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Die beachtliche Fortentwicklung der industriellen 
Holzverzuckerung lief3 es angebraoht erscheinen, die Ver- 
wendungsniiiglichkeit des Holzzuckers als Nahrsubstrat 
fur die Citronensaurebildung durch Aspergillus niger und 
Citrornyces zu priifen. Versuche dieser Art fiihrten 
R. J. A l l g a i e r ,  W. H. P e t e r s o n  und E. B. F r e d ' )  
durch, die die Eignung des Holzzuckers, hergestellt nach 
dem B e r g i u s - Verfahren und durch Hydrolyse mit 
verdiinnten Sauren, als Substrat fur die Milchsauregarung 
feststellten. Sie gelnngten bis zu einer Ausbeute von 90%. 
Dai3 diese Pilze beziiglich der Kohlenstoffnahrung an- 
spruchslos sind, hat bereits R. F a  1 k z, gefunden, der 
nicht nur Starke, sondern auch Cellulose als geeignetes 
Substrat fand. Der Holzzucker, der niir zur Verliigung 
stand, bestand nus einer etwa 4% reduzierenden Zucker 
entbaltendeii Wiirze, die nach dem Perkolationsver- 
fahren von S c h o l l e r - T o r n e s c h  hergestellt war 
(L ii e r s "). 

Es ergab sich zunachst die Notwendigkeit, die Ober- 
fiihrung un'd Gewohnung der  Pilze an Holzzucker von der 
eigentlichen Saurebildung zu trennen. Wir versuchten 
das dadurch zu erreichen, dlai3 wir auf Agar-Agar Schrag- 
kulturen rnit steigendem Holzzuckergehalt uberinipften, 
\\as jedoch nur bis zu einem Gehalt von 30% Holzzucker 
des 9% Gesmituucker enthaltenden Substrats (Bierwiirze) 
gelang. Als besonders ungiinstig wirkte dabei der Gehalt :in 
Furfurol und ahnlichen Abdehyden, der etwa 0,06% betrug. 
Wir arbeiteten fdeshalb durch unifangreiche Versuche eine 
Keinigungsmethode aus, die darin besteht, dai3 die Holz- 
zuckerwiirze einer WasserdampMestillation unterworferi 
und nach Konzentration auf 10% reduzierenden Zucker 
mit aktiver Kohle behandelt und einer KlLruiig 
niit EiweiB unterworfen wird. Eine uns spater von der 
Firnia C. H. Boehringer Sohn zugegangene Sorte aktiver 
Kohle (,,Englische Kohle") reinigte so giinstig, dai3 auf 
eine EiweiBklarung verziclitet werden konntea). Nach 
dieser Vorbehandlung war ein sehr gutes Wachstum der 
Pilze auf jenem Substrat festzustellen. Allerdings gingen 
die Konidieri auf solchen Losungen nur langsam in 
vegebative Fonnien iiber, und bereits fertig gebildete 
Pilzdecken ermoglichten eine sohnellere Garung. Der 
Verbrauch des Zuckers, begiinstigt durch den grofien 
Aschengehalt der Losungen (der Aschengehalt einer 
10%igen Holzzuckerlosung betrug 0,89%, davon etwa 
25% FeZOS, 30% Ca", 36% SO4"), war annahernd doppelt 
so schnell wie bei entsprechenden Versuchen rnit Rohr- 
zuckerlosungen. In vergleichenden Versuohen konnte 
Iestgestellt werden, dafi die Ausnutzung des reduzieren- 
den Zuckers durch Citromyces glaber .bedeutend besser 
als durch Hefe ist. 

Nachdeni so die Obertragung durch Vorbehandlung 
der Holzzuckerwiirze gelungen war, beschaftigten wir 
uns mit der Saurebildung se lb t .  Zur Erzielung einer 
mtiglichst hohen Ausbeute kamen von 5 Pilzstammen 
hauptsichlich die beitden Citromyces-Stamme in Betracht, 
die sich besser als die zur Verfiigung stehenden Asper- 
gillus-niger-Stamme auf Holzwiirze hatten ubertiihren 

1) Ind Engiii. Chein., Vol. 21, Nr. 11, S. 1039 [1929]. 
2, Ber. Dtsch. chem. Ges. 57, 915 [1924]. 
3, Ztschr. angew. Cbem., Nr. '23, S. 435 [1930]. 
4 )  Ich danke auch an dieser Stelle der Firma C. H. B o e h - 

r i n g e r  S O  h 11, die diese Arbeit in freundlichster Weise 
un terstiitzte. 

~~ ~ .- 

Zugesetzte Wachs- Zucker (in g) 

Holzwurze dauer angew. I bE& Pilzstamm Menge tums- 

lassen. Wir untersuchten im Verlaufe der Arbeit alle 
Mtiglichkeiten, die eine hohe Citronensaureausbeute ver- 
sprechen konnten (s. experimenteller Teil). Als giin- 
stigste Temperatur ergab sich 2 5 O ,  wabei die Decken zu- 
erst immer auf Bierwiirze herangeziichtet wurden und 
die sterilisierte Holzzuckerwiirze niit und ohne Zusatz 
von Calciumcarbonat spater zugegeben wurde. Als 
Nahraalze konnteri iiur solche rnit anorganischeiii Sticlt- 
stoff unld Phosphor (und Magnesiumsulfat) angewandt 
wer,den, da hochmolekulare Stickstoffverbinduugen durch 
die Holzwurze ausgefallt werden. Dies diirfte auE An- 
wesenheit gerbstoffartiger Smbstanzen zuriickzufuhren 
sein. Wir priiften weiter die Wirkung des Zulaufver- 
fahrens auf eine Steigerung der  Ausbeute, e\enso die 
der Vergrooerung der Oberflache. Nach der  ersteren 
Methode lieBen wir die sterile Holzzuckerwiirze dis- 
kontinuierlich im Verlauf einer Woche zuflieaen, nach 
der zweiten Methode entwickelten wir die Decken in 
groi3en 1-1-Erlenmeyern (Durchmesser in Fliissigkeitshohe 
14,5 cm) gegenuber unseren nornialen 250cm3-Kolben, 
deren Durchmesser in Fliiasigkeitshohe 9,5 cm betrug. Dn- 
durch konnten wir eine Ausbeute von 16!% Citronensiure, 
auf den argewandten reduzierenden Zuoker bezogen, 
erreichen, wahrend die durchschnittliche Ausbeute sonst 
nur 5 bis 10% absolut betrug. Gegeniiber den Ausbeuten 
von 30 bis 40%, die durchschnittlioh bei anderen Zucker- 
arten und auch bei MeEasse erhalten werden konnten, 
wiirden jedoch auch bei einem nidr igen  Preisniveau 
des Holzzuckers in Anbetracht der Notwentdigkeit einer 
besonderen Vorreinigung und den allgemeinen Schwie- 
rigkeiten der Ubertragung der  Citronenfuregarung auf 
technischem MaBstab einer industriellen Verwendungs- 
moglichkeit noch erhebliohe Schwierigkeiten entgegen- 
stehen, die  jedoch durch weitere Arbeiten wohl uber- 
wunden werden konnen. 

Experimenteller Teil. 
I. Rciiiigungsversuche und Oberfiihrung der Pilzstiimmv 

auf Holzzucker. 
Bei der Ubertragung der Versuche auf Holzverzucke- 

rurlgswiirze stellten sich bereits im Anfang groi3ere 
Schwierigkeiten heraus. Es erwies sich deshalb als vor- 
teilhaft, die Beantwortung der Frage der  Uberfuhrungs- 
nioglichkeit auf Holzzuckersubstrate von dem Garungs- 
verlauf selbst zu trennen. 

Tabelle 1. 

335 

1,65 2 

0,16 

0,41 

Ci t romyces 
glaber 

Citromyces 
glaber 

Ci trorn yces 
glaber 

100 cm3 (3$J/,, 
red. Zucker) 

100 cm3 (1,65°:0 
red. Zucker 
1,05% d. Hefe 

vergarb.Zucker) 
100 cm3 (1,65°/0 

red. Zucker, 
1,05O/, d. Hefe 

vergarb. Zucker) 

75 Tage 

40 Tage 

kein 
Wachs- 

tum 

In  Versuch 1 versuchten wir zunachst die Frage zu 
beantworten, ob iiberhaupt ein Wachstum miiglich ist; 
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der minimole Zuckerverbrauch von 5% der  zugesetzten 
Menge liefi im Zusammenhang mit der aufierordentlicli 
langsamen Entwicklung sofort erkennen, dafi garungs- 
hemmende StoPfe in grofierer Zahl in der rohen Holz- 
verzuckerungswiirze vorhanden sein mussen. Auch Ver- 
such 2 und 3 bestatigen diese Tntsache. 

Wir konzentrierten deshalb die ursprungliche Hols- 
verzuckerungswurze niit einem Gehalt von 3,5% redu- 
zierenden Zucker zuniichst auf ungefahr 10% irii 
Vakuum, gaben 30 g Calciumcarbonat auf ein Liter und 
leiteten so lange Luft hindurch, bis die Fee*'-Reaktion nur 
noch schwach positiv war. Wir stellten nun mit dunkler 
gehopfter Bierwurze (Lowenbrauerei Miinchen) Mischun- 
gen mit steigendem Holzzuckergehalt her, aus diesen 
durch Zuaatz von 2% Agar-agar Impfkultureri und 
versuchten eine stufenweise Obertragung. Tabelle 2 
zeigt, dafi auch hier nur ein teilweiser Erfolg zu ver- 
zeiohnen war. Wir irnpften zuerst auf Bierwurze von 
den Stammikulturen ab, von Bierwurze auf Mischurig 1, 
von 1 auf 2 und von 2 auf 3. Zu ubertragen suchten wir 
samtliche uns zur Verfiigung stehenden Stamme: Citro- 
myces glaber, Citromyces pfefferianus, Aspergillus 
niger 11, Aspergillus niger 111, Aspergillus niger IV. 

Tabelle 2. 
A g a r - A g a r - K u 1 t u r e n. 

Citromyces Citromyces Asperg. I Aspergillus [ Asperg. 
glaber pfefferianus niger I1 niger 111 Iniger IV 

gute Ent- I keine Ent- 
wicklung anii wicklung 

3. Tage trotz I zweimal. 

i nipfung I Nac'h- 

~~ ~ ' gleichmafiig gute Entwickluiig vom 2. Tage an auf 
sanitlichen Kulturen 

gleichiiiaflige Entwicklung etwas larigsanier als bei 1 
gute Ent- Entwicklungl gut am 
wicklung 1 schlecht. , 4. Tage 

am Wachstums- 
4. Tage I beginn erst 1 

10 Tage nach 
' der ersteii 

Nach- i 
impfung 

kein Wachstum ganz schwa- 
che Fortent- 1 

I wicklung 
kein Wachstum 
kein Wachstuni 

Z u s  a 111 in e n s  e t z u n g d e r A g a r - A g a r - 
N a  h r l o  s u n g  e n. 

Mischung 1 : reine Bierwurze. 8,44% Rohmaltose. 
Mischung 2: 1 Teil Holzzucker + 9 Teile Bierwiirze. 

Gehalt: 7,674 Maltose, 1,W% Dextrose, 8,68% Ges.-Zucker. 
(Holzzucker 12,5% des Gesamtzuckers.) 

Mischung 3: 1 Teil HoLzucker + 3 Teile Bierwiirze. 
Gehalt: 633% Maltose, 2,70% Dextrose, 9,03% Ges.-Zucker. 

(Holzzucker = 30% des Gesamtzuckers.) 
Mischung 4: 1 Teil Holzzucker + 1 Teil Bierwurze. 

(Holzzucker = 56% des Gesamtzuckers.) 
Mischung 5: 3 Teile Holzzucker + 1 Teil Bierwiirze. 

(Hohzucker = 80% des Gesamtzuckers.) 

Die Herstellung dieser Mischungen erfolgte aus: 

Gehalt: 4,22% Maltose, 5,41% Dextrose, 9,%% Ges.-Zucker. 

Gehalt: 2,11% Maltose, S, l l% Dextrose, lO,22% Ges.-Zucker. 

Mischung 6: Reine Holzwiirze. lO,f32% reduz. Zucker (Dextrose). 

Bierw iine Holzwiirze Aga r-Agar 
8,44% Maltose 1032% reduz. Zucker und 1,5% 

Nahrsalze (auf 570 cmJ 
Holzwiirze) : 

5 g Asparagin 
2,5 g KH,P04 
2,s g MgSO, (PH = 4,2) (PH = 4,6) 

je 5 cm8 der Agar-Agar-Mischung in Tmpfrohrchen. 

Die Obertragung gelang auch bier nur bis zur 
Mischung 3, welche einen Holzzuckergehalt von 2,7% 
aufweist. Eigentunilich bleibt die Nichtentwicklung vou 
Citromyces pfefferianus bei Mischung 3, w a h r e d  sonst 
alle anderen Stamme, wenn auoh rnit Schwierigkeiten 
und langsam, Zuni Wachstum gebracht werden konnten. 

Der aufierordentlich hohe Gehalt an starken Ge- 
ruchstoffen und an Furfurol, das sicher auf die uberaus 
empfindliche Citronensauregarung einen nachteiligen 
Einflul3 iusubt, und ahnlichen Aldehyden veranlafite uns, 
500 cm3 Holzwiirze (5,84% reduzierender Zucker) snuer der 
Wasserdampfdestillation zu unterwerfen. Das Destillat, 
300 cm3, zeigte sehr stark positive Furfurdreaktion rnit 
Anilin-Eisessig und Bufierst stwhenden holzartigen Ge- 
ruch. Es reduzierte Fehlingsche Losung bereits beim 
Stehen in der Kalte. Die Bestimmung des Reduktions- 
wertes gab eine Zahl, die, auf dOs ganze Destillat be- 
zogen, 0,570 g Dextrose entsprechen wiirde. 
10 cma Losung ergeberi 42,6 mg Cu = 19,0 mg Dextose 

(Destillat als Dextroselosung behandelt) = 0,570 g Dextose 
fur 10 cm3 

fur 300 cm3 
Eine Pentosanbestimmung nach D o m e n s - P a w l o w s k i s )  

ergab 0,2591 g Phloroglucid = 0,2825 g Furfurol. Der Gehalt 
an fluchtigen furfurolartigen Stoffen berechnet sich also auf 
etwa 0,06% wasserdampffluchtiges Furfurol. Der Ruckstand 
zeigte einen angenehm karamelartigen Geruch und f u r d e  mit 
Calciunicarbonat 3 Stunden lang geluftet und auf 1000 cm3 
aufgefiillt. 

Die so vorbehandelte Wurze wurde nun nooh einer 
Reinigung niit aktiver Kohle unterworfen, von der  wir 
verschiedene Sorteri auf ihre Adsorptionsfahigkeit unter- 
suchten. 

Tabelle 3. 
- ~ - ~- -~ __ 

I I Zuckereehal t I I I Behandlung 
Angewandte 

Menge Wiirze 

1. 200 cm3 (2,6901, 

2. 200 cin3 (2,69 o/o 

3. 200 c1n3 (2,690,!,, 

4. 200 cm3 (2,69% 

5. 200 cm3 (2,69 O i 0  

red. Zucker) 

red. Zucker) 

red. Zucker) 

red. Zucker) 

red. Zucker) 

5 g ,,Hennig F. N." 

5 g ,Norit I. K." 

5 g ,,Norit F. K." ' 5 g Bayerkohle ' 5 g ,,Kreuziiach" 
1 

2,30 

2,61 

2,49 

2,48 

2.52 

Als wirksamste Kohle erwies sich Norit I. K., die 
gleichzeitig rnit grofiter Absorption der verunreinigen- 
den gefarbten Produkte minimalste Zuokerabsorption 
vereinigt. 

Das Filtrat der einzelnen Versuche wurde auf 50 cm8 ein- 
geengt, so dalj der Holzzuckergehalt ungefahr 9% betragt, je 
1 c m s  Nahrsalzlosung I zugesetzt (100 g NH4NOs, 10 g KNO,, 
I0 g KH2P04, 2 g MgSO,, gelost in 500 cm3 Wasser) und durch 
Zusatz von 1% Agar-Agar eine Agar-Kultur auf die iibliche 
Weise hergestellt. J e  5 cm3 dieses Agar-Nahrsubstrates wurden 
zu Impfkulturen verwandt, rnit dem Ergebnis, dai3 auf samt- 
lichen Kulturen ohne weiteres ein normales Wachstum festzu- 
stellen war. 

Damit war die 'Ubertragung auf Holzverzuckerungs- 
wurze gegliickt. 

R e i n i g u n g  s v e r s u c h d u  rc h A u sf 1 o c  k u ng. 
Bei Zusatz einer Nahrsalzlosung, die hoohmole- 

kularen organischen Stickstoff enthielt, war stets eine 

5 )  P a w 1 o w s k i , Handbuch der brautechnischen Unter- 
suchungmethoden, S. 36. 

_ _ _ . ~  
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Zucker- 
gehalt 

Ausflockung zu beobachten. Naoh kurzer Zeit beim 
Stehen in der Kalte, noch schneller beim Erhitzen, fallt 
der gesamte AminostickstoM unter MitreiBen von Ver- 
unreinigungen tiefdunkel aus. Die abfiltrierten Liisun- 
gen waren nach eintagigem Stehen vollstandig hell, da 
das ausfallende EiweiB siimtliche Verunreinigungen mit- 
gerissen hatte. Auoh mit frischgefalltem Aluminium- 
hydroxyd ist eine weitgehende Entfarbung zu errdchen. 

Wir fiihrten nun eine Reihe von Versuchen,iiber die 
Ausflockungswirkung mit verschiedenen EiweiBarten 
folgendermaflen durch: 

Die rohe Holzwiirze (4,9% reduzierender Holzzucker) wird 
ini Vakuum auf die Halfte ihres Volumens eingedampft und 
sodann der Wasserdampfdestillation unterworfen, wobei zu 
beachten ist, da5 das Flussigkeitsvolumen sich nicht zu stark 
vergro5ert. Das Destillat betragt ungefahr ein Drittel der der 
Destillation unterworfenen Fliissigkeit und zeigt einen inten- 
siven Geruch nach Furfurol. Die Fliissigkeit wird noch warn1 
mit Calciumcarbonat behandelt und geluftet; denn die Aus- 
flockung der kolloiden garungshemmenden Stoffe ist bei Zusatz 
von Calciumcarbonat zu der warrnen Flussigkeit bedeutend 
groBer als zu kalter. 1st die Fliissigkeit so lange geliiftet, da5 
keine Fe"'-Reaktion iiiehr nachzuweisen ist oder nur noch 
schwache, so wird vom Calciumcarbonat abfiltriert und nun die 
einzelnen Versuche durchgefuhrt. Der Gehalt an reduzieren- 
dem Zucker betragt 9,35%. 

Farbzahl 

Tabelle 4. 

5 

P 
2 L. 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

Wiirze 

~1113 

Pilz 

Glaber 

Pfeff. 

Pfeff. 

Pfeff. 

Pfeff. 

Pfeff. 

50 

50 

50 
50 

50 
50 

50 

50 

4,26 

4,06 

4,30 

5,05 

3,85 

7,39 

Zugesetztes Eiwei5 
bzw. aktive Kohle 

4,1 

3,8 

3,92 

4,06 

2,52 

2,47 

0,l g Gelatine, Pulverform, 
zuin Kochen erhitzt 

0,l g Gelatine, Plattenform, 
nicht erhitzt 

0,l g Albumin, nicht erhitzt 
+ O , l  g Albumin, zum 

Kochen erhitzt 
+2g Norit I. K., nicht erhitzt + 2 g Norit I. K., zum 

Kochen erhitzt + 0,l g Cymocasein, nicht 
erhitzt + 0,l g Cymocasein, zum 

Kochen erhitzt 

8140 1 9,0 
8,08 1 14,O 

8,02 10,l 
8,30 13,2 

7,79 1 18,2 
8,95 I 12,l 

7,98 1 15,3 

7,98 , 15,l 

Die Losung wurde nach zwolfstiindigem Stehen 
filtriert, naoh weiterem eintagigem Stehen war nochmals 
ein Niederschlag entstansden, der ebenfalls abfiltriert 
wulde. Dann blieb die Fliissigkeit klar, und es konnte 
die Farbbestimmung mittels des B r a n d t when Colori- 
meters durchgefiihrt werden. 

Auf Grund dieser Versuche fiihrten wir zusammen- 
fassend immer fdgende R e i n i g u  n g s m e  t h o d  e f ii r 
d i e  V e r g a r b a r m a c h u n g  d e r  H o l z z u c k e r -  
w ii r z e durch: 

Die ungefahr 10% reduzierenden Holzzucker ent- 
haltende Wiirze (schwach sauer) wird so lange der 
Wawerdampfdestillation unterworfen, bis im Destillnat 
keine oder nur mehr sohwache Furfurolreaktion nachzu- 
weisen ist. (Das Destillat betragt ungefahr ein Drittel 
der der Destillation unterworfenen Fliissigkeitsmenge.) 
Die von Furfurol und wasserdampffliichtigen Geruchs- 
stoffen befreite Wiirze wird warm unter Zusatz von Cal- 
ciumcarbonat so lange geliiftet, bis keine Fee*'-Reaktion 
mehr vorhanden ist. Nach Aufkochen mit % %  aktiver 
Kohle und Filtration der Flussigkeit setzt man ungefahr 
% %  Gelatine zu und erhitzt kurz zum Sieden. Nach dem 
Stehen iiber Naoht filtriert man ab, erhitzt nochmals kurz 
und filtriert nach weiterem e i n t w e n  Stehen nochmals 
vom ausgefallenen Niederschlag ab. Verwendet man als 
aktive Kohle die bereits anfangs erwiihnte ,,englische 

Kohle", so ist eine Reinigung mit Gelatine unnotig. Die 
Wiirze kann nun vorsichtig sterilisiert werden, wobei 
jedoch mehr als zweimaliges und allzu langes Erhitzen 
einen weiteren sohwachen Niederschlag hervorrufen 
kann, der als solcher allerdings die Garung nicht stort. 
Wenn man rnit Schwefelsaure schwach sauer gemacht 
hat (PH etwa 3,5), geniigt zweimaliges Stepilisieren zur 
Verhutung von Infektionen bei der Citronensauregarung 
vollstandig. 

11. Saurebildung durch Citromyces auf Holzruckerwurze. 
Zur Charakterisierung der  Holzzuckerwiirze war zu- 

nachst eine genaue Analyse der  Asche und Mineral- 
bestandteile notwendig. Die Wiirze wurde nach der im 
vorhergehenden Abschnitt besprochenen Art vor- 
behandelt. 

Zuckergehalt : 8,52 Ol0 red. Zucker 
Asche (von 100 ~1113) 0,8925 g 0,89 g 
Fe203 0,3160 g Fe 0,2211 g = 24,76 u/o 
CaO 0,3744 g Ca 0,2615 g = 29,98 ol0 
MgO 0,0154 g Mg 0,0093 g = 1,04 O/O 
SO* 0,3176 g = 35,58 010 
N (in 100 cm3) nach Kjeldahl O,C06 o/o 
P (Veraschung:nach Neumann) neg. 

Durch diesen hohen Gehalt an Mineralstoffen ist der 
auBerst rasche Verbrauch des Zuckers durch fertige 
Piladecken zu erklaren. 

V e r s u c h s r e i h e  1. 
Die Pilzdecken wurden auf Maltoselosung entwickelt 

(gehopfte Bierwiirm, Liiwenbrau Miinchen, 8,13% Roh- 
maltose), und zwar auf je 25 cm3. Entwicklungwsit bei 
finer Temperatur von 20° C 10 Tage. Die Wachstunis- 
dauer der  Versuche s e l b t  betrug 15 Tage. Sie zeigten 
einen ziemlioh vollstanldigen Zuckerverbrauch. Die 
durchschnittliche Ausbeute an  Citronensiiure betrug 
4%, bezogen auf den angewandten Zucker. Ein Unter- 
schied zwischen den einzelnen Temperaturen und den 
beiden angewandten Pilzen liei3 sich aus dieser Ver- 
suchsreihe nicht ersehen. 

Die angewandte Nahrlosung besteht aus 100 cm3 Holzwiirze + 2 cm3 Nahrsalzlosung I + 2 g CaCO,. 
Tabelle 5. 

.___ 

Tempe- 
ratur 

OC 

30 

30 

25 

25 

30 

30 

Zucker 
in g 

ang. I verbr 

8,18 I 7,66 

! 
8,18 

8,18 

8,18 

8,18 

8,18 

7,88 

7,47 

6,58 

5,49 

2,74 

C itronen- 
; lu re  (in g) 
,iisung 

Ca-Salz 
Gesanit 

0,245 
0,0904 

0,3354 
0,269 

0,0416 
0,3106 

0,270 
0,0509 

0,3209 
0,290 

0,0422 
0,3322 

0,2111 

0,177 
0,0341 

0,124 
0,0784 

0,2024 
V e r s u c h s r e i h e  2 (Temperatur 25'). 

(Entwicklung der Pilzdecken wie in  Versuchsreihe 1.) 
Glaber 4,65 I 4,45 0,191 4,29 4,19 

4,65 4,25 0,242 5,70 5,21 i! 1 %% I I 4,65 1 4,40 I 0,195 1 4,4 ~ 4,2 
13 Pfeff. 4,65 0,25 0,0391 12,7 0,6 
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.=t 

8 
5 

19 

20 

21 

22 

Die Holzwiirze enthielt 8,18% reduzierenden Zucker. Unter 
relativer Ausbeute ist zu verstehen die Ausbeute an Citronen- 
saure, bezogen auf verbrauchten Zucker, unter absoluter Aus- 
beute die Ausbeute baogen  auf angewandten Zucker. 

Die angewandte Nahrlosung besteht aus 50 cm3 Holzwiirze 
(9,25% reduzierender Zucker) + 1 cm3 Nahrsalzlosung I. Ent- 
wicklungsdauer 20 Tage. 

Die V e r s u c  h s r e i h e 2 wurde ohne Calcium- 
carbonat durchgefuhrt. Der prozentuale Zuckergehalt 
ist annahernd derselbe wie in Versuchsreihe 1. Die 
Oberflache ist infolge der verringerten Fliissigkeits- 
menge groi3er. Der auflfalled geringe Zuckerverbrauoh 
von 13 riihrt davon her, dai3 bei der Zugabe der 50 cms 
sterilen Holzwiirze die Decke antersank und das Wachs- 
tum gehemmt wurde. Ein Vorteil des Zusatzes von 
Calciumcarbonat ware aus diesen Versuchen nicht zu 
erkennen. Der Zuckerverbrauoh ist ziemlich vollstandig. 
Es zeigt sich in diesen wie auch in allen spateren Ver- 
suchen, dai3 die Schimmelpilze Holzzuckerwiirze ziem- 
lich vollstandig verbrauchen bei entsprechender Vor- 
b eh andlung. 

V e r s u c h  s r e  i h e  3 (Z u l a  u f v e r f a h r e n). 
(Deckenentwicklung wie in  Versuchsreihe 1 und 2.) 

In dieser Versuchsreihe IieBen wir zu der entwickelten 
Decke innerhalb des ersten Teiles der Wachstumsdauer (10 T a p )  
die Holzzuckerwiirze langsam zuflie8en. Versuchsanordnung : 
A uf einem 400-cm3-Erlenmeyerkolben sa8 ein Tropftrichter mit 
Watte im Hake  festgemacht und steril abgeschlossen. Das 
untere Ende fiihrte unter die Unterseite des Mycels. Im Trichter 
befand sich die Holzzuckerwiine und Nahrlosung. Die game 
Anordnung wurde sterilisiert und im Irnpfkasten zunachst die 
Bierwiirzelosung geimpft. Nach 10 Tagen wurde die Bierwiirze 
entfernt, mit sterilem Wasser nachgewaschen und dann die 
Holzwiirze periodenweise taglich innerhalb 10 Tagen zugegeben. 

Die Versuche 14 bis 16 lassen auch hier erkennen, 
daD starkes Wachstum vorliegt, jedoch ist die Citronen- 
saureausbeute infolge des gesteigerten Stoffwechsels 
zuruckgegangen. Duroh den Zusatz von CaCOs in Ver- 
sucfi 17 und 18 konnte die Ausbeute dann erheblich ge- 
steigert werden. Allendings verdoppelte sich hier auch 
die Wachstumsdauer. 

Die Nahrlosung in  Versuchsreihe 3 a  besteht aus 100 cm3 
Holzzuckerwiirze (11,3% reduzierender Zucker) + 2 cm3 Nahr- 
salzlosung I .  Die Wachstumsdauer betrug 20 Tage bei eincr 
l'emperatur von 250. 

In Versuchsreihe 3 b besteht die Nahrlosung aus 100 cms 
Holzzuckerwiine (9,25% reduzierender Zucker) + 2 cma Nahr- 
salzlosung I + 2 g CaCO,. Die Wachstumsdauer betrug 40 Tage 
bei einer Ternperatur von 250. 

V e r s u c h s r e i h e  3a. 
_____ ~ ~- ~- 

Pilz 

Pfeff. 

Pfeff. 

glaber 

glaber 

Citronensaure in 
Losung ( ing)  

a n a  I verbr.1 

Ausbeute 
(in g) 

rel. 1 abs. 

V e r s u c h ' s r  e i h e  3b. 

14 glaber 
15 glaber 
16 Pfeff. 

11,3 3,27 0,1903 5,8 l,i 
11,3 10,8 0,2223 2,O 1,62 
11,3 10,81 0,379 3,5 3,3 

4 
m 1 Pilz 

s k 

Durch Vergroflerung der Oberflache versuchten wir 
nun in den nachsten Versuchen eine Steigerung der  
Ausbeute zu erzielen. 

Zucker Citronensaure in Ausbeute 
(in g) Losung (in g) (in ola) 

Ca-Salz 
ang. Jverbr. Gesamt rel. 1 

V e r  s u c h s r e i h  e 4. 
(VersuchsgefaDe 1-1-Erlenmeyerkolben.) 

Die Entwicklung der Decken erfolgte auf je 50 cms Bier- 
wiirze (8,03% Rohmaltose) in 10 Tagen. Versuch 19 und 20 
wurden mit Citromyces Pfeff., 21 und 22 mit Citromyces glaber 
geimpft. Die vergorene Bierwiirze wurde zusammen untersucht 
und ergab folgendes Durchschnittsresultat (in 100 an*) : 

Maltose 6,03%, Citronensaure 0,5425 g, Ausbeute rel. 51,7%, 
abs. 10,6%. 

Nach dem Auswaschen wurde die sterile Nahrliisung zugegebeii. 
Sie besteht aus: 

100 em3 Holzwurze (7,15% red. Zucker), 2 cn13 Nahrsah  
losung I und 2 g CaCO,. 

Die Wachstumszeit der  Versuche betrug bei einer 
l'emperatur von 2 5 O  10 T e e .  Die Versuche zeigen eine 
bedeutend hohere Ausbeute (bis zu 15% absolute Aus- 
beute) bei glaber als bei P f d .  und beweisen, dai3 inner- 
halb einer Ausbeutegrenze von 20% auch Holzzucker- 
wiirze .als Kohlenstoffnahrsubstrat geeignet ist. 

17 

18 

0,5667 9,12 6,7 

1,062 12,6 11,95 

0,0525 

0,0487 

0,6192 

1,1107 

9'25 i 6'79 

Pfeff. 

glaber 9,25 , 8,78 

I 

Zucker Citronensaure 
Losung (in g) I CaSalz (ii 

mgew 

7,15 

7,15 

7,15 

7,15 

- 

V e  

verbr. I Gesamt 
I 

4,50 

6,53 

6,62 

0,62 I 3 
0,523 

0,681 

0,559 

0,0525 

0,383 

0.628 

0,5755 

1,064 

1,187 

s u c h s r e i h e  5. 

AuBbeute 

rel. I abs. 

13,l 8,69 
I 

12,7 ~ 8,05 

16,3 14,8 

17,9 I 16,6 

(in 01") 

i 

Die Versuchsreihe 5 zeigt, wie sich Holzzuckerwurze 
als Kohlenstoffnahrsubstrat unter Beriicksichtigung der 
Aciditatsverhaltnisse und abhangig \'on der Versuchszeit 
verhalt. 

Da hier die Versuche ohne Zvsatz von Calcium- 
oarbonat durchgdiihrt wurden, konnte die Ausbeute 
innerhalb 8 Tagen nur bis annahernd 4% steigen, wobei 
sioh die Siurebildung in einer VergroDerung der [H'I 
auf PH 3,79 und 4,32 (Anfangs-pH 5,55) bemerkbar 
machte. Nach 10 bis 12 Tagen war bereits der  gesamte 
Zucker verbraucht, und gleichzeitig fie1 ,die [H'] auf 
~ € 1  7,3. Die geringen noch anwesenden Citronensaure- 
mengen sind als Calciumcitrat dem Verbrauch entzogen 
durch die in der Holzwurze vorhandenen Ca-Ionen. 
(Siehe Aschenanalyse.) 

3,79 
4,32 
6,88 
6.70 
6,99 
7.30 
7132 
7,37 

I I I I I 

5 , l  .4,26 
2,5 4,26 
1,2 4.26 
0,7 4,26 
0,8 4,26 
0,7 4.26 
0.7 4,26 
0,6 4,26 

1,29 0,0424 3,28 
3,90 0,1509 3,97 
4,14 0,0971 2,34 
4,17 0,0661 1,59 
?,I3 0,0712 1.72 
4,18 0,0750 1 5 0  
4,18 0.0556 1:37 
4,19 0,0654 1,56 

0,99 
3,55 
2.28 
1 [55 
1,67 
1,76 
1.35 
1,54 



PH (1 cnt = pH1)  
Zucker (1 cm = 1 g) 

- - - T. A. (1 cm = 1 cn13 'f NaOH) 

Die angewandte Nahrlosung besteht aus 50 cm3 Holzwurze 
6 5 2 %  red. Zucker) + 1 cn13 Nahrsalzlosung I und zeigt ein 
Ausgangs-pH von 5,55. 

T. A. ist die Titrationsaciditat der gesamten Losung, in 
Kubikzentimeter "I1-NnOH (gegen Phenolphthalein a1s Indi- 
kator) ausgedriickt. 

Saurebildung bei verschieden behandelten Holezucker- 
wiirzen. 

H o l z z u c k  e r w ii r z e n. 

Citr.-Saure (1 em = 0,1 g) - - _ _ _  

Z u s  a m rn e n s e t z u  n g d e r a n g e w a  n d t e n 

Holzwurze A : Mit CaCO, geliiftet und zweiinal sterilisiert. 
Zuckergehalt: 4977% red. Zucker, 

3,21% hefevergsrbarer Zucker. 
Holzwiirze B: Im Vakuurn eingeengt, der Wasserdampfdestilla- 

tion unterworfen und mit CaCO, geluftet. 
Zuckergehalt: i,23% red. Zucker, 

5,75!?5 hefevergiirharer Zucker. 
Holzwiirze C: Tin Vakuuiii eingeengt, der Wasserdampfdestilla- 

tion unterworfen, mit CaCO, behandelt, geliiftet und niit 
3% aktiver Kohle (Norit I. K.) versetzt. 

Zuckergehalt: i,14% red. Zucker, 
4,ii!?5 hefevergiirbarer Zucker. 

Wir bestimniten hier neben dem reduzierenden den 
hefevergarbaren Zucker, der fur die Holzzuckerwiirze 
besonders wichtig ist, und erhielten dadurch interessante 
Vergleiche. Die verschiedene Hohe des reduzierenden 
Zuckers riihrt von der verschiedenartigen Wasserdampf- 
destillation her. Zunaohst zeigt sich allgeinein, dai3 der 
hefevergarbare Zucker nicht sehr abhangig ist von der 
Art der angewandten Vorbeharidlurig. Was die Citronen- 
saureausbeute bei Citr. glaber und Pfeff. hetrifft, so gibt 
die am wenigsten vorbehandelte Wiirze A die besten 
Ausbeuten, dabei bleiben aber fiinf Sechstel des Ge- 
samtzuokers unausgeniitzt. 

Holzwiirze A E C 
Red. Zucker . . 4.97% 7333% 7,14!?4 
Pilzvergarbar . . 0.68% 2,98 % 405 % 
Hefevergarbar . $21  '% 5.75% 4,7774 

Mit steigender Reinheit wlchst der Gesamtumsatz 
an Zucker, aber die Ausbeute an Citronensaure ainkt. 
Die mit Holzwurze A erzielten Ausbeuten entsprechen 
einer etwa % %igen Citronensaurelosurig. Bei 10% Holz- 
wiirze ware also eine l%iilge Losung zu erwarten, wobei 
noch der sehr hohe Restzuckergehalt mit Hefe vergoren 
werden konnte. 

V e r s u c h s r e i h e  6. 
Entwicklung der Decken wie in Versuchsreihe 1 bis 3. 

GefaBe: 250 cm3 Erlenmeyer. Entwicklungsdauer der Deckm 
bei einer Temperatur von 250 10 Taqe. Wachstumsdauer bei 

31 
32 
33 
34 
35 
36 

Pfeff. 2,48 I 0,34 0,1572 52,2 ' 8,46 
glaber 2,48 0.48 0,3443 Tl,6 1 13,9 

glaber 3,61 ~ 1,20 0,1682 14,03 ~ 4,66 
Pfeff. 3,57 2.17 0,0836 3,87 I 2,34 
glaber 3,57 1,88 0,1752 9,28 , 4,92 

Pfeff. 3,61 1 1,78 0,0865 4.63 3,39 

Pflanzenphysiologische Beobachtungen bei Versucheii 
mit Holzzucker als Kohlenstoffnahrsubstrat. 

Bei einer Reihe von Versuchen, in denen Holzzucker 
als Substrat zur Anwendung kam, konnten Erscheinun- 
gen beobachtet wenden, die von der normalen Entwick- 
lung der Citromyces- und Aspergillusarten abwiohen. 
Die ersten Beobaehtungen, die zur Notwendigkeit einer 
Reinigung fiihrten, sind oben angegeben. Das bei ge- 
wohnlicher Entwicklung ziemlich glatte Pilzmycel wird 
einige Tage nach Zugabe der Holzzuckerlosung sehr 
stark fnltig. Die Farbe der  Myceloberflache andert sich 
z. B. bei Citr. Pfeff. von einem weii3en Ton in einen 
grauen, der wohl auf gesteigerte Konidienbildung zu- 
ruckzufuhren ist. Die Ursache daron ist wahrscheinlich 
in den im Holzzucker stark enthaltenen Dextrinen und 
Mineralsalzen, die auch in der Bierniine gesteigerte 
Konidienbilsdung hervorrufen, zu erblicken. Dieselbe 
Erscheiriung war bei Citr. glaber zu beobachten. a i e  
Unterseite des Pilzmycels, das nuf Holzzucker als Sub- 
strat entiwickelt older dein diese Wiirze spater zugesetzt 
wurde, ist tief braun gefarbt, wahrend im Schnitt die 
Oberflache weii3 erscheint. Es findet en twder  eine 
oberflachliche adsorptive Aufnahme oder vollstandige 
Absorption der braunen Farbstoffe der Holzzuckerwurze 
in die Zelle statt. Eine andere M6glichkeit ware die 
Bildung von Farbpigmenten durch die Zelle selbst, wo- 
bei die Freindstoffe der Holzzuckerwiirze als Reizstoffe 
dienen kiinnten. Bereits bei einnialiger Versuchsdauer, 
noch niehr aber bei mehrmaliger Beriutzung derselben 
Pilzdecke w i d  das Mycel sehr leicht briichig, wahrend 
die Decke, die auf gewohnlichem Zucker entwickelt 
wurde, zah und lederartig erscheint. 

Eine genaue mikroskopische Untersuchung des Pilz- 
rnycels Linter dem Gesichtspunkte, ob Holzzucker eine 
Veranderung in der Groi3e der Sterigmen, Konidien 
usw. hervorruft, ergab keine Anhaltspunkte dafiir. 

Der Proteingehalt der Decken betrug nach einer 
Durchschnittsanalyse samtlicher bei den Versuchen ab- 
geernteter Decken (bei looo getrocknet) 2,74% N = 17,1% 
Protein. - 

Herrn Professor L u  e r s miichte ich auch an dieser 
Stelle fur seine niannigfachen Anregungen, die er  mir 
im Laufe meiner Untersuchungen zuteil werden liei3, 
herzlichst danken. 

6 )  S t a h r e - K u 11 z , Archiv f .  Clieinie u. Mikroskopie 
1911. 298. 

einer Temperaiur von 25O 10 Tage. 
- 

7 )  Journ. Assoc. official agricult. Chemists 1927, 264. 



Ztschr. angew. Chem. Meyer und Aulich: Ober Reaklionen mit fliissigem Chlor 21 44.  Jahm. 1931. Nr. 11 
Z u s  a m  m e nf  a s s u ng .  

1. Holzzuckerwurze, hergestellt nach dem Verfahren 
von S c h o 11 e r - T 0 r n e s c h , mui3 vor einer Anwen- 
'dung als Nahrsubstrat der Citronensaurebildung durch 
Citromyces besonders gereinigt werden. Insbesondere 
mussen die garungshemmenden Stoffe wie Furfurol und 
andere Aldehyde durch Wasserdampfdestillation oder 
Behandlung mit aktiver Kohle bzw. andere geeignete 
Methoden entfernt werden. 

2. Auf solche Weise vorbereitete Holzzuckerlosun- 
gen konnen als Nahrsubstrate der Citronensauregarung 
verwandt wenden. Die Saurebildung kann durch starke 
Oberflachenvergroierung .his zu einer Hohe von etwa 
20% des angewanldten reduzierenden Zuckers gesteigert 
werden. Jm Durchschnitt der Versuche ist sie jedoch 
geringer, unid die Ausbeuten betragen vorlaufig nur einen 
Teil der bei Anwendung von reinem Zucker moglichen 
Ausbeute von 50% Citronensaure. [A. 160.1 

nber Reaktionen rnit fliissigem Chlor. 
Von Prof. Dr. JULIUS MEYER und Dr. WILLI AULICH, 

Anorganische Abteilung des Chemisehen Institutes der Universitat Breslau. 
(Eingeg. 20. November 1930.) 

Schon wiederholt ist die Reaktionsfahigkeit des 
flussigen Chlors auf Metalle und Nichtmetalle untersucht 
worden, aber fast immer nur beini Siedepunkte des 
Chlors unter Atmospharendruok oder bei noch tieferen 
Temperaturenf). Aus technischen Interessen hat 
A. L a n g  e z, das Verhalten des flussigen Chlors gegen 
Eisen such bei etwas hoheren Temperatwen untersucht 
und festgestellt, dai3 bei Abwesenheit von Wasser keine 
Einwirkung stattfindet. Gegenuber Metallen hatte sich 
bei der  Siedetemperatur des Chlors von -35O keine 
besondere Reaktionsfreudigkeit ergeben, selbst unedlen 
Metallen wie Zink, Magnesium und Aluminium gegen- 
uber. Da wir Vanadintetrachlorid un'd andere, umstand- 
lich zu gewinnende Metallchloride in groBeren Mengen 
benotigten, so haben wir versucht, fliissiges Chlor bei 
Zimmerteniperatur und auch bei hoheren Temperaturen 
auf Metalle einwirken nu lassen. 

Bei lden Versuchen oberhalb der Siedetemperatur 
des Chlors erwiesen sich die ublichen Eiiischnielzrohre 
von 16 mm Dmr. und 2 mni Wandstarke als nicht 
gentigen'd widerstandsfahig. Da sioli im flussigen Chlor 
schon bei mafiigen Temperaturen stark exotherme Uni- 
setzuiigen abspielen, bei denen sogar Gluherscheinungen 
auftreten konnen, so kann nur ein ganz besonders wider- 
stadsfahiges Glas verwendet werden. Sehr geeignet 
erwies sich das Jenenser Felsenglas von 8 m m  Dmr. und 
2,5 nim Wandstarke, idas sich ini Sauerstoffgeblase gut 
bearbeiten und zuschmelzen lait. Auch das 6lfnen ge- 
schieht am besten im Sauerstoffgeblase. Derartige 
Rohren aus Jenenser Felsenglas wurden unten abge- 
schmolzen, erhielten dann bei einer Lange von etwa 
25 cm einige Zentimeter unterhalb der  oberen Uffnung 
eine Einschnurung, um das Zuschmelzen zu erleichtern, 
und wunden dann in ein W e i 11 h 01 d - Gefa5 mit festem 
Kohlendioxyd und etwas Aceton gestellt. Mittels einer 
Capillare m r d e  dann aus einer Chlorbomhe getrocknetes 
Chlor in dieses abgekuhlte Rohr geleitet, wo es sich 
rasoh verflussigte. Die Hohe der Saule nus flussigem 
Chlor gab, da der Durchmesser bekarint war, das 
Volumen an. In diese Menge flussigen Chlors, das ge- 
gebenenfalls mit Zusatzen versehen wurde, kam dann 
die abgewogene Menge des z u  untersuchenden Metalls, 
worauf Ctas Rohr oben im Sauerstoffgeblase abge- 
schmolzen un'd in ein eisernes Bombenrohr gelegt wurde. 
Nach Bedarf kam das Rohr dann iioch in den Bomben- 
ofen, wo es auf die erforderlichen Temperaturen erhitzt 

1) G a u t i a r u. C h a r p y , Compt. rend. Acad. Sciences 
113, 597 [1&91]1; T h o m a s  u. D u p u i  s ,  ebenda, 143, 597 
[1906]; E. B e o k m a n  n ,  Ztschr. anorgan. allg. Chem. 51, 
99 [1906]. 

2) A. L a n g e ,  Ztschr. angew. Chem. 13, 6& [1900]. 

wupde. Vor deni dffnen wurde das Glnsrohr wieder in  
festem Kohlendioxyd-Aceton abgekuhlt und erst dann 
geoffnet. 

Zur Probe wurden derartige niit ifliissigeni Chlor 
gefullte Rohre aus Jenenser Felsenglas auf etwa 140", 
also bis zur kritischen Temperatur des Chlors, erhitzt, 
ohne dai3 sie zersprangen. Damit hatten sie eine Druck- 
festigkeit von 80 bis 90 at erwiesen, und es war moglich, 
selbst bei hoheren Teniperaturen auf die Metalle flussiges 
Chlor in ungewohnlich hohen Konnentratioiien einwirken 
zu lassen. Entsprechend der hohen Chlorkonzentration 
sollte man die Bildung von chlorreichen Protdukten, also 
z. B. von Vanadintetrachlorid, von Bleitetrachlorid usw. 
erwarten. Uberraschenderweise zeigten die Ergebnisse 
aber haufig ein anderes Bild, wie im folgenden dargelegt 
werden soll. 

1. Vanadin. Das metallische Vanadin w u d e  im An- 
schluD an  Jul. M e y e r und R. B a c k  a 3) nach dem 
Thermitverfahren gewonnen. Zweckniai3ig benutzt nian 
die Schutzschicht aus FluDspat, in der das  Gemisch RUS 
Vanadinpentoxyd und Aluminium abgebrannt w i d ,  
mehrere Male, indem man das Therniitgemisch in deni 
f es tg eb r an n t e n K rater r ech t f e s t s t am pf t . Dsadu rch w i rd 
das erbaltene Produkt merklich reiner und schlieit we- 
niger Schlacke ein. Gegenuber 'der M e y e r - B a c k a - 
schen Vorschrift haben wir jetzt ein Gemisch aus 100 g 
Va05, 493 g A1 und 20 g CaFs niedergeschniolzen, wodurch 
zwar ,die Ausbeute etwas geringer, die Reinheit rnit 
93,5% V aber etwm groi3er war. 

Von idieseni feingepulverten Vanadin wurden 
niehrere Gramni rnit flussigeni Chlor uberschichtet und 
in der Kaltemisohung stehen gelassen, bis nach zwei 
Tagen das Chlor verdampft war. Eine Einwirkung hatte 
nicht stattgefun'den. Zusatze von Spuren Wasser und 
von Jod hatten keinen Erfolg. Bis zur Siedetemperatur 
des Chlors tritt also keine Umsetzung ein. 

Bei den Versuchen im zugeschmolzenen Rohr zeigte 
es sich, dai die iiiit 0,5 bis 1,0 g feingepulvertem Vana- 
din und 2 bis 3 cm3 flussigeni Chlor gefiillten Rohren 
nach dem Herausnehmen aus der Kohlendioxyd-Aceton- 
Kaltemischung beim Erwarmen auf ungefahr Oo explo- 
dierten, einerlei, ob sie rnit d e r  ohne Spuren vo:i 
Wasser und Jold angesetzt waren. Bei genauerer Beob- 
achtung zeigte es sich nun, dai3 etwa 10 niin nach dem 
Herausnehmen aus der  Kaltemischung im Rohr plote- 
lich eine Leuchtersoheinung auftrat, die sich durch das 
ganze Rohr verbreitete und rnit heftiger Explosion 
endete. Nur ein Rohr aus Jenenser Verbrennungsglns 

3) Jul. M e y e  r u. R. Back  a ,  Ztschr. anorgan. allg. Chem. 
135, 177 [1924]. 


