirbarkeit durch Hefe 117.

Galaktose-Zymase 51.

Galaktonsiure 231.

Gallensdure, Reduktion 153.

Gallerten 45.

Gasatmosphire, indifferente 48, 81.

Gasentwicklung 82.

Gasmesser 94.

Gasmessung 195.

Gasometer 84.

Gaswaschflaschen 72, 77.

Gay-Lussac-Gleichung 117.

Géraroma 115.

Géraufsidtze 72.

Garfahrung 14, 82.

Girgase 82.

Gargefdafe 72 ff.

Girgeschwindigkeit 12, 53.

Géarkammer 82.

— Einrichtung 272.

Girkraft, Bestimmung bei Hefe
109.

Gérprodukte, flichtige 84.

— gasférmige 83, 84.

— nichtfluchtige 84, 85.

— Trennung bei dsr Butanol-
Acetongiaruirg 189.

Gérprozesse, Badautung 2.

— Faktoren, dullere 13.

~— — innere 12,

— TUmschaltung 10.

Garrohrchen 109, 124, 125.

Garsubstrat, Herstellung 81.

— Sterilisierung 81.

Géartemperatur 13, 82.

Gartrommel 23, 79, 227, 243.

Gértrommelverfahren 227.

Gérung, anoxydative 15.

— Charakteristik 15.

— oxydative 15.
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Gérung, alkoholische, bei der Ci-
tronenséurebildung 252.

— — bei der Fumarsdurebildung
260.

— — Beziehung zur Sdurebildung
260.

— — von Rhizopus nigricans 265.

Géarungsaktivatoren 14.

Géirungschemie Bedeutung
industrielle 1.

— — préparative 6.

— — wissenschaftliche 6.

— Entwicklung 17.

— technische 9.

Gérungsendprodukte 9.

Gérungsgleichung 18.

Gérungsindustrie 1.

Gérungsorganismen, Anforderung
an 12.

— Aufbewahrung 270.

— Auffindung 12, 43.

— Aufzichtung 12.

— Auswahl 12, 53.

— Bedeutung 5.

— Gewinnung 12, 43.

— Identifizierung 54.

— Vorkommen 44.

Gérungsschema 9, 83, 142.

Girungsvorgénge, Aufklirung 6, 8.

Géarungszwischenprodukte 8.

Gérverlauf, Kontrolle 82.

Gérvermoégen, Abnahme 50.

— Konstanthaltung 12.

— Schwankungen 53.

Géarverschluf§ 72.

Gérversuche, Ansetzen 79.

— Aufarbeitung 83.

— Vorbereitung 270.

GefiBmaterial, EinfluB3 14.

GeiBelfirbung 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 Girungsorganis-
men 12,

Allgemeines Sachverzeichnis.

Gewdhnung von Organismen 12,
51, 215. :

Gewohnung an Substrate §1.

Gipsblockkultur 58.

Glasballon 72.

Gléserprobe 97.

Glassinterfilter 42, 91, 103.

Glassorten 29.

Gleichgewichtsester 129, 133.

Gleichteilverfahren 54.

Glucoheptit 230.

Glucoheptulose 230.

Gluconsduregidrung 23, 24.

— Durchliftungsverfahren 242.

— QOberflichenverfahren 242.

Gluconsdure 17.

— Bildung durch Enzympréiparate
238.

— — — Essigbakterien 230.

— — — Nektarhefen 268.

— — — Pilze 237.

— — in Schiittelkultur 240.

— Darstellung 230, 237.

— Oxydationsprodukte der 232.

— Zwischenprodukt bei der Ci-
tronenséuregirung 252.

— — — — Oxalsiuregirung263.

Gluconséurebildung, Bedingungen
241.

~— Enzymchemie 231, 242.

Glucose, Bestimmung 160.

— Vergidrung 171.

Glucosedquivalente, Berechnung
191.

Glucosemonophosphat 131.

Glucoseoxydase 238, 242, 244.

Glucosonsaure 233.

Glutaminsigure 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.

Glycerinaldehydphosphorséure
133, 172, 286.

Glyceringérung, Technologie 123.

Glycerinphosphorsédure 131, 183.

Glycerinsiure 183.

Glykogen 58, 108.
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Glykogensynthese 143, 286.

Glykolaldehyd 150, 170, 253.

Glykolase 170.

Glykole, Bildung durch Essig-
bakterien 230.

Glykolsdure 253, 264.

— Prufung auf 262.

Glyoxylsdure 264.

— Prufung auf 262.

Gramsche Fiarbung 55, 283.

Granula 58.

Granulobacter 66.

Griinfuttersilierung 4, 163.

Grinmalz 115.

Guluronsdure 233.

H,-Acceptor 177.

Haferhiilsen 21.

Halbdestillation 174, 191.

Halbierungsverfahren 54.

Haltbarkeit der Hefe, Bestimmung
97.

Héaminsystem 223.

Hansenkoélbchen 27.

Harden-Young-Ester 133.

Harn, Biosgehalt 92.

Hartfilter 42.

Hauptgirung 82, 116.

Hefe 15, 60, 80.

— Abtrennung 100.

— Ausbeute 98, 284.

— Biosgehalt 92, 284.

— Einteilung 58, 59.

— Fortziichtung 89.

— Morphologie 58.

— als Nahrungsmittel 101.

— okergérige 58.

— pathogene 57, 59.

— Physiologie 58.

— rote 59.

— schwarze 59.

— sgporenbildende 58.

— sporenlose 59.

— untergérige 58.

— TUntersuchung 86, 96.

— verarmte 80, 107.

— Verfettung 102.

— Vorkommen 57.

— Wirkungen, oxydative 267.

— Zitichtung 88.

Hefeausbeute, Bestimmung 95.

Hefeautolysat 34.

Hefeextrakt, Wuchsstoffnachweis
91.

Hefefirbung nach Moller 86.
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Hefegidrung 17, 19.

— Umschaltung 170.
Hefekochsaft 110.

Hefendhrbéden 33, 36, 41.
HefepreBsaft 19.

Heferassen, Verhalten gegen Bios

Hefereinzucht 18.

Hefesaft 34.

Hefesubstanz, Aufbau 97, 98.

— Entstehung 99.

Hefetherapie 101.

Hefetrockensubstanz, Bestimmung
91.

Hefewasser 29, 34, 228.

Hefeziichtung 88.

HeiBluftsterilisator 37.

Hemmungskorper 126.

Henneberg-Nihrboden 35.

Henze-Dampfer 113.

Heptylaldehyd 150.

Heptylalkohol 115.

Heubacillen 44, 157, 158, 186.

Hexenol 150.

Hexosen 16.

Hexosediphosphat,
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 fiir Gérungen 94.

Holzkohle 195.

Holzmehl, Vergéirung 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.

— — Nitrokérpern 153.

— — ungesittigten Verbindungen
153.

Darstellung
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Hydrierungen von Séduren 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.

Indoylessigsdure 92.

Infektion, Fernhaltung von 88.

Ingwerbier 58.

Inosit, Oxydation 230.

Invertase 128.

Tonenzuchtwahl 45.

Isobutylalkohol 115, 118.

Isobutyraldehyd 115, 150.

Isolierung von Zwischenprodukten
10.

Isoleucin 118.

Isomerasen 132.

Isopropylalkohol 22.

— Bildung 191, 288.

— Oxydation 224.

Isovaleraldehyd 150.

Itaconséiure, Verwendung 4.

Jodessigsdure 133, 253.
Jodoformprobe 111.
Jodpriifung 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, Vergirung auf
Aceton 192.

Kartoffelnihrbéden 38.

Kasein 41.

Késereifung 20.

Katalase 16, 223.

Kefir 20.

Keimgehaltsbestimmung 53.

Keimung der Gerste 115.

Keimzihlung 57.

Allgemeines Sachverzeichnis.

Keltern 116.

Kernhefe 90.

Kerzen, zur Filtration 42.

Ketipinsdure 252.

2-Ketogluconséure 17.

— Bildung 232.

— Identifizierung 233.

5-Ketogluconséiure 17.

— Darstellung 232.

— Nachweis 232.

Ketonaldehyd-Mutase 170 ff., 222.

— der Essigbakterien 225.

Ketonaldehyde, Hydrierung 152.

Ketone, Hydrierung 150, 152.

— ungeséttigte, Hydrierung 154.

Ketosduren, Dscarboxylierung 125.

— Entstehung aus Zuckercarbon-
sduren 6, 232.

— Hydrierung 150, 154.

Ketosen, Bildung durch Essig-
bakterien 229, 230.

— Vergirung durch Essigbakterien
226.

Kettenmilchsdurebakterium 87.

Kieselalgen 106.

Kieselgur 42.

Kinasen 126.

Klérschichten 31. .

Klirung von Substraten 30.

Kleingérmethode 108.

Kloeckera 59. -

Kluyver-Kolben 77, 94.

Knospen 96.

Knospung 58.

Kochkolben 28.

Kochsalzlésung, physiologische 21 6.

Kochscher Dampftopf 37.

Kochsches Plattenverfahren 46.

Kodeinreaktion 262.

Kognak 117.

Kohlensédure-Tabellen 280.

Kojisdure 17, 25.

— Bildung durch Essigbakterien
245.

— Bestimmung 243.

— Gewinnung 244.

— Prifung auf 243.

Kojisduregirung 25.

— Chemismus 244.

— Erreger 244.

Kolonien 53.

Kolonnenapparate 115.

Kombucha 58.

Komplemente 126.

Kompressor 94.
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Kondensationsprozesse 22, 208.

Konidien 67.

Konservierung von Nahrungs-
mitteln 4, 20.

Konstanthaltung des Gérver-
mogens 12.

Konzentration der Nihrlésung 13.

Képfchenschimmel 72.

Kornbrennerei 114.

Kraut, Einsduern von 4.

Kreatin 131.

Kristallviolett 55.

Kiihlraum 274.

Kugelmuhle 104.

Kugelzellen 72.

Kultur, Aufbewahrung 50.

— submerse 237.

— Vorbereitung 80.

Kumys 20.

Kunstfasererzeugung 101.

Kunsthefefabrikation 18.

Laboratoriumsessigbildner 218.

Lactatvergidrung 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.

— fruetivorans 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.

Lactoflavinphosphorsdure 141.

Lange-Kolorimeter 96.

Lauterbottich 1186.

Leuchtgas 84.

Leucin 92, 118.

Liebermann-Burchardsche Re-
aktion 103.

Lignin, Vergirung 213.
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Lignin-Huminséuren, Vergirung
213.

Lipase 127.

Lipoidgehalt-Bestimmung 103, 285.

Lochbildung im Schweizerkise 21,
61.

Lofflersche
87.

Lohnsteinsches Saccharometer109.

Luftbad 113.

Lufthefeverfahren 94 ff.

Lugolsche Losung 56.

Lupulin 115.

Lysin 92.

Methylenblaufirbung

Macerationssaft 108, 130.

Magazin, Einrichtung 274.

Magnesiumionen, Einflul 132.

Maisbrennerei 114.

Maischebakterien 67.

Maischproze3

Maiskolben, Verwertung 21.

Maiswiirze-Agar 39.

Malachitgrin 55.

Maltose, Vergdrbarkeit 59, 117.

Malzessig 220.

Malzgewinnung 115.

Malzwiirze 33.

Manganionen, Einflu von 132.

Mangelerkrankungen 101.

Mannit 21.

Mannit, Bestimmung 165.

— Identifizierung 167.

— Isolierung 166.

Mannitgidrung der Pilze 25, 166.

— — Riiben 171.

Mannit-Essigséuregéirung 21, 165.

Mannonsidure 231, 242.

Mannose, Vergirbarkeit 117.

Mannose-6-Phosphorséure 131,133.

Massenkulturen von Bakterien 159,
180, 216.

— — Schimmelpilzen 235.

Melasse 100.

— Backhefegewinnung aus 94.

— Kldrung 99.

— N-Gehalt 95.

Melassebrennerei 114.

Melassewiirze 33, 94.

Membranfilter 42.

Messokular 57.

Messungen, mikroskopische 57.

Metallschalen, bei der Garung 74.

Metallspuren, Einflu3 14, 93.

Methan, Verwendung 4, 212, 214.
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Methanbakterien 212.

— Vorkommen 44.

Methangdrung 23, 65, 212, 214.

— Chemismus 213, 214.

Methanol 84.

Methode der natiirlichen Reinzucht
45.

— nach_Zeisel-Fanto-Stritar 120.

Methyl-Athyl-Keton 195.

— Hydrierung 152.

Methylenblau 55, 222.

Methylenblau-Atmung 221.

Methylglyoxalase 16
(vgl.auchKetonaldehyd-Mutase).

Methylglyoxim 167.

Methyl-Phenyl-Carbinol 151.

Methyl-Phenyl-Glykol 146.

Methyltetronsiduren, 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.

Milchsdure 16, 20, 21, 23, 88.

— Abbau 287.

— als Hemmstoff der Oxalséure-
bildung 263.

— Bestimmung 160, 165, 286.

— Darstellung 162.

— Gewinnung 161.

— Identifizierung 175.

— optische Aktivitdt 163, 286.

— Racemisierung 163, 286.

— Verwendung 3.

— Welterzeugung 3.
Zn-Salz 168.

d Milchséure, Gewinnung durch
Pilze 163, 286.

Mllchsaurealdehyd 7, 150.

Mllchsaure-Athanolgarung 164,165.

Milchséurebakterien 20, 61, 88, 93,
185.

— heterofermentative 21, 170.

— Impfkulturen von 159.

— Massenkulturen 158.

— Niéhrboéden 49.

Allgemeines Sachverzeichnis.

Milchsdurebakterien, Regenerie-
rung 157.

— Trockenprdparate 159.

— Vorkommen 44.

Milchsduregirung 3, 20, 157.

— Faktoren 163.

— heterofermentative 164, 170.

— homofermentative 169.

— — Erreger 169.

— Technologie 162.

— TUmschaltung anderer Gérungen
in 170.

Milchséure-Essigsduregérung 21.

Milchserum-Kreide-Agar 38.

Milchzucker, Vergérbarkeit 59.

Milieudnderungen, Einflu3 10.

Mineralsalzlosungen 52.

Mischkulturen 13.

— bei Buttersduregidrung 197.

— — Hefegédrung 13.

— — Propionsiduregidrung 175.

Modellziichtungsversuche 98.

Modifikation von Bakterien 50.

Molekulargewichte 277 ff.

Molke 101.

— Butylgérung der 195.

Molke-Pepton-Agar 38.

Montanin 42,

Most 116.

Mucoraceengérung 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.

Nachgirung 82, 116.

Néhragar 39.

Nahrboden nach Bernhauer-
Gorlich 40.

— — Bredemann 40.

— Czapek-Dox 41.
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Néhrboden, Hayduck 41.

— Henneberg 35, 40, 41.

— Knop 40.

— Meyer 40.

— Uschinsky 40.

— Woeltje 41.

Nihrboden, Aufbewahrung 270, 289.

— fiir Bakterien 34, 35, 38, 39,
40, 49.

— — Hefen 33, 36, 41, 49.

— — Schimmelpilze 33, 36, 41, 49.

Nihrbodenkiiche 270.

Nihrgelatine 39.

Nihrlosung, Abfillen 31, 271

— Bereitung 30.

Néhrsalze 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.

Nektarhefen 268.

Nephelometrische Bestimmung,
der Hefemenge 92.

Neubergester 133.

Nickeldimethylglyoxim 147.

Nicotinsiureamid 93. .

Nitroaldehyde, Reduktion 150.

Nitrobenzoesidure-Athylester 112.

Nitrobenzol, Reduktion 154.

Nitroglycerin 123.

Nomenklatur 59.

N-Quellen 13.

N-Stoffwechsel 93.

Oberflichengirung 74.

Oberflichenkultur 81.

Oberflachen-Volumen,
76.

Objektmikrometer 57, 269.

Objekttriger, 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.

Verhéltnis
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Organismen, Fortziichtung 47.

Organismenmaterial 80.

Organismenkatalog 281.

Orleans-Verfahren 219.

Osmiumséure 103.

Ostsche Losung 121.

Oxalsduregirung 17, 25, 261 ff.

— Bedingungen 261, 262.

— Chemismus 263.

— Erreger 261.

Oxalessigsdure 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.

Oxyhémoglobin, Reduktion 150.

Oxyterephthalsédure, Bildung 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.

— glaueum 25, 70.

— javanicum 106.

— luteum 70.

— luteum-purpurogenum 242.

— oxalicum 261.

Pentabromaceton- Methode 250.

Pentosen, Vergidrung durch Bakt.
Coli 182.

— — — Butylbakterien 201.

— — — Mi chsidurebakterien 170.

— — zu KEssigsdure 21.

Pepton 29.

Perithetien 67.

Perseit 230.

Perseulose 230.
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Petrischalen 26, 46, 102.
Phenolcarbonsiéuren, Bildung
durch Pilze 245.
Phenylacetaldehyd 150.
Phenyl-Acetyl-Carbinol, Darstel-
lung 144, 145.
— Derivate 144, 145.
Phenyléathylalkohol 150.
Phloroglucinprobe 232.
Phosphatase 131, 225.
Phosphatbestimmung 287.

Phosphobrenztraubensédurel37,141.

Phosphoglyceromutase 141, 142.

Phosphoglycerinsdure 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.

— holzzerstérende 25.

Pilzdecken, fertige 81.

Pinzette nach Cornet 56.

Piperazin 115.

Piperidinlésung 119.

Pipette, automatische 91.

Plattenmikroskop 46.

Plattenverfahren 45, 46, 53.

Polyenaldehyde 105.

Praparate, mikroskopische 54.

Prézisionsaccharometer nach
Lohnstein 109.

Press-Kolben 74.

PreBlhefe, Gewinnung 94.

— Infektionen 87.

— Untersuchung 87.

— Verwendung 5.

— Zusammensetzung 98.

Probe nach Mendel-Neuberg 122.
~— — Schwarz (Chloralhydrat) 149.

Probeentnahme 82.
Probershren 26.

Propandiol 123.
Propionaldehyd 178.
Propionibacterium sp. 61, 64.

Propionsaurebakterien 21, 61, 159.

— Isolierung 173.
— Massenkulturen 159.

Propionséurebakterien, Nihrboden
49,

— Regenerierung 173.

— Vorkommen 44.
Propionséuregiarung 17, 21, 173 {f.
— Chemismus 177.

— Zwischenprodukte 178.
Propylalkohol, Oxydation 223.
Protolgérung 19.
Protokollfithrung 280 ff.
Provitamin D 101.
Pseudosaccharomyces 59.
Pukallfilter 42.

Pyridin 115.
Pyridin-Flavin-Katalyse 223, 230.
Pyrogallol-Kalilauge 49.
Pyrogallolreaktion 262.
Pyruvinatgérung 179.

Qualitétsessig 219.
Quetschwasser 219.

Radikalkettentheorie 9.

Raffination 115.

Raffinose, Vergirung 58.

Rahmséauerung 20.

Rasse XII 114.

Raumeinteilung im Laboratorium
274.

Reaktionsketten 8.

Redoxpotential 48.

Reduktionen (vgl. auch Hydrie-
rungen) durch Hefe 7.

Reduktionsprozesse bei der Butyl-
gérung 208.

Regenerierungsgérung 123.

Regenerierung butylogener Bak-
terien 187,

— der Saurebildung 248.

Reihenversuche, Vorbereitung 271.

Reinheitsprifung 97.

Reinigungsgéarung 45, 88.

Reinzuchtapparat 90.

Reinzucht, absolute 45, 88.

— naturliche 88, 113.

Reinziichtungsmethoden 45.

Reisbrennere1 114.

Reiskleie 92.

Reisndhrboden 36.

Rektifikation 115.

Reservefett 105.

Respirationsapparat 83.

Rest-C-Bestimmung 83.

Resynthese von Glykogen 254.

— — Xohlenhydraten 253.

Rhizoiden 72.
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Rhizopin 92.

Rhizopusarten, Vorkommen 44.

Rhizopus nigricans 71, 254.

— suinus 92.

Rieselttrm 76.

Rieselwiesen 65.

Riesenkolonien 58.

Riesenzellen 65.

Rimini-Reaktion auf Aldehyd 118.

Rolison-Ester 133, 172.

Roggensuppe 34.

Rohstoffe der alkoholischen Gé&-
rung 113.

Roux-Kolben 26, 94.

Riubenbrennerei 114.

Ruheverfahren 226.

Rum 117.

Saccharomyces-Arten 58.

Saccharcmyces-Einheit 91.

Saccharcmyces cerevisiae 59, 60.

— ellipsoideus 59, 60, 88.

— Hansen 268.

— Ludwigii 52.

Séuren, flichtige, Bestimmung 165,
211.

Sauregrad 99.

Sédurehydrazide 124.

Saké 116.

Salicylaldehyd 150.

Saligenin 150.

Salmonella 182.

Salzwitkung 123.

Sammlungen von Mikroorganismen
281.

Sauverfutter 44.

Sauerkraut 4, 20, 44.

Sauerstoif, Entiernen von 48, 49.

Sauerteig 4, 20, 44.

Schachtelpiobe 97.

Schichthéhe, EinfluB 76, 249.

Schimmelpilze 15, 67, 80.

— Isolierung 234.

— Massenkultur 235.

— Nahrbéden 33, 36, 41.

— Trockenpréparate 235, 236.

Schlamm, belebter 65.

Schleimessigbakterien 67.

Schlempe 19.

Schnellessigbakterien 67.

— Isolierung 215.

— Trennung von Bieressigbak-
terien 215.

Schnellessigverfahren 23, 76, 218,
220.
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Scholler-Tornesch-Verfahren 18,
100, 114.

Schriagagar 31.

Schiittelkultur 48, 81.

Schiittelmycel 78, 81.

Schwefeldioxyd als Desinfektions-
mittel 42.

Schwermetallspuren 29.

Schweizer Kise 21.

Sclerotinia 25.

Seitz-Filter 31, 42.

Sexualhormone, Reduktion 153.

Sharple 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.

Sorbinylidenbrenztraubenséure 150

Sorbosebakterium 23.

Sorboseerzeugung 23, 227.

Sorbose-1-Phosphorsdure 134.

Sorburonsdure 233.

Speckigwerden des Diingers 65.

Spiritll)ls (siehe Alkohol und Atha-
nol).

Sporangientréiger 72.

Sporenbildung bei Bakterien 59.

— — Hefe 58.

— — Pilzen 67.

Sporenfirbung 56.

Sporensuspension 235.

Sprit, Welterzeugung 2.

Spritessig 219.

SproBpilze 58.

Sprossung 86, 96.

Stammldsungen 30, 271.

Staphylococcus aureus 93.

Stérke Hydrolyse 257.

— Verkleisterung 113.

— Verzuckerung 113,
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.

114, 116,
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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.
Substratspezifitit 126, 132, 141.
Substratwechsel 13, 52, 283.
Sulfitgdrung von Aspergillus niger
265.
Sulfitlauge 18, 100, 114.
Sulf.tlauge, Butylgirung 195.
Superzentrifuge 81.

Takadiastase 237. -

Teestaub, Gehalt an meso-Inosit
92.

Tetrite, Oxydation 230.

Thermobacterium (sieche unter
Lactobacillus).
Thermobakterien, cellulosever-

géirende 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.
Tribométhanol 150.
Trichlordthanol 149.
— TIdentifizierung 149.
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Triebkraft 87.

— Bestimmung 97, 109.
Trimethylenglykoll 123.
Triosephosphorsdure 16, 133, 172.
Trockenhefe 5, 100, 107, 285.
Trockenpriparate 55.

— von Bakterien 159.

— — Schimmelpilzen 236.
Trockensubstanz 98.

— Bestimmung 91, 107.
Tropfen, hingender 54.
Tropfchenkultur 46, 87, 89.
Trub 19.

Tryptophan 118.

Tryptophol 118.
Tuschepunktverfahren 45, 47.
Tyrosin 118.

Tyrosol 118.

Ultrafilter 42.

Umschaltung von Gérungen 10.
Umwandlungsphasen 9.
Unterteilungsverfahren 54.

Vakuolen 58, 86.

Vakuum, Kultivierung 48.

Vakuumdestillation 84.

Vakuumverdampfungsanlage 273.

Valeraldehyd, Reduktion 148.

Valeraldehydammoniak 149.

Valeriansdure 197.

Valin 118.

Varianten 52.

Variation 50.

Veratmung von Sauerstoff 49.

Verdauungsfermente 101.

Verdiinnungsverfahren 45, 186.

Verfahren, submerses 24.

Verfettung 52.

— von Hefe 102.

Vergidrungsform, Chemismus 123.

— erste 108.

— zweite 118.

— dritte 127.

— wvierte 136.

— funfte 134.

Vermehrungsfihigkeit 98.

Verwertung landwirtschaftlicher
Produkte 2.

Vibrio 56.

Vierkantflaschchen 26.

Vitalfarbung 55, 56.

Vitamine 127.

Vitamin-B 93, 101.

— Gehalt der Hefe 285.
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Vitamin C 24.

Vitaminreichtum 101.

Vorkommen von Girungserregern
44.

Vorziichtung 81.

Wachstumsstimulatoren 29, 93.

Warburgsches Coferment 140.

Waschung von Gasen 48.

— physiologische 30.

‘Wasser, Bedeutung fiir die Gérung
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.

‘Weinsédure 25.

‘Weillbier 20, 116.

‘Weltmarkteiweill 5.

Whisky 117.

‘Widmer-Kolonne 112.

Wi:landsche Theorie 222.

Wirkgruppe 126.

Wirkstoife 14.

Wirkungsspezifitdat 126.

Woulffsche Flasche 72, 94.

‘Wuchshefen 100.

Wuchsstoffe 29.

— Trennung von Z-Faktor 144.

‘Wuchsstoffbedarf, Bestimmung 91.

‘Wuchsstoffgehalt, Nachweis 91.

Wiirzeagar 36.

Wiirzebakterien 67.

Wiirzebereitung 116.

Wiirzegelatine 36.

Wiirze-Kreide-Agar 36.

Wiirze, Vergirung 116.
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Xyloketose 230.
Xylonséure 231.

Zihlkammern 57, 87.

Zahlplatten 53.

Zahlungen 57.

Zeichenapparat 269.

Zellformen, hypertrophische 65.

Zellgeschehen, Chemismus 6.

Zellgifte 10.

Zellstoffproduktion 100.

ZellvergroBerung 52.

Zentrifugen 273.

Zephirol 42.

Z-Faktor 14, 143.

Zimtaldehyd 150.

Zimtalkohol 150, 154.

Zink 93.

Zuchtung von Hefe 88.

Ziichtungskammern 210.

Zichtungsprotokolle 282.

Zuckerabbau 15, 16, 141.

Zuckeralkohole, Oxydation 229.

Zuckerbestimmung nach Bert-
rand 160.

— — Lehmann-Maquenne-
Schoorl 164.

Zuckerkonzentration, Einflufl 98.

Zuckerkurven 275, 276,

Zuckersiure, Bildung durch Nek-
tarhefen 268.

Zucker, Oxydation 17, 229.

— vergirbare 117.

Zulaufverfahren 94, 98.

Zusammensetzung des Substrates
13.

Zusatze 82.

Zwischenprodukte 8.

— bei der Butylgérung 200, 202,
203, 207.

— — — Citronensduregirung
250.

— Coligdrung 183.

— — — Essiggdrung 220.

— — — Fumarsduregérung 259.

Oxalsduregérung 262.

— — — Propionsiduregirung 178.

— Festlegung 10.
Umwandlung 11.

Zymase 19, 142.

— der Es51gbakterien 225.

— — Schimmelpilze 267.

Zymin 107.

Zymohexasesystem 132, 135, 142.

Zymohexosen 117.

Bernhauer, Girungschemisches Praktikum, 2. Aufl. 20



II. Spezielles

(Bildung, Umwandlung, Nachweis

Gérprodukte und

Bildung

Substrate (.1urch aus
(Organismen usw.) (Substrate usw.)
Acetaldehyd Hefe 10, 17, 118, 142 bei der zweiten Vergirungs-
Essigbakterien 10, 220 form 10, 118, 123, 184, 185,
Butylogene Bakt. 198, 202, 198, 202, 207, 265
207 Brenztraubensiure 16, 124,
Colibakterien 184 142, 184
Schimmelpilze 265, 266, 267 | Alkohol 220
Carboxylase 124 Zucker 118, 123, 265
Methylglyoxal 184
Athylenglykol 184
Acetaldol -— —
Acetessigsiure butylogene Bakterien 205 Essigsaure 17, 206

Acetoin (Methylace-

Hefe 146, 155

Acetaldehyd 146, 147

tylcarbinol) Aerogenesbakt. 184, 185 Brenztraubensidure 155, 201

Aerobacillen 208 Kohlehydraten 170
butylogene Bakt. 201 2,3-Butylenglykol 230
Essigbakterien 230

Acetol Essigbakterien 230 Propylenglykol 230

Aceton butylogene Bakt. 66, 190,| Kohlehydraten 188, 208

204, 205 Essigsdure 17, 205

Aerobacillen 208 Acetessigsiure 17, 205
Essigbakt. 225 Isopropanol 225

Apfelsaure Rh. nigricans 256 Glucose 256
Fusarien 256; Pflanzen 253

Athanol Hefe 108, 109, 113 ff. Cellulose 23, 212

Butylbakt. 66, 189
Cellulosevergirer 23, 212
heterofermentative Milch-
saurebakt. 164
Colibakt. 180, 183
Thermobact. mobile 21
Essigbakt. 221, 225
Rh. nigricans 265
Schimmelpilze 10, 266

Sulfitablauge 114

Tort 115

Zuckerarten 117, 164, 225, 265

Acetaldehyd 11, 17, 183, 184,
221




Sachverzeichnis.
und Bestimmung der wichtigsten Gérprodukte.)

Umwandlung Isolierun
& Quantitative
durch in Nachweis und Beosti
- o estimmun
(Organismen usw.) (Ulggzﬁﬁ‘;’gs Identifizierung g
Hefe 138, 142, 146 | Athanol 11, 17, 184, Nitroprussidnatri- | maBanalytisch 119

butylogene Bakt.
11, 207
Essigbakterien 221

202, 207, 220
Essigsdure 17, 184,
221
Acetoin 146, 201
Aceton 207

umreaktion 118
mittels Dimethon
124
als 2,4-Dinitrophe-
nylhydrazon 169

Hefe 150
butylogene Bakt.
207

1,3-Butylenglykol
7, 150
Aceton 207

butylogene Bact.
206, 207

Aceton 11, 17, 206,
207

neben Aceton 206

Hefe 152

2,3-Butylenglykol

als p-Nitropheny!l-

als Nickeldimethyl-

Aerobacillen 208 152, 184, 208 osazon 146 glyoxim 147
Hefe 152 Propylenglykol 152 — —
Butylbakterien 203 | Isopropanol 203 p-Nitrophenylhydr- | Umwandlung in
azon 194 Jodoform 190
Dibenzalaceton neben Acetoin 190
194 neben Acetessig-

sdure 206

Uberfithrung in
Fumarsiure 256

Essigbakt. 217 ff,
220

Rh. nigricans 259

Hefe 99, 267, 268

Aspergillus 267

Schimmelpilze 266

Essigsaure 3, 23,
217

Acetaldehyd 220
Bernsteinsiure 268
Fumarsiure 259
Oxalsiaure 268
Citronenséure 268
Fett 102, 105
Zellsubstanz 99

p-Nitrobenzoe-
sdurester 112

Jodoformprobe 111

Oxydation zu Acet-
aldehyd 112

Zeisel-Fanto 112,
180

Oxydation zu Essig-
saure 112, 180

pyknometrisch 112

neben Acetaldehyd
121 :

neben Butanol 189

neben Essigsiure
218

20*
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Garprodukte und

Bildung

S durch aus
ubstrate X
(Organismen usw.) (Substrate usw.)
Athylenglykol — —
Ameisensaure Colibakterien 180, 182 Kobhlehydrate 180, 208
Butylbakterien 200, 201 Brenztraubensidure 182, 200,
Aerobacter 208 201
Cellulosevergarer 23, 213 Glycerinph. 182
Schimmelpilze 264 Cellulose 23, 213
Fumarsidure 264
Bernsteinsaure Colibakterien 17, 182 Essigsdure 11, 180, 260
Aecrobacillen 208 Glucose 176, 182, 254
Propionsaurebakterien 17, Glycerin 180
176, 179 Glutaminsaure 118
Rh. nigricans 254, 258 Alkohol 259
Hefe 268; Fusarien 266
Brenztraubensiure Hefe 10, 136ff, 263 Zuckerarten 10, 136, 183,
Milchsaurebakt. 169, 172 200 ft
Propionsaurebakterien 178 Hexosediphosphat 136
Colibakterien 183 Phosphoglycerinséure 169, 182
Schimmelpilze 265 Abfangung 172, 178, 265
Butylbakt. 200, 202, 204
Butanol Butylbakt. 66, 188, 198, 203 | Kohlehydrate 188
Hefe 115, 150, 152 Buttersaure 198, 203
Crotonaldehyd 150, 154
Crotylalkohol 154
im Fuselol 115
Buttersiure Butylbakt. 66, 188, 198, 207 | Getreidemaische 188, 198

Cellulosevergarer 22, 212
Hete 115

Acetessigsdure 203
Brenztraubensidurealdol 200
Cellulose 22, 212

im Fuselol 115

1,3-Butylenglykol

Hefe 7, 150, 152

Acetaldol 7, 150
Acetessigaldehyd 152

2,3-Butylenglykol

Hefe 7, 152
Aerobacillen 21, 181, 184
Aerogenesgruppe 21, 181

Acetoin 152, 181, 184, 208
Glucose 181
Diacetyl 7, 152
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Colibakt. 184

Acetaldehyd 184

Colibakt. 184
Bakterien 182, 183

CO, und H, 182,
183

neben Essigsiure
180 -

Aspergillusarten Oxalsdure 264 Kalomelmethode
264 180
Propionsiurebakt. | Propionsiure 178 | Extraktion 175 Ag-Salz 256
178
Hefe 124 Acetaldehyd 11, 16,| 2,3-Dinitrophenyl- | Cerisulfat 137
heterofermentative 124, 142, 183 hydrazon 136,
Milchsdurebakt. | Milchsiaure 171, 172 169
177 182, 183

Colibakt. 183

Butylbakt. 200,202,
204

Carboxylase 124

Essigsdure 170,177,
178, 182, 183,
200, 202

Propionséure
178

Ameisensiure 182,
183, 200, 202

Butylprodukte 202

Acetoin 202

Aceton 202

177,

Destillation 193

neben Athanol 189

Butylbakt. 198, 207

Butanol 198, 201
Aceton 207

Ag-Salz 196
Ca-Salz 197

neben Essigsdure
191

Essigbakt. 230

Acetoin 230

Nickeldymethyl-
glyoxim 182
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Bildung
Garprodukte und
Substrate (.iurch aus
(Organismen usw.) (Substrate usw.)
Butyraldehyd — —
Citronenséura Aspergillusarten 245 ff. Rohrzucker 245
M. piriformis 248 Ca-Acetat 250
Fusarien 266; Hefe 268 Ba-Acetat 268
Crotonséure — ‘ —
Diacetyl — —
Dioxyaceton Essigbakt. 7, 23, 228, 289 Glycerin 7, 23, 228, 289
Dioxyacetonphos- Hefemacerationssaft 132 Hexosediph. 132, 139
phorsiure Zymohexase 132 Abfangung 132
Essigsiure Hefe 127, 128, 268 Acetaldebyd 17, 183, 184,220ff .
heterofermentative Milch- Pentosen 21, 170
sdurebakt. 21, 164 Hexosen 21, 164, 170, 183,
homofermentative Milch- 199, 226
siurebakt. 163, 170 Cellulose 23, 211, 213
Propionsgurebakt. 22,173,176 | Getreidemaische 188, 192
Colibakt. 180, 182 Milchsaure 173, 176
Butylbakt. 189ff., 198, 201 | Brenztraubensiure 176
Aerobacillen 204 Athanol 3, 23, 259, 268
Cellulosebakt. 23, 211 ff. im Fuselsl 115
Essigbakt. 217, 229, 226 bei der 3. Vergirungsform 127, |
Schimmelpilze 259, 266, 267 128
Fructose 1 Essigbakt. 230 Mannit 230
Fumarssure Rh. nigricans 24, 254 ff. Bernsteinsaure 11, 260
Asp. fumaricus 258 Glucose 255
Alkohol 259
Ca-Acetat 260
Galaktonsgure Essigbakt. 7, 231 Galaktose 7, 231

1 In diesem Fall sind nur einfache Umwandlungsvorginge angefiihrt.
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Butylbakt. 203, 207 | Butanol 203 — —
Aceton 203, 207
— — Ca-Salz 246 als Ca-Salz 246

als Pentabrom-
aceton 250

Butylbakt. 203, 207

Butanol 203, 207
Aceton 203, 207

Hefe 7, 152

Butylenglykol 7,
152

Hefe 152

Glycerin 152

Krystallisation 229

Fehling-Reduktion
229

Hefemacerations-
saft 132

Glycerinaldehydph.
139

Phosphoglycerin-
séure 139

Glycerinphosphor-
sdure 139

Butylbakt. 205, 207
Asp. niger 250
Rh. nigricans 260
Hefe 268

Aceton 205, 207
Bernsteinsiure 11,
260, 268
Fumarsaure 260,
268
Citronensiure 250
Oxalsdure 250, 262
Acetessigsiure 208
Athanol 208

Ag-Ralz 176,192,196
p-Bromphenacyl-
ester 174

neben Propion-
sdure 173, 174

neben Buttersiure
191

neben Athanol 218

heterofermentative
Milchsidurebakt.
21, 165

Essigbakt. 245

Mannit 21, 165
Kojissure 245

Rh. nigricans 260
Aspergillus 264

Apfelsiure 260
Ameisensiure 264
Glyoxylsiure 264

Ca-Salz 254, 255,
258

Mercurosalz 255
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Bildung
Garprodukte und .
Substrate ('J.urc aus
(Organismen usw.) (Substrate usw.)
Galaktose Essigbakt. 229 Dulcit 229
Gluconsiure Essigbakt. 23, 230 Glucose 7, 17, 23, 24, 230,
Schimmelpilze 24, 287 ff. 237
Glyoxylsiure Schimmelpilze 264 Fumarsiure 264
Glycerin Hefe 1181f, 123, 127, 136, 152 | bei der 2. Vergarungsform
heterofermentative Milch- 118, 123 '
siurebakt. 164 bei der 3. Vergarungsform 127
bei der 4. Vergarungsform 136
Hexosephosphat 136, 138
Dioxyaceton 152
Glucose 164
Glycerinphosphor- Hefe 139, 142 Triosephosphorsiure 139, 142,
sdure Milchsdurebakt. 172 172, 182 ‘
Colibakt. 182
Glycerinsiure — —
Hexosediphosphat | Hefe 128 ff. Glucose 182
Milchsaurebakt. 172 Robhrzucker 128
Colibakt. 182
|
Isopropanol Butylbakt. 191, 203, 208 Getreidemaische 191 ff.

Arabinose 203
Aceton 203

2-Ketogluconsiure

Essigbakt. 232

Gluconséure 7, 17, 232

5-Ketogluconsiure

Essigbakt. 232

Gluconséure 7, 17, 232
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Essigbakt. 231
Hefe 117

Galaktonsiure 231
Vergérbarkeit 117

Essigbakt. 7, 17,
232 ff.

2-Ketogluconsaure
7, 17, 232, 233

5-Ketogluconsiure
7, 17, 232

Ca-Salz 231, 238

aus dem Ca-Gehalt
231, 2388

Schimmelpilze 264

Ameisensdure 264
Oxalsiure 264

Essighakt. 7, 23,
228 ff.
Bakterien 123
Propionsidurebakt.
178, 179
Colibakt. 183

Dioxyaceton 228 ff,
1,2-Propandiol 123
1,3-Propandiol 123
Propionséiure 178,
179
Propionaldehyd
178
Alkohol 183
Ameisensiure 183

Oxydation zu
Triose und Or-
cinreaktion 122

durch Destillation
121

als Isopropyljodid
120

nach Wagenaar 165

Milchsdurebakt. 172
Colibakt. 182, 183

Triosephosphor-
sdure 172

Alkohol 182, 183

Ameisensidure 182,
183

Colibakt. 183

Essigsdure 183
Ameisensaure 183

Hefe 134, 135, 138
Milchséurebakt. 167
Colibakt. 182, 183
Essigbakt. 225

Schimmelpilze 266

Phosphoglycerin-
sdure 138

Dioxyacetonph.
142, 182

Methylglyoxal 134,

Propionsaurebakt. 167, 178, 183,
178 202, 225, 266
Butylbakt. 202 Brenztraubensiure
: 136
. Essigbakt. 224 Aceton 224 — neben Aceton 191

K-Salz 233
Chinoxalinderivat

233

Ca-Salz 232
Farbreaktionen 232
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Girprodukte und

Bildung

Substrate durch aus
(Organismen usw.) (Substrate usw.)
Kojisdure Schimmelpilze 243 Glucose 243
Essigbakt. 245 Fructose 245
Mannit 245
Mannit heterofermentative Milch- Fructose 165
sdurebakt. 165 Zucker 25
Schimmelpilze 25
Mannonséiure Essigbakt. 231 Mannose 231, 242
Schimmelpilze 242
Mannose Essigbakt. 229 Mannit 229
Methylglyoxal Hefe 134 bei der 5. Vergirungsform
Milchsgurebakt. 167, 171 134
Propionséurebakt. 178 Triosephosphorsiure 16
Colibakt. 183 Hexosediphosphat 134, 167,
Butylbakt. 199, 202 172, 178, 183, 202, 225, 266
Essigbakt. 225 '
Schimmelpilze 226
Milchsiure Milchsaurebakt. 159ff, 164, | Pentosen 21, 170
170, 172 Hexosen 159, 164, 171, 172,
Butylbakt. 170, 200, 202 173
Cellulosevergirer 23, 212 Cellulose 23, 212
Colibakt. 170, 181 Hexosediphosphat 170
Hefe 170 Brenztraubensiure 182
Aerobacillen 208 Milchsaurealdehyd 178
Propionssurebakt. 173, 178 Methylglyoxal 17, 168, 170,
172, 178
Oxalsiure Asp. niger 25, 261, 262, Zucker 261
Pen. glaucum 25 Na-Acetat 262
Coniophora cerebella 25 Ca-Formiat 263
Holz 25
andere Stofte 263, 264
Phosphoglycerin- Hefe 138 in Gegenwart von NaF 10,138
sdure Milchsaurebakt. 172 Triosephosphorsiure 16, 138,
Colibakt. 182, 183 172, 182
Hexosediphosphorsidure 138,
Propanol Butylbakt. 208 Propionsigure 208

im Fuselsl 115
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— — Eisenchloridreak- als Cu-Salz 243
tion 243

Krystallisation 244

Essigbakt. 229, 245

Mannose 229
Fructose 229
Kojiséure 245

Isolierung 166
Tribenzalverb. 167

nach Smit 165

Essigbakt. 231
Schimmelpilze 242

Mannonsiaure 231,
242

Hefe 152, 170

Milchsgurebakt. 168
172

Colikakt. 184

Milchsgure 16, 168,
170, 172, 178, 183

nach dem Brenz-
traubensiure-

als 2,4-Dinitrophe-
nylosazon 134

als Dioxym 134,
167

als 2,4-Dinitrophe-
nylosazon 135

Propionsiurebakt. schema 16, 184
178 nach dem Ameisen-
sidureschema 16,
184
Propylenglykol 152
Propionsiurebakt. | Propionsiure 176, | Ca-Salz 161 Oxydation zu Acet-
176, 178, 179 178, 179 Zn-Salz 168 aldehyd 160

Essigsdure 176, 178,
179

Extraktion 175
.Oxydation 160

Pb-Salz 261
Krystallisation 261

Ca-Salz 261

Hefe 142

Milchséurebakt. 169
172

Colibakt. 182

Brenztraubenséure
16, 139, 142, 169,
172, 182

Phosphobrenz-
traubensiure
139, 142

Essigbakt. 223

Propionsgure 223
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Garprodukte und

Bildung

Q durch aus
Substrate :
(Organismen usw.) (Substrate usw.)
Propionséure Propionséurebakt. 173 Glucose 1731f., 177
Essigbakt. 223 Bernsteinsaure 178
Milchséaure 176, 179
Brenztraubensiure 177, 179
Glycerin 178, 179
Propanol 223
Propyraldehyd Propionsdurebakt. 178 Glucose 178
Glycerin 178
1,2-Propandiol Hefe 7, 150, 152 Milchsiurealdehyd 7, 150

Bakterien 123

Acetol 152
Glycerin 123

1,3-Propandiol

Bakterien 123

Glycerin 123

Sorbit

Sorbose

Essighakt. 226

Sorbit 7, 24, 226




Spezielles Sachverzeichnis.

317

Umwandlung

durch
(Organismen usw.)

in
(Umwandlungs-
produkte)

Isolierung,
Nachweis und
Identifizierung

Quantitative
Bestimmung

Butylbakt. 208

Propanol 208

Isolierung 174

p-Bromphenacyl-
ester 174

p-Chlorphenacyl-
ester 224

neben Essigsdure
173

Propionsaurebakt.
178

Propionsiure 178

Essigbakt. 230

Acetol 230

Essigbakt. 226

Sorbose 7, 24, 226

Krystallisation 227

Reduktion 227, 276
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