
und Athylalkohol wirken in1 Gegensatz zu Propylalkohol in 
Gegenwart von 21% Borfluorid beim Kochen am RiickfluB 
auf Phenol nicht ein. Erst beim 3stundigen Erhitzen auf 170° 
wird Anisol in 58%iger Ausbeute bzw. Phenetol in 17Xiger 
Ausbeute neben wenig Alkylphenylather erhalten. 

Auch zur Alkylierung des Phenols nlit Dimethyl- und 
Diathylather-Borfluorid miissen hohere Temperaturen an- 
gewandt werden. Phenol und auch Anisol werden durch niehr- 
stiindiges Erhitzen an1 RiickfluB (2-32 h) mit Methylaither- 
BorfluoridBg), das durch 3stiindiges Kochen von Borfluorid- 
Methylalkohol dargestellt w ~ r d e ~ ~ ) ,  fortschreitend bis zum 
Pentamethylanisol methyliert, und Diathylather-Borfluorid 
liefert mit Phenol innerhalb 3 h bei 2000 in 26%iger Ausbeute 
Phenetol neben verschiedenen Athylphenolen und Athylphenyl- 
athernsl), 

Die Alkylierung der Phenole wurde weiterhin auf P h e n ol - 
carbonsauren  iibertragen. B. W .  J .  Croxall, F .  J .  Sowa u. 
J .  A .  NieuwZand82) haben in in Heptan suspendierte Sal icyl-  
saure  .+t 22,3 Mol.-% Borfluorid innerhalb drei Tagen bei 
einem Uberdruck von 8-10 ern Quecksilbersaule Propylen ein- 
geleitet . Es wird hierbei zunachst Salicylsaureisopropylester 
gebildet, aus dem sodann die 2-Oxy-3-isopropyl-benzoesaure 
entsteht. Beim weiteren Einleiten von Propylen tritt sodann 
erneute Veresterung zum 2-Oxy-3-isopropyl-benzoesaureiso- 
propylester ein, aus dem sich die 2-0xy-3,5-diisopropyl-benzoe- 
saure bildet, die schliel3lich mit weiterem Propylen zum 2-Oxy- 
3,5-diisopropyl-benzoesaureisopropylester verestert wird. 2-Oxy- 
5-isopropyl-benzoesaure wird nur in geringer Menge isoliert. 
Propoxyderivate der Salicylsaure werden nicht gebildet. 

Auch durch Erhitzen von Salicylsaureisopropylester auf 
130-140° ohne Propylenzufuhr in Gegenwart von Borfluorid 
werden 2-0xy-3-isopropyl-benzoesaure, 2-0xy-3,5-diisopropyI- 
benzoesaure neben Spuren 2-Oxy-5-isopropyl-benzoesaure er- 
halten. Da sowohl aus n- als auch iso-Salicylsaurepropylester und 
Salicylsaure-n-butylester Isoalkyl-salicylsauren entstehen, aus 
Salicylsaureisobutylester tert . Butylsalicylsaure gebildet wirdss) , 
und daneben auch freie Salicylsaure isoliert wird, ist anzu- 
nehmen, da13 die Alkylierung intermediar iiber die Olefine 
verlauft. Wahrend aber die Isopropyl- wie sek. Butylgruppe 
aus ihren Salicylsaureestern iiberwiegend in die ortho-Stellung 
zur OH-Gruppe wandert, tritt die tert. Butylgruppe in para- 
Stellung zur OH-Gruppe ein. 

Mit p - Ox y - b enzoes Bur e reagiert Propylen andtrs in 
Gegenwart von Borfluorids4). Hierbei findet zunachst Ver- 
atherung zur p-Isopropoxy-benzoesaure statt ;.. es wird kein 
p-Oxy-benzoesaure-isopropylester isoliert. Der Ather lafit sich 
sodann in ortho-Stellung umlagern. Die p-Isopropoxy-benzoe- 
saure wird auch mittels Borfluorid zunachst aus p-Oxy- 
benzoesaure-isopropylester gebildet. Die Verfasser halten 
9 J. Amer. chem. SOC. 56, 2054 [1934]. 

W. J .  Crozoll, P .  J .  Sowa u. J .  A .  Nieuzcland, J. org. Chemistry 2, 253 [19371. 
”) W. J .  Crozall, F .  J .  Soma u. J .  A .  Nieuwland, J .  Amer. chem. SOC. 57, 1540 [1937]. 

Zur Bestimmung der Hefeergiebigkeit von 

daher eine direkte Wanderung der Isopropylgruppe des p-Oxy- 
benzoesaure-isopropylesters .. in den Kern nicht fur moglich ; 
als Zwischenstufe sol1 der Ather entstehen, dessen Isopropyl- 
gruppe sodann eine Verschiebung in den Kern zur 3-Isopropyl- 
4-oxy-benzoesaure erleidet. Die 3-Isopropyl-4-oxy-benzoes&ure 
kann aber auch, wie durch die Moglichkeit der Propylierung 
des Anisols gezeigt wurde, durch direkte Kernpropylierung 
der p-Oxy-benzoesaure entstehen. 

Aus der m-Oxy-benzoesaure und Propylen in Tetra- 
chlorkohlenstofflosung werden mittels Borfluorid als Kata- 
lysator 3-Isopropoxy-benzoesaure, 4-Isopropyl-3-isopropoxy- 
benzoesaure und etwas in-Oxy-benzoesaureisopropylester er- 
halten. Mit m-Oxy-benzoesaure vermogen also wahrscheinlich 
Veratherung und Veresterung gleichzeitig zu verlaufen. Die 
Umlagerung des Isopropylathers und Isopropylesters der 
m-Oxy-benzoesaure liefert als Hauptprodukt die 3-Oxy- 
4-isopropyl-benzoesiiure. Daneben werden aus dem Ather etwas 
3-Isopropoxy-4-isopropyl-benzoesaure und aus dem Ester etwas 
3-Isopropoxy-4-isopropyl-benzoesaure, dessen Ester, 3-Iso- 
propoxy-benzoesaure und m-Oxy-benzoesaure erhalten. 

Die Isopropylgruppe des Salicylsaureesters wandert also 
unter dem EinfluB des Borfluorids direkt in den Kern, die 
des ni-Oxy-benzoesaureesters zum groljten Teil direkt in den 
Kern, und die des p-Oxy-benzoesaiireesters wandert zunachst 
zur Oxygruppe und lagert sich dann in den Kern um. DaB 
Salicylsaure mittels Propylen nicht verathert wird, ist wohl 
darauf zuriickzufiihren, daB allgeniein Ortho-oxyverbindungen, 
wie o-Oxysauren und o-Oxyketone, sehr schwierig zu ver- 
athern sind. 

Nicht nur nlit den Olefinen, auch mit den Alkoholen, 
wie Isopropylalkohol, sek. und tert. Butylalkohol, reagiert 
Salicylsaure in Gegenwart von Borfluorid unter Bildung 
von Salicylsaureestern; mit sek. und tert. Butylalkohol 
konnen auch direkt die Kernsubstitutionsprodukte der 
Salicylsaure erhalten werden83). Die Reaktion findet ebenfalls 
unter intermediarer Bildung der Olefine statt, da mit n-Butyl- 
alkohol die sek. Butylderivate, mit tert. Butylalkohol die 
Isobutylderivate erhalten werden. I n  Gegenwart von Benzol 
und Diphenylather werden auch diese Verbindungen durch 
die intermediar auftretenden Olefine alkyliert. 

Aromatische Amine, wie Anilin und N-Alkylaniline, 
lassen sich mit Olefinen in Gegenwart von Borfluorid n i c h t  
alkylieren. Da diese Amine zu basisch sind, wird das Bor- 
fluorid sofort festgebunden und unwirksam gemacht. Dagegen 
gelingt es, scliwach basische aromatische Amine, wie z. B. 
Diphenylamin, mit Diisobutylen in Gegenwart von Bor- 
fluorid-dihydrat zu alkylieren85). Hierbei werden p-Diiso- 
butyl- und p, p’-Di-diisobutyl-diphenylamin nebeneinander 
erhalten. (SohluIL folgt.) 

Eingeg. 7. Oktober 1940. [A. 109.1 

D .  Knstnet, unveroffentlichte Versushe. 

Rohstoffen fur die Futterhefengewinnung 
I’.on P r o f .  D r .  H E R M A N N  F I h T I i  ~ n d  D r .  I n g .  l a a b i l .  R I C H A R D  l < E C H N B H  
IJnter  e x p e r i m e n t e l l e r  M i t w i r k n n g  von R. I L L I G ,  J .  I C R E B S ,  JV. R O S S  u.  I .  S C H L I E  
A u s  d e m  I n s t i t u t  f u r  C i r u n g s g . e u , e r b e  u n d  S l i r k e f a b r i k a t i o n  d e r  U n i v e r s i t a t  B e r l i n  

1st die Beurteilung und Voraussage der Hefe- und EiweiQ- 
ausbeuten auf Grund analytischer Feststellungen an den 

Rohstoffen moglich? 
ei der Futterhefeerzeugung dienen in erster Linie Kohlen- B hydrate als Kohlenstoffquelle. Deshalb versuchte man, 

diese in den Niihrlosungen zu erfassen und auf Grund der mit 
reinen Zuckern erreichbaren Standardausbeuten die zu er- 
wartenden Hochstausbeuten in den technischen Hefenar- 
losungen zu berechnen. 

Fur die heutige Futterbefengewinnung konnnen besonders 
folgende Rohs tof fe  in Betracht: 

Holzzucker nach dem Bergius-Rheinau-Verfahren, 
Holzzucker nach dem Scholler-Tornesch-Verf ahren, 
Nadelholzsulfitablaugen, 
Laubholz- (Buchenholz-) Sulfitablaugen, 
Kartoffelmaischen und Pulpehydrolysate (EiweiDschlempe- 

Melasse, 
Schlempen verschiedener Herkunft. 

verfahren), 

In  Losungen dieser Rohstoffe, denen anorganische Nahrsalze 
zugesetzt werden, wird die Wuchshefe T o r u l a  u t i l i s  unter 
intensiver Beluftung geziichtet. 

Die Kohlenstoffquellen fur die Futterhefengewinnung 
liegen in recht verschiedenartiger Zusammensetzung vor 
(s. Tab. auf S. 282). 

Tm Jahre 1935, bei Beginn unserer Arbeiten iiber Futter- 
hefeerzeugung aus Holzzucker, bemiihten wir uns, von vorn- 
herein ein allgemeines Bezugssystem fiir  die Ausbeuteberech- 
nung zu schaffen. Wir bezogen damalsl) die Ausbeuten auf 
angewandten reduzierenden  Zucker ,  a d  R e d u k t i o n s -  
differenz,  auf a lkoholvergarbaren  und auf v e r g a r b a r e n  
Zucker. 

Bei der Bestimmung des reduzierenden  Zuckers  
werden jedoch aucb die reduzierenden Nichtzuckerstoffe er- 
fa& und als Zucker (Glucose) berechnet, auBerdem Kohlen- 
hydrate von geringerer Reduktionskraft2\, wie Pentosen 

- I  

9 H .  Fink, R. Lechner u. E. Hdnisch, Biochem. 8. 283, 71 [1935]. 
R. Lechner u. R. W i g ,  Z. Spiritusind. 1939, 273. 
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liolzzuckemirup*) . . . , , . , , 
(Beryl us-Rheinaic-Verf.) 

LTolazuckerwiirze . . . . . . . . . 
(ScholZer- Tornesch-Vcrf.) 

NiLdelholzsulfitdblauge . . , 
Nadelholzsulfitablduge , . , 
Uuchenholzsulfitab1;uge . . 
Iliictieiiiinlzsulfitabl.iuge . , 

Kartoflelinaischc. Piilpe. 
hpdrol?sat,n 7,. R. , . , . , , 

\IPl;rSSP . . . . . . . . . . . . . . . 

- 
Redu- 
,ierende 
Subst., 
ber. als 
Glucose 

% 
~ 

41,7 

3,24 

2,47 
3,01 
4,49 
4,21 

5,66 

56,Zo*) 

- 
Vergar. 
barer 

Zucker 
:Heso- 
sen) 

% 

33,5 

2,58 

1,22 
1,98 
0,35 
0,41 

- 

4 4 7  

51,8 

entosei 
urfurol 
:fernde 

ier. als 
itoffe), 

Yylose 
Yo 

5.1 

0,59 

0,41 
0,64 
3,58 
3,11 

._ 

0,15 

0,050 

0,003 

0,008 

0.031 
_~. 

.. 

0.084 

2,15 

I Glucose, Jlitnnose, 
Galaktose, Xylose, 
dimere reduzierende 
Zucker (11, polymer? 
reduzier. Zucker (?>. 
Essigsliure in stark 
wechselnilcn >lengvii 

Maltose (I)extrinc~, 
Saccharose), Invert,. 
zacker, org:iniscliv 
Sliuren, Aminosauren 

S;icuhsrosa, eahlr. 

\ Quellen, besunders 
Amiuoverbindungei I 

usm. 

organ. c- nncl K 

*) Bei Nahmuhatrat 1 und 8 bedeiitnn din Ddhlen Ctaw.-Pros., hi drii iibrigeu Vol.-Prox. 
**) Als Iuvertzucker bereohnet. 

(Xylose), Mannose, Galaktose und 11. U. polyrriere Zucker, so 
daB die Werte zu niedrig ausfallen. Hinzu kommt noch, dal3 
in Zuckergemischen nach Entfernung einer Komponente, z. 13. 
durch Vergarung oder Verhefung der Glucose, eine Verschie- 
bung der Reduktionskraft eintritt, so daB die ermittelten rest- 
lichen Kohlenhydratniengen nicht den tatsachlich vorhandenen, 
die in diesem Falle groBer sind, entsprechen. Andererseits ist 
init der nioglichen Anwesenheit von nicht reduzierenden dimeren 
Zuckern oder solchen dextrinartiger Natur zu rechnen, die bei 
der Reduktionsbestimmung nicht erfaljt wurden. Dabei ist von 
der Frage der Hefe-Assimilierbarkeit und der jeweils moglichen 
Hochstausbeute aus den einzelnenZuckergruppen, die eine weitere 
Komplikation mit sich bringt, noch vollstandig abgesehen. 

Fur die Redukt ionsdi f fe renz ,  die durch Bestimmung 
des reduzierenden Zuckers vor und nach der Hefeziichtung 
als Differenz die Menge des verschwundenen reduzierenden 
Zuckers angibt, gelten dieselben Einwande. Dam kommt, 
daB sich im Laufe der Ziichtung reduzierende Stoffe, z. B. 
=\ldehyde, bilden konnen, die in der verheften Losung eine 
groWere Zuckermenge vortauschen. 

Der im Garversuch  durch Bestimmung des Alkohols 
und Umrechnung nach der Gay-Lussacschen Garungsgleichung 
ermittelte ,,alkoholverg&rbare" Zuckerl) gibt auch nicht die 
wirklich vorhandene Menge an vergarbarem Zucker an, sondern 
weniger. Bei der Vergarung wird ein Teil des Zuckers nicht zu 
illkohol, sondern anderweitig umgesetzt . Bringt man einen 
entsprechenden Korrekturfaktor an - wir rechneten mit dem 
Faktor (xS -, so erhalt man den tatsachlich vor der Garung 
vorhanden gewesenen Zucker, , ,vergarbarer Zucker" genannt . 
Die Zugrundelegung des verg<*baren Zuckers ist gut brauchbar, 
wenn in der Nahrlosung keine anderen hefeassimilierbaren 
C- Quellen anwesend sind. 

H .  Luers u. E. Moricke3) bezogen die Hefeausbeuten auf 
sog. vergarbaren Zucker. Diesen ermittelten sie aus der 
Differenz des auf dem Redtlktionswege bestinlniten Gesamt- 
zuckers und der nach der Earbitursauremethode bestimmten 
Xylosemenge und setzten die so erhaltene Zuckermenge als 
Glucose in Rechnung. 

Als jedoch n ich t  z u  Alkohol v e r g a r b a r e  Hexosen4) ,  
Pentosen oder Nichtzuckerstoffe in den Hefenahrlosungen und 
deren Ausnutzung bei der Verhefung nachgewiesen wurden, 
niuljten vergarbarer Zucker bzw. Reduktionsdifferenz als 
Bezugssystem fallen gelassen werden. 

Durch den von Fink, Krebs u. Lechner5) erbrachten 
Beweis, dalj Ess igsaure  von Torula utilis zum Zellaufbau 
ausgenutzt wird, konnten in essigsaurehaltigen Substraten 
wie Holzzuckerlosungen und insbes. Sulfitablaugen aus Laub- 
holz und aucb Nadelholz der vergarbare Zucker und die Reduk- 
tionsdifferenz nicht mehr als Grundlage zur Beurteilung der 
Ausbeute dienen. Als es dann Lechnera) gelang, die Ver- 
wer tung  d e r  Pentosen  bei der Verhefung zu erreichen, 
konnte in pentosenhaltigen Hefen&rlosungen hochstens noch 
die Reduktionsdifferenz, auf keinen Fall aber mehr der verga- 
bare Zucker als Mdstab fur die Ausbeutebeurteilung dienen. 

1 

a) Z. Spiritusind. 1936, 384. 
9 Ebenda 290, 135 [1037]. 

9 R. Lechner u. R.IZZig, Biochem. Z.  299, 174 [1938]. 
') Ebenda 300, 204, 301, 170 C19391. 

Wir bezogen daher in pentosenhaltigen Nahrlosungen wic 
Holzzucker und Sulfitablaugen aus Nadelholz die Hefe 
ausbeuten auf Gesamtzucker, d. h. auf die Sunime v e r g a r -  
barer  Zucker  p lus  Pentosen.  Um auch bei nicht voll- 
standiger Verhefung der Kohlenhydrate die Ausbeuten auf ver- 
brauchte Kohlenhydrate berechnen zu konnen, wandten wir 
noch ein anderes Bezugssystem, namlich v e r g a r b a r e r  
Zucker  p l u s  Pentosendifferenz (= verschwundene Pen- 
tosenmenge) an. Holzhydrolysate, insbes. Buchenholzsulfit- 
ablaugen, enthalten bisher nicht verhefbare Uronsauren, die 
bei der Salzsauredestillation Furfurol liefern und die Pentosen- 
bestimmung storen. In  Holzzuckerlosungen und Buchenholz- 
sulfitablaugen, die vornehmlich Pentosen und Essigsaure ent- 
hielten, wurde versucht, durch Eiiifiihrung des Begriffs , ,ver  - 
hefbare  Subs tanz"  alle verhefbaren C-Quellen fiir die Aus- 
beuteermittlung zu beriicksichtigen') . Die analytische 5% 
fassung ist aber unistandlich und zeitraubend. AuBerdem 
lassen verschiedene Anzeichen vermuten, dall z. B. in Sulfit- 
ablaugen noch weitere unbekannte verhefbare Nichtkohlen- 
hydrate enthalten sind. 

Eiti weiterer Vorschlag, der allerdings mehr zur Beurteilung, 
weniger zur Vorhersage der Hefeausbeuten aus verschiedenen 
Substraten nnd zu Betrachtungen iiber die Stoffokonomie 
dienen sollte, stanlmt von H .  Fink u. H .  Mfinder*). Sie legen 
den Kohlenstoffgehalt einerseits des Nahrsubstrates, anderer- 
seits der Hefeernte zugrunde. Fur die Verhefung, z. B. reiner 
Glucose unter Zusatz (kohlenstofffreier) mineralischer Niihr- 
salze ergibt sich in der Theorieo) ein Kohlenstoffausnutzungs- 
grad von GGO/;, d. h. z/,j des Kohlenstoffs der Glucose konnen in 
Hefezellsubstanz eingebaut werden. Im praktischen Standard- 
ziichtungsversuch wurde allerdings nur eine rd. GO %ige Aus- 
nutzung erreicht. Dieses zweifellos eindeutige und genaue 
Bezugssysteni hat aber verschiedene Nachteile, die seiner all- 
gemeinen Einfiihrung entgegenstehen ; so fehlen fur die meisten 
gebrauchlichen Substrate die statistischen Daten iiber den 
C-Gehalt, und auBerdem ist die Kohlenstoffbestimmung auf 
nassem Wege nicht ganz einfach in Reihenanalysen durch- 
znfiihren. 

Bei einem anderen technischen Nahrsubstrat, der Melasse,  
werden Aminosauren bei der Verhefung niit ausgeniitzt , 
worauf schon CZaa/?enlo) aufmerksam machte. Die analytische 
Erfassung des assiniilierbaren Aminosaureanteils gelingt aber 
nicht zufriedenstellend. 

Besonders schwierig und uniibersichtlich gestaltete sich 
die Beurteilung der Ausbeuten bei der Verhefung von K a r -  
toff eln. Die verhefbare Substanz stellt zwar im wesentlichen 
die diastatischen Abbauprodukt- der Starke dar, doch ist auch 
noch mit geringen Mengen anderer hefeassimilierbarer Stoffe zu 
rechnen. Dam kommt, dalj die Ziichtung der Hefe nicht wie 
iiblich in einer klaren Fliissigkeit, sondern in der heterogenen, 
breiformigen Maische erfolgt, die W i c h  wie in der Kartoffel- 
brennerei aus Kartoffeln rriittels Griinmalz (als Diastaseliefernnt) 
hergestellt wird. Die neugebildete Hefe kann zum Zweck der 
Ana:ysierung von den festen Maischebestandteilen nicht abge- 
trennt werden, so daBHefe- bzw. Rohproteinzuwachs nur auf in- 
direktem Wege ermittelt werden konnen. Wir bezogen deshalb 
die EiweiBausbeuten im wesentlichen auf die Alkoholergiebig- 
keit (Starke) der Maischen und auf den Schwund an Trocken- 
substanz bei der Liiftung. 

I n  den bisherigen Darlegungen wurde gezeigt, daB es schon 
groljte Schwierigkeiten bereitet, die einzelnen Komponenten 
(Individuen), aber auch Stoffgruppen in den kompliziert 
zusammengesetzten Rohstoffen fiir die Futterhefengewinnung 
nebeneinander analytisch zu erfassen bzw. aus den Zahlen- 
ergebnissen ScNiisse auf die zu erwartende Ausbeute an Hefe- 
trockensubstanz zu ziehen. Dazu kommt nun noch eine weitere 
Komplikation, die man am besten unter den von Fink ge- 
pragten Begriffll) der , ,iiberadditiven Ausbeute" zusammenfaat. 

Fink u. Krebs12) stellten namlich fest, dalj man bei der 
Verhefung von Gemischen von zwei definierten verhefbaren 
Stoffen, wie Glucose und Alkohol, Glucose und Essigsaure, 
Glucose und Milchsaure usw., nicht die zu erwartende Sunme 
der Einzelausbeuten, sondern oft ganz betrachtlich hohere, 
') It. Lechner, diese Ztsclrr. 53, 163 [lSlO]. 
n, Vorratspflcge u. Lebens-nittelforsch. 2, 371 [1939]; Wschr. Brauerei 56, 201 [1939]. 
O) H. Fink, J .  Rrebs u. II. Lechner, Biochem. 8 .  501, 143 [1939]. 
lo) Z .  Ver. dtsch. Zuckerind., Techn. Teil 84, 713 [1931]; Z. Spiritusind. 1934, 159. 
") Svensk kern. Tidskr. 50, 177 C19381. 12) Biochem. Z. 300, 59 [1938]. 
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also ,,superadditive" Ausbeuten erhalt. Fznk u. Illig13) haben 
neuerdings eine groBere Menge solcher Stoffpaare untersucht . 

Wie die Ausfiihrungen zeigen, kann also die Beurteilung 
der Hefe- und EiweiBausbeuten aus  einem gegebenen Nahr- 
substrat an Hand analytisch erfaBbarer Substratkoniponenten 
in den meisten Fallen nicht befriedigen; sie ist aber trotz- 
dem wichtig, da sie of t  interessante Einblicke bei der  Ver- 
hefung gewahrt. 

Die direkte Bestimmung der Hefe bzw. Elweiaausbeute 
im praktischen Ziichtungsversuch. 

Wir fiihrten deshalb den Begriff der , , H e  f e er g ie big kei t " 
in Analogie zur Alkoholergiebigkeit ein und verstehen darunter 
d i e j e n i g e  H e f e m e n g e  (Torula utilis), d i e  aus e i n e r  be- 
s t i m m t e n  M e n g e  eines N a h r s u b s t r a t e s  u n t e r  o p t i -  
malen B e d i n g u n g e n  in  e iner  f e s t g e l e g t e n  V e r -  
h e  f u n g s ap p a r a t  u r e r h a1 t e n w e  r d e n k a n  n. Damit  sind 
alle Schwierigkeiten und Unsicherheiten, die einerseits der  
analytischen Erfassung der einzelnen Bestandteile der  Nahr- 
losungen und andererseits deren Auswertung anhaften, beseitigt . 
Als Bezugssystem fur die Hefe- bzw. Rohproteinausbeute gilt 
lediglich ein bestimmtes Volumen oder eine bestimmte Gewichts- 
menge des Hefenahrsubstrates. Die Ergiebigkeit an Hefe bzw. 
Rohprotein kann dann natiirlich weiter unigerechnet werden, 
z. B. bei Holzzuckerlosungen auf eine bes t inmte  Holz- 
nienge usw. 

Als Analysenapparatur verwenden wir die von uns in 
den letzten Jahren entwickelte S t a n d a r d a p p a r a t u r  f u r  
H e f e z i i c h t u n g .  Die hierfiir aufgestellten Standardbedin- 
gungen, die auf eine bestimmte Menge einer verhefbaren 
C- Quelle eingestellt waren, erfahren dabei insofern eine Ab- 
anderung, als sie auf optimale Wirkung bei der Verhefung 
uridefinierter Nahrlosungen abgestellt sein miissen. 

Apparatur . 
Die Ziichtungsapparatur (Abb. 1) besteht aus eineni oder 

mehreren Glaszylindern von je 100 cm Hohe und 10 cm lichteni 
Durchmesser mit einem Inhalt von etwa 8 1. An den Enden sind die 
Glaszylinder mit geschliffenen konischen Glaswiilsten versehen, so 
tlaB mehrere Zylinder iibereinandergesetzt und durch geeignete 
Gummidichtungen mit Leichtmetallflanschen vollkommen gasdicht 
verbunden werden konnen. Es entsteht so eine turmartige, oft 
mehrere Meter hohe Anordnung, die ebenso wie jede Einzelrohre 
durch eine Bodenplatte bzw. eine Deckplatte gasdicht verschlossen 
werden kaun. An den Glaszylindern sind auBerdem noch ein oder 
zwei Glastuben seitlich angebracht, die zur Aufnahnie von MeB- 
instrumenten verschiedeuer Art (Thermometer, registrierende Tem- 
peraturschreiber, registrierende pH-Messungen usw.) dienen konnen. 
An der verzinnten Bodenplatte konnen verschiedenartige Beliiftungs- 
korper auswechselbar angebracht werden ; eine sehr feine Luft- 
verteilung gewahrleisten Porolithkerzen. Durch die Bodenplatte 
fiihrt ferner eine verzinnte14 j Metallrohrschlange fur Kiihlung mit 
kaltern Wasser oder fur Heizung mit warrnem Wasser, das durch 
Einschalteri eines in die Wasserzuleitung eingebauten elektrischeii 
Heizkorpers erzeugt wird. Endlich ist noch eine Offnung Zuni Ab- 

lassen der Fliissigkeit sowie 
fur Probenalimen an der 
Bodenplatte vorgesehen. 

Die Apparatur ist i. allg. 
oben offen. Werden jedoch 
der bei der Verhefung ent- 
stehende Alkohol und die 
Kohlensaure bestirnmt, so 
kann die Apparatur mit 
einer verzinnten Deckplatte 
verschlossen werden. Diese 
wird ebenfalls mittels Flan- 
schen- und Gumrriidichtung 

Akbb. 1. Standardamaratur 

Dim. R. I l l ig ,  Univemitat Berlin 1940, unaeroffentlicht. 
Bei gewiaen YulfitJblaugen, die Zinn angreifen, haben sich einbreunbare Ennsthitra- 
iiberziige bewahrt. 

gasdicht befestigt und tragt da5 Gasaustrittsrohr und au13erdem 
einen Tubus, in den ein fur den Zulauf der Nahrstoffe bestimmter 
Tropftrichter rriittels Gummistopfen oder Stopfbuchse eingesetzt 
werden kann. Die gelosten Nahrsalze miissen niittels Gegendruck 
eingefiihrt werden, wenu der Apparatur Wasch- und Absorptions- 
gefaBe nachgeschaltet sind. Ein dritter Tubus dient zum Eiritropfen 
von Garfett zur Schaumbekampfung. Die das ZiichtungsgefaB 
verlassenden Gargase konnen einer Batterie von AbsorptionsgefaBen 
zugefiihrt werden, in denen Alkohol und andere fliichtige Verbin- 
dungen und die gebildete Kohlensaure aufgenommen und analytisch 
bestimmt werden. Die Gaswasche zur Erfassung des Alkohols besteht 
aus einer in Eis gepackteu Waschflasche fur  2 1 Fassung mit doppelt 
durchbohrtem Gummistopfen. Die Gargase treten aus einer fein- 
porigen Glasfritte in die Waschflasche aus. Nach dern Verlasseu 
der Alkoholwasche werden die Gase zwecks l'rocknung durch zwei 
Chlorcalciumtiirnie und schlieBlich durch zwei niit 35 %iger Kalilauge 
und eine dritte rnit konz. Schwefelsaure beschickte Waschflasche 
niit gesinterteni Einsatz geleitet. Der Gewichtszunahnie der Wasch- 
flaschenbatterie entspricht die wahrend des Versuchs gebildetr 
Kohlensauremenge. 

Die L u f t  zur Speisung der Beliiftungskorper wird zw-eckniaIjig 
durch einen kleinen Laboratoriumskompressor erzeugt. Der not- 
wendige Uberdruck richtet sich nach der Art des angewandten Luft- 
verteilers und der Hohe der Fliissigkeitssaule, meistens geniigen 
0.3-0,5 atii. Die Luft gelangt zunachst durch ein Wattefilter und 
durchstroxut dann einen Luftmesser (Rotameter), ehe sie in die 
Beliiftungsvorrichtung eintritt. Falls die bei der Verhefung gebildete 
Kohlensaure bestimmt werden soll, mu13 die zugefiihrte Luft zur 
Entfernung der Kohlensaure durch einen Turm mit schwach ange- 
feuchtetem Natronkalk geschickt werden. Die Regulierung der Luft- 
zufuhr geschieht durch einen sog. Feinregulierungshahn rnit Mikro- 
meterschraube. Dieser sowie Luftniesser, Luftverteiler und Absorp- 
tionsgefal3e sind dem je Stunde benotigten Luftdurchgang in ihrer 
Leistuiig bzw. ihren Dimensionen anzupassen. 

Wichtig ist die richtige Behandlung der Bel i i f tungskorper  
aus porosem, keramischem Material. Um deren Vollsaugen zu ver- 
meiden, was Verkleinerung des wirksamen Porendurchmessers und 
Erhohung des Widerstandes bedeuten wiirde, darf die Apparatur 
grundsatzlich nur dann mit Fliissigkeit gefiillt werden, wenn zuvor 
die Luft angestellt worden ist. Auch nach Ablassen der Garfliissigkeit 
mu13 noch Luft durch die Kerzeu stromen. Fur die Reinigung und 
Sterilisierung verwendet man einen Aluminiumstutzen von gleichem 
Durchmesser wie die Glaszylinder, jedoch nur etwa 70 cm hoch, 
der mittels seines umgebordelten Randes auf die Grundplatte auf- 
geschraubt werden kann. Am Ende eines jeden Versuchs wird 
dieser statt des Glaszylinders angebracht und bei noch stromender 
Luft zunachst mit kaltem und danu noch zweimal mit IieiBein Wasser 
gefiillt. SchlieBlich wird nach Ablassen des Waschwassers so lange 
Luft durch die Kerze geblasen, bis sie vollkommen trocken ist. So 
behandelte Beliiftungskorper konnen sehr lange in Gebrauch bleiben 
und gewahrleisten gut reproduzierbare Beliiftungsverhaltnisse. 

Die ganze Apparatur befindet sich auf eineni Ringgestell init 
Dreifu13. Die Glasrohren sind mittels Schellen zu befestigen. 

Arbeitsweise. 
1. H e r f i i h r u n g  d e r  A u s s a a t h e f e  

Die Stellhefe fur die Standardziichtungen wird jeweils am 
Vortage in einer verhaltnismaoig eiiifachen Ziichtungsapparatur 
unter stets gleichen Bedingungen geziichtet. Fur diese sog. Vor- 
ziichtung der Aussaathefe dient zweckmaBig als ZuchtungsgefaB 
ein zylindrischer, 35 cm hoher Glasstutzen mit einem Inhalt t o n  etwa 
3 1. ills Beliiftungskorper werden gebrannte Steine verwendet, 
die eine niittelfeine Beliiftung ermoglichen. Die benotigte PreBluft 
wird zwecks Reinigung durch ein Wattefilter geleitet. Zur Tempe- 
raturregeluug steht das ZiichtungsgefaB in eiiiein Thermostaten. 
Verhefungssubstrat ist hierbei z. B. eine, auf reduzierenden Zucker 
bezogene, etwa 2%ige Holzzuckerlosung. welche mit Kreide neutra- 
lisiert und dann filtriert wird, wonach die erforderlichen Nahrsalze, 
auf 40 g anzuwendenden reduzierenden Zucker : 2,0 g Diammoniutn- 
phosphat, 1,6 g Ammoniumsulfat, 0,9 g Kaliurnsulfat und 0,5 g 
Magnesiumsulfat (MgSO, .7H,O) zugefiigt werden uud nochmals 
filtriert wird. 12,O g abgepreBte Torula utilis (Wassergehalt rd. 75%) 
client als Aussaathefe. Zu Beginn der Ziichtung werden ein weiteres 
Gramni Diamnioniumphosphat, etwa 1/5 der Nahrlosung und etwa 
30@cm3 Wasser in den Stutzen vorgelegt. In der ersten Stunde 
der Angarung werden etwa 40 1 Luft je Stunde durchgeleitet. Die 
Ziichtungstemperatur betragt im Durchschnitt 30°. Wahrend der 
Zeit der Hauptverhefung wird mit 150-180 1 Luft je Stunde ge- 
liiftet. Das Substrat ist schwach sauer zu halten, die gebildete 
Saure durch verd. Ammoniak, insgesamt entsprechend 0,7 g Stick- 
stoff bzw. Soda, abzustumpfen. Der Zulauf der restlichen Nahr- 
losung erfolgt innerhalb von 6 h halbstiindlich, schubweise in ge- 
staffelten Mengen. Die Ziichtungsdauer betragt insgesamt meist 
8 h. Wahrend der letzten Stunde der ,,Ausreifung" wird abermals 
mit nur etwa 80 1 Luft je Stunde beliiftet. Neuerdings werden 
vom Anfang bis Ende der Ziichtung gleichmaKg 100 1 Luft pro h 
gegeben, wobei sich die Ziichtungsdauer um 1-2 h verringert. Nach 
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Beendigung der Ziichtung wird die Hefe durch Abschleudern auf 
einer Becherzentrifuge (etwa 4000 Umdrehungen) von der ver- 
gorenen Wiirze getrennt, aufgeschlemmt, moglichst fest abgenutscht 
und bis zu ihrer Verwendung im Eisschrank aufbewahrt. Die so 
hergefiihrte Hefe dient als Aussaat fur den jeweilig 24 h spater fol- 
genden Hauptversuch in der Standardapparatur. 

2. Zi ichtung i n  d e r  S t a n d a r d a p p a r a t u r .  
Vor Bestimmung der Hefeergiebigkeit technischer Nahr- 

substrate sollen zur Priifung der Wirkungsweise der gesamten 
Apparatur einige Verhefungen in reiner Glucoselosung (Standard- 
versuche) durchgefiihrt werden. Die Arbeitsweise rnit technischen 
Hefenahrlosungen ist im Prinzip dieselbe wie mit Glucose. 

Bei den Standardversuchen niit Glucose wird in etwa l%iger 
Zuckerlosung geziichtet. Angewandt wird eine genau abgewogene, 
etwa 70 g betragende Menge Glucose, welche zusammen mit den 
Nahrsalzen, bestehend a m :  2,600 g (NH,),HPO,, 3,300 g (NH,),SO,, 
2,OO g K,SO, und 1,50 g RIgS04.7H,0, in 5 1 Leitungswasser gelost 
wird15). Zusatze von Hefeaschenausziigen zum Einbringen von 
Spurenelementen erwiesen sich nicht als notwendig. Samtliche fur 
die Liiftungsversuche verwendeten Salze bzw. Losungen sind vom 
Rcinheitsgrad ,,zur Analyse". Als Aussaathefe wurden 22 g frische, 
am Vortage in der beschriebenen Vorziichtung herangeziichtete 
Torula utilis verwendet. Zu Beginn der Ziichtung werden 1500 cui3 
Leitungswasser sowie weitere 1,300 g Diammoniumphosphat vor- 
gelegt und, nach Zugabe der in wenig Wasser aufgeschlemmten 
Stellhefemenge, 500 cma der Zuckernahrsalzlosung zulaufen gelassen. 
In  der ersten Stunde der Anziichtung und der letzten halben Stunde 
der Ausreifung wird mit etwa 50 1 Luft je Stunde beliiftet. Die 
Anstellteniperatur betragt 31-320 und wird in der iibrigen 
Versuchszeit konstant bei 30° gehalten. Wahrend der Hauptziichtung 
wird dann niit 100-120 1 I,uft je Stunde beliiftet. Der Sauregrad 
wird durch Zugabe einer 1,7 g Stickstoff entsprechenden Menge 
stark verdiinnten Amnloniaks reguliert. Der Zulauf erfolgt, nach 
Ablauf der ersten Stunde beginnend, innerhalb von 6 h halbstiindig, 
schubweise in gleichen Mengen. Die Ziichtungsdauer betragt ins- 
gesamt 8 h. Das p~ ist zwischen 3.5 und 5 und der Sauregrad 
zwischen 0,08 und 0.20 zu halten. 

Nach Beendigung der Ziichtung wird die verhefte Fliissigkeit 
durch den Ablaufhahn in der Grundplatte abgelassen und sofort 
aufgearbeitet. Das Volumen der Hefesuspension wird dann genau 
bestimmt; zur Ausbeuteermittlung werden 3 1 der standig gut durch- 
zumischenden Fliissigkeit abgetrennt und auf der vorher beschrie- 
benen Becherzentrifuge (4 Becher aus V2A-Stahl mit je 250 cm3 
Inhalt) abgeschleudert. Die Hefe wird sodann mit Wasser auf- 
geschlemmt, quantitativ auf eine Nutsche gebracht, bis auf einen 
Wassergehalt von 7 6 7 6 %  trocken gesaugt und hiervon anschlielJend 
Trockensubstanz-, Asche- und EiweiBgehalt bestimmt. 

Die abgeschleuderte hefefreie, vergorene E'liissigkeit kann zur 
Bestinimung des Gehalts an Rcstzucker und Gesamtstickstoff, 
Alkohol usw. verwendet werden. 

Wird bei der Standardziichtung von Glucose die erreichbare 
Hochstausbeute von 50-52% Hefetrockensubstanz, auf angewandte 
Glucose bezogen, gefunden, dann kann zur Verhefung der zu unter- 
suchenden technischen Nahrlosung geschritten werden. 

Uie Anwendung ,einer 70 g Glucose bzw. deren C-Gehalt entsprechcuden Rlenge hat 
sich bei Gebrauch der Standardapparatur als durchweg giinstig erwiesen. Selbst- 
versthdlich kann man auch, wenn es angebracht erscheint, mehr anwenden. Das 
Verhiiltnis der Nahrsalzmengen aum angewandten Zucker, die enteprechende Wasser- 
verdiinnung ww. wird dann jedoch beibebalten. 

Dabei sind die fur den Standardversuch festgelegten Bedin- 
gungen sinngemal3 der Eigenart des zu verhefenden Substrates an- 
zupassen, bis das Ausbeuteoptimum erreicht ist. Dies kann i. allg. 
mittels einiger weniger Hefeziichtungen erzielt werden. So sind die 
anzuwendende Menge und der Verdiinnungsgrad der Untersuchungs- 
losung darauf einzustellen, dalJ bei der Ziichtung etwa die gleiche 
Hefemenge zuwachst wie beim Standardversuch mit Glucose, d. h. 
etwa 35 g Hefetrockensubstanz. U. U. ist diese Menge durch einen 
Vorversuch zu ermitteln. Da sich der Begriff der Hefeergiebigkeit 
auf die Kohlenstoffquelle der Nahrlosung bezieht, ist darauf zu 
achten, dalJ die iibrigen Nahrstoffe (Stickstoff, Phosphor usw.) im 
UberschuB vorhanden sind. 

Je  nach Art der Hefenahrlosung ist diese noch vorzubereiten. 
So miissen Holzzuckerlosungen neutralisiert, Sulfitablaugen geliiftet 
und neutralisiert werden usw. Die richtige Vorbehandlnng der Nahr- 
losung ist in vielen Fallen ausschlaggebend fur den Grad der Hefe- 
ergiebigkeit , 

I n  dem anzuwendenden Nahrsubstrat werden nun wie bei der 
Standardziichtung in Glucose die Nahrsalze gelost; falls die Nahr- 
substratmenge unter 5 1 betragt, wird mit Wasser auf 5 1 aufgefiillt 
und die Ziichtung aach Standardvorschrift durchgefiihrt. U. U. 
auftretende Schaumentwicklung ist durch Zusatz von moglichst 
wenig Garfett zu verhindern. 

Der erhaltene Hefetrockensubstanzzuwachs wird auf eine 
bestimmte Menge der untersuchten Hefeniihrlosung, z. B. auf 
1 1 oder bei sirupartigem Ausgangsmaterial auf 1 kg, oder 
aber auf Trockensubstanz sinngema13 umgerechnet und stellt 
die Hefeergiebigkeit der betreffenden Nahrlosung dar. 

Die Brauchbarkeit der Standardapparatur und der 
Arbeitsweise hat sich sowohl in einschlagigen Laboratorien 
als auch in der Industrie in allen Fallen erwiesen. 

Herrn Dr. Hugo Koeh sowie Herrn Dr. Strathrneyer von der 
Deutschen Bergin A.-G., Mannheim-Rheinau, wurde im Sommer 1938 
als ersten Gelegenheit gegeben, sich in unserem Laboratoriurn in die 
Methodik der Standardverhefung und der Futterhefenziichtung einzu- 
arbeiten. In  der eigenen, durch unsere Glasblaserei beschafften Appa- 
ratur konnte die genannte Firma wichtige Aufgaben erfolgreich durch- 
fiihren. Inzwischen ist die Apparatur u. a. von Dr. H .  Scholler, von der 
Wirtschaftl. Vereinigung der dtsch. Hefeindustrie, von der Siiddtsch. 
Holzverzuckerungs-A.-G., Regensburg, von der I. G. Farbenindustrie 
A.-G., Werk Wolfen, von der Phrix-G. m. b. H., Hirschberg, und 
zahlreichen anderen Laboratorien beschafft und die Arbeitsweise 
zur Losung aller moglichen Fragestellungen verwendet worden. 
Besonders aber in unserem Laboratorium sind auBer Hunderten von 
Hefeziichtungen mit theoretischer Fragestellung, insbes. zur Auf- 
klarung des Reaktionsmechanismus der biologischen EiweilJsynthese, 
viele Dutzende neuer und alter Substrate, die fur die Verhefung 
als Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle in Frage kommen, auf ihre 
Eignung zur Hef egewinnung untersucht worden, wobei es meistens 
auf die Ermittlung der ,.Hefeergiebigkeit", also der jeweiligen 
Hochstausbeuten ankam. 

Wir nennen nur die Holzhydrolysate, gewonnen nach den in- 
zwischen schon ziemlich zahlreich gewordenen Holzverzuckerungs- 
und Zellstoffverfahren, die bei der Vergarung verschiedener Roh- 
stoffe anfallenden Industrieschlempen, Piilpehydrolysate, AbwLser 
der Faserpflanzenroste, FischpreDwkser u .  a. m. 

Ezngeg. 31. Mnrz 1841 [.-I. 24.1 

Neuere Erkenntnisse auf dem Gebiete der Verw ertung der Swlfitablauge 
V o n  D r .  Phi l .  E D U A H D  V O N  D I I A T H E N  u n d  D r .  r e r . n a t .  H A N S  W A L T H E R  
Laborator iurn  der  Chelnaschen Fabr ik  Goswag-Anhal t  H .  Schraube  

ei dem groWen Anfall des Lignins beim HolzaufschluW B sind die grol3en Mengen bislang nicht verwertbarer Sub- 
stamen so aufzuarbeiten, daB sie als wertvolle Rohstoffe 
der Wirtschaft zugefiihrt werden konnen. Da dies nicht bei 
allen daraus gewonnenen Produkten der Fall ist, wurden im 
hiesigen Laboratorium erneut Untersuchungen uber die Ver- 
wendungsmoglichkeiten der L i gni  n su 1 f 0s Bur e sowie die 
konstitutionellen Probleme angestellt. 

Schon die technische Sulfitablauge stellt ja hinsichtlich 
Einheitlichkeit ein Problem dar. So erhielten M .  Honig u. 
I .  Spitzer bzw. Melander, Klason, Dovde u. Hall bci der Um- 
setzung niit:Ba-Salzen Produkte, deren Bariumgehalt zwischen 
9,20% und 11,56% Barium schwankte, obwohl sie von einem 
angeblich einheitlichen Ausgangsmaterial - Fichtenholz - 
ausgegangen waren. Sie nahmen daher an, daW entweder 
verschiedene Ligninsulfosauren bestunden oder die eine oder 
andere Reaktion von der Sulfosaure nicht ohne Abbau ver- 
tragen wiirde. Der Summenformel von Klason, C,,H,,O,,S,Ba, 

steht die Sulfosaure von Dorde u. Ha& C,,H,,O,,S, gegeniiber. 
Bei vorsichtiger Schatzung kann ein Molekulargewicht des 
Grundmolekiils mit 750-760 angenommen werden, so. daB 
die Sulfosauren uni den entsprechenden Betrag hoher liegen. 
Allerdings ist es bis jetzt noch in keiner m7eise gegliickt, eine 
eindeutige Formulierung des ganzen Molekiilverbandes zu 
reproduzieren, da die iiblichen Umbau- und Abbauprodukte 
sowie die ebullioskopischen wie kryoskopischen Messungen zu 
weit differierenden Ergebnissen fiihren. Reaktionen im alkali- 
schen Medium fiihren zu Umsetzungsprodukten, die durch Auf- 
treten neuer saurer Gruppen gekennzeichnet sjnd und die u. U. 
als Ausgangspunkt :umf angreicherer Studien dienen konnten. 

Bei der Benzoylierung nach Schotten-Baumann wirkt das 
Alkali auf die Ligninsulfosaure hydrolytisch ein, so da13 unter 
diesem Gesichtspunkt erst eine OH-Gruppe gebildet wird, 
die vorher iiberhaupt nicht vorhanden war. Bei der Ein- 
wirkung von Dimethylsulfat steigt der Methoxylgehalt durch 
mehrmalige Methylierung fast auf das Doppelte. 
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