Fink w. Lechner: Zur Bestimmuny der Hefeergiebigkeit von Rohstoffen fir die Futlerhefengewinnung

und Athylalkohol wirken im Gegensatz zu Propylalkohol in
Gegenwart von 219, Borfluorid beim Xochen am Riickflufl
auf Phenol nicht ein. Erst beim 3stiindigen Erhitzen auf 170°
wird Anisol in 589 iger Ausbeute bzw. Phenetol in 179 iger
Ausbeute neben wenig Alkylphenylather erhalten.

Auch zur Alkylierung des Phenols mit Dimethyl- und
Didthylather-Borfluorid miissen hohere Temperaturen an-
gewandt werden. Phenol und auch Anisol werden durch mehr-
stiindiges Erhitzen am Riickfluf8 (2—32h) mit Methylither-
Borfluorid®®), das durch 3stiindiges Xochen von Borfluorid-
Methylalkohol dargestellt wurde®?), fortschreitend bis zum
Pentamethylanisol methyliert, und Diathyl4dther-Borfluorid
liefert mit Phenol innerhalb 3 h bei 2000 in 269%,iger Ausbeute
Phenetol neben verschiedenen Athylphenolen und Athylphenyl-
dthern®y),

 Die Alkylierung der Phenole wurde weiterhin auf Phenol-
carbonsiuren iibertragen. B. W. J. Croxall, F. J. Sowa u.
J. A. Nicuwland®®) haben in in Heptan suspendierte Salicyl-
sdure mit 22,3 Mol.-%, Borfluorid innerhalb drei Tagen bei
einem Uberdruck von 8—10 cm Quecksilbersiule Propylen ein-
geleitet. Es wird hierbei zunichst Salicylsdureisopropylester
gebildet, aus dem sodann die 2-Oxy-3-isopropyl-benzoesiure
entsteht. Beim weiteren Finleiten von Propylen tritt sodann
erneute Veresterung zum 2-Oxy-3-isopropyl-benzoesiureiso-
propylester ein, aus dem sich die 2-Oxy-3,5-diisopropyl-benzoe-
sdure bildet, die schlieBlich mit weiterem Propylen zum 2-Oxy-
3,5-diisopropyl-benzoesiureisopropylester verestert wird. 2-Oxy-
5-isopropyl-benzoesdure wird nur in geringer Menge isoliert.
Propoxyderivate der Salicylsidure werden nicht gebildet.

Auch durch FErhitzen von Salicylsiureisopropylester auf
130-—140° ohne Propylenzufuhr in Gegenwart von Borfluorid
werden 2-Oxy-3-isopropyl-benzoesiure, 2-Oxy-3,5-diisopropyl-
benzoesidure neben Spuren 2-Oxy-5-isopropyl-benzoesdure er-
halten. Da sowohl aus n- als auch iso-Salicylsaurepropylester und
Salicylsdure-n-butylester Isocalkyl-salicylsduren entstehen, aus
Salicylsiureisobutylester tert. Butylsalicylsdure gebildet wird®s),
und daneben auch freie Salicylsidure isoliert wird, ist anzu-
nehmen, dafl die Alkylierung intermediir iiber die Olefine
verliuft. Wihrend aber die Isopropyl- wie sek. Butylgruppe
aus jhren Salicylsidureestern iiberwiegend in die ortho-Stellung
zur OH-Gruppe wandert, tritt die tert. Butylgruppe in para-
Stellung zur OH-Gruppe ein.

Mit p-Oxy-benzoesidure reagiert Propylen anders in
Gegenwart von Borfluorid®). Hierbei findet zunichst Ver-
dtherung zur p-Isopropoxy-benzoesiure statt; es wird kein
p-Oxy-benzoesiure-isopropylester isoliert. Der Ather 148t sich
sodann in ortho-Stellung umlagern. Die p-Isopropoxy-benzoe-
siure wird auch mittels Borfluorid zunichst aus p-Oxy-
benzoesaure-isopropylester gebildet. Die Verfasser halten
) J. Amer. chem. Soc. 58, 2054 [1934].
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8) W.J. Crozall, F.J. Sowa u. J. A, Nieuwland, J. Amer, chem, Soc. 57, 1540 [1937].

daher eine direkte Wanderung der Isopropylgruppe des p-Oxy-
benzoesiure-isopropylesters in den Kern nicht fiir moglich;
als Zwischenstufe soll der Ather entstehen, dessen Isopropyl-
gruppe sodann eine Verschiebung in den Kern zur 3-Isopropyl-
4-oxy-benzoesdure erleidet. Die 3-Isopropyl-4-oxy-benzoesiure
kann aber auch, wie durch die Moglichkeit der Propylierung
des Amnisols gezeigt wurde, durchh direkte Kemnpropylierung
der p-Oxy-benzoesiure entstehen.

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

Die Isopropylgruppe des Salicylsdureesters wandert also
unter dem EinfluB des Borfluorids direkt in den Xern, die
des m-Oxy-benzoesiureesters zum grofiten Teil direkt in den
Kern, und die des p-Oxy-benzoesiureesters wandert zunichst
zur Oxygruppe und lagert sich dann in den Kern um. Daf3
Salicylsdure mittels Propylen nicht verathert wird, ist wohl
darauf zurfickzufithren, da@ allgemein Ortho-oxyverbindungen,
wie o0-Oxysduren und o-Oxyketone, sehr schwierig zu ver-
dthern sind.

Nicht nur mit den Olefinen, auch mit den Alkoholen,
wie Isopropylalkohol, sek. und tert. Butylalkohol, reagiert
Salicylsiure in Gegenwart von Borfluorid unter Bildung
von Salicylsiureestern; mit sek. und tert. Butylalkohol
konnen auch direkt die Xernsubstitutionsprodukte der
Salicylsdure erhalten werden®). Die Reaktion findet ebenfalls
unter intermedidrer Bildung der Olefine statt, da mit n-Butyl-
alkohol die sek. Butylderivate, mit tert. Butylalkohol die
Isobutylderivate erhalten werden. In Gegenwart von Benzol
und Diphenyldtlier werden auchi diese Verbindungen durch
die intermediir auftretenden Olefine alkyliert.

Aromatische Amine, wie Anilin und N-Alkylaniline,
lassen sich mit Olefinen in Gegenwart von Botfluorid nicht
alkylieren. Da diese Amine zu basisch sind, wird das Bor-
fluorid sofort festgebunden und unwirksam gemacht. Dagegen
gelingt es, schwach basische aromatische Amine, wie z. B.
Diphenylamin, mit Diisobutylen in Gegenwart von Bor-
fluorid-diliydrat zu alkylieren®s). Hierbei werden p-Diiso-
butyl- und p,p’-Di-diisobutyl-diphenylamin nebeneinander
erhalten. (SchluB folgt.)

Bingeg. 7. Oktober 1940. [A. 109.]

85y D. Kdstner, unverdffentlichte Versuche,

Zur Bestimmung der Hefeergiebigkeit von Rohstoffen fiir die Futterhefengewinnung

Von Prof. Dv. HERMANN FINK und Dv. Ing. habil. RICHARD ILECHNER
Unter experimenielley Mitwivknng von R.ILLIG, J. KREBS, M. ROSS«. I.SCHLIE

Aus dem Institut fiiv Garungsgewerbe und Sidrkefabvikation der Universitdt Bevlin

Ist die Beurteilung und Voraussage der Hefe- und Eiweif3-
ausbeuten auf Grund analytischer Feststellungen an den
Rohstoffen moglich?

ei der Futterhefeerzeugung dienen in erster Linie Kohlen-
hydrate als Kohlenstoffquelle. Deshalb versuchte man,
diese in den Nahrlgsungen zu erfassen und auf Grund der mit
reinen Zuckern erreichbaren Standardausbeuten die zu er-
wartenden Hochstausbeuten in den technischen Hefenihr-
16sungen zu berechnen.
Fiir die heutige Futterhefengewinnung kommen besonders
folgende Rohstoffe in Betracht:
Holzzucker nach dem Bergius-Rheinau-Verfahren,
Holzzucker nach dem Scholler-Tornesch-Verfahren,
Nadelholzsulfitablaugen,
Laubholz- (Buchenholz-) Sulfitablaugen,
Kartoffelmaischen und Piilpehydrolysate
verfahren),

Melasse,
Schlempen verschiedener Herkunft.

(BiweiBschlempe-
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In Losungen dieser Rohstoffe, denen anorganische Nihrsalze
zugesetzt werden, wird die Wuchshefe Torula utilis unter
intensiver Beliiftung geziichtet.

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

Im 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 damals?) die Ausbeuten auf
angewandten reduzierenden Zucker, auf Reduktions-
differenz, auf alkoholvergirbaren und auf vergarbaren
Zucker.

Bei der Bestimmung des reduzierenden Zuckers
werden jedoch auch die reduzierenden Nichtzuckerstoffe er-
fait und als Zucker (Glucose) berechnet, auBerdem Kohlen-
hydrate von geringerer Reduktionskraft?), wie Pentosen

Y H. Fink, R. Lechner u. E. Heinisch, Biochem, Z. 283, 71 [1935].
%) R. Lechner u. R. INig, 7. Spiritusind. 1939, 273.

281



Fank w. Lechner: Zur Restimmung der Hefeergiebigkeit von

.+ |Pentosen
Bedu- Vergar- (furfurol-
zierende | barer |); Gesamt-
liefernde A
. Subst., [ Zucker stick- -
Nahrsubstrat ber. als | (Hexo- IS)tOffel)’ stotf Art der C-Quellen
er. uls
Glucose | sen) Xylose
% % % %o
Holzzuckersirup®). .. ..... 41,7 33,5 5,1 0,060 |}Glucose, Mannose,
(Beryius-Rheinau-Verf,) Galaktose, Xylose,
Uolzzuckerwiirze.........| 8,24 2,58 0,59 0,003 1|dimere reduzierende
(Scholler-Tornesch-Verf.) Zucker (?), polymere
Nadelholzsulfitablauge ...| 2,47 1,22 0,41 0,008 reduzier. Zucker (7).
Nadelholzsulfitablauge ...| 8,01 1,98 0,64 — Essigséure in sturk
Buchenholzsulfitablauge . . 4,49 0,35 3,58 0,021 wechselnden Mengen
Buchenholzsulfitablange . . 4,21 0,41 3,11 e
Maltose (Dextrine,
- drre — Saccharose), Invert-
K‘;llé':{g;l‘f:éicim]’% Pilpe 5,66 4,47 - 0,084 |§ zucker, or’g:misclm
- ST S e Sduren, Aminosiuren
usw,
(Succharose,  zahlr.
e [ ; "1 organ. C- und N-
Melasse ..., 56,2%%) | 51,8 0,45 2,15 Quellen, besonders
Aminoverbindungen

*) Bei Niahrsubstrat 1 und 8 bedeuten die Zahlen Gew.-Prou., bei den iibrigen Vol.-Prov.
**) Als Invertzucker berechnet.

(Xylose), Mannose, Galaktose und u. U. polymere Zucker, so
daf3 die Werte zu niedrig ausfallen. Hinzu kommt noch, daf
in Zuckergemischen nach Entfernung einer Komponente, z. B.
durch Vergarung oder Verhefung der Glucose, eine Verschie-
bung der Reduktionskraft eintritt, so dal die ermittelten rest-
lichen Kohleuhydratiiengen nicht den tatsichlich vorhandenen,
die in diesem Falle gréBer sind, entsprechen. Andererseits ist
mit der mdglichen Anwesenheit von nicht reduzierenden dimeren
Zuckern oder solchen dextrinartiger Natur zu rechnen, die bei
der Reduktionsbestimmung nicht erfalit wurden. Dabei ist von
der Frage der Hefe-Assimilierbarkeit und der jeweils moglichen
Hochstausbeute ausden einzeluen Zuckergruppen, dieeine weitere
Komplikation mit sich bringt, noch vollstindig abgesehen.

Fiir die Reduktionsdifferenz, die durch Bestimmung
des reduzierenden Zuckers vor und nach der Hefeziichtung
als Differenz die Menge des verschwundenen reduzierenden
Zuckers angibt, gelten dieselben Einwande. Dazu kommt,
dafl sich im Laufe der Ziichtung reduzierende Stoffe, z. B.
Aldehyde, bilden kénnen, die in der verheften Losung eine
groflere Zuckermenge vortdusclien.

Der im Géarversuch durch Bestimmung des Alkohols
und Umrechnung nach der Gay-Lussacschen Garungsgleichung
ermittelte ,,alkoholvergirbare Zucker!) gibt auch nicht die
wirklich vorhandene Menge an vergarbarem Zucker an, sondern
weniger. Bei der Vergirung wird ein Teil des Zuckers nicht zu
Alkohol, sondern anderweitig umgesetzt. Bringt man einen
entsprechenden Korrekturfaktor an — wir rechneten mit dem

Faktor (Tls—x —, so erhalt man den tatsichlich vor der Garung

vorhanden gewesenen Zucker, ,,vergiarbarer Zucker genannt.
Die Zugrundelegung des vergirbaren Zuckers ist gut brauchbar,
wenn in der Nahrlésung keine anderen hefeassimilierbaren
C-Quellen anwesend sind.

H. Liers u. E. Movicke®) bezogen die Hefeausbeuten auf
sog. vergirbaren Zucker. Diesen ermittelten sie aus der
Differenz des auf dem Reduktionswege bestimmten Gesamt-
zuckers und der nach der Barbitursiuremethode bestimmten
Xylosemenge und setzten die so erhaltene Zuckermenge als
Glucose in Rechnung.

Als jedoch nicht zu Alkohol vergarbare Hexosen?),
Pentosen oder Nichtzuckerstoffe in den Hefenihrlésungen und
deren Ausnutzung bei der Verhefung nachgewiesen wurden,
muflten vergirbarer Zucker bzw. Reduktionsdifferenz als
Bezugssystem fallen gelassen werden,

Durch den von Fink, Krebs u. Lechner®) erbrachten
Beweis, daB} Essigsdure von Torula utilis zum Zellaufbau
ausgenutzt wird, konnten in essigsiurehaltigen Substraten
wie Holzzuckerlosungen und insbes. Sulfitablaugen aus Laub-
holz und auch Nadelholz der vergdrbare Zucker und die Reduk-
tionsdifferenz nicht mehr als Grundlage zur Beurteilung der
Ausbeute dienen. Als es dann Lechner) gelang, die Ver-
wertung der Pentosen bei der Verhefung zu erreichen,
konnte in pentosenhaltigen Hefenahrlgsungen héchstens noch
die Reduktionsdifferenz, auf keinen Fall aber mehr der vergar-
bare Zucker als Malstab fiir die Ausbeutebeurteilung dienen,

3) Z. Spiritusind. 1938, 384.
%) Ebenda 290, 135 [1987]

) R. Lechner u. R, Illig, Biochem. Z. 209, 174 [1938)].
%) Ebenda 300, 204, 301, 170 [1939].
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Wir bezogen daher in pentosenhaltigen Néahrlosungen wie
Holzzucker und Sulfitablaugen aus Nadelholz die Hefe-
ausbeuten auf Gesamtzucker, d. h. auf die Summe vergar-
barer Zucker plus 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 vergirbarer
Zucker plus Pentosendifferenz (= verschwundene Pen-
tosenmenge) an. Holzhydrolysate, insbes. Buchenholzsulfit-
ablaugen, enthalten bisher nicht verhefbare Uronsauren, die
bei der Salzsauredestillation Furfurol liefern und die Pentosen-
bestimmung stéren. In Holzzuckerlosungen und Buchenholz-
sulfitablaugen, die vornehmlich Pentosen und Essigsiure ent-
hielten, wurde versucht, durch Einfithrung des Begriffs ,,ver-
hefbare Substanz‘ alle verhefbaren C-Quellen fiir die Aus-
beuteerinittlung zu beriicksichtigen?”). Die analytische FEr-
fassung ist aber umstindlich und zeitraubend. AuBerdem
lassen verschiedene Anzeichen vermuten, daf3 z. B. in Sulfit-
ablaugen noch weitere unbekannte verhefbare Nichtkohlen-
hydrate enthalten sind.

Ein weiterer Vorschlag, der allerdings mehr zur Beurteilung,
weniger zur Vorhersage der Hefeausbeuten aus verschiedenen
Substraten und zu Betrachtungen iiber die Stoffékonomie
dienen sollte, stammt von H. Fink u. H. Miinder8). Sie legen
den Kohlenstoffgehalt einerseits des Nahrsubstrates, anderer-
seits der Hefeernte zugrunde. Fiir die Verhefung, z. B. reiner
Glucose unter Zusatz (kolilenstofffreier) mineralischer Nihr-
salze ergibt sich in der Theorie?) ein Kohlenstoffausnutzungs-
grad von 66%, d. h. 2/, des Kohlenstoffs der Glucose kénnen in
Hefezellsubstanz eingebaut werden. Im praktischen Standard-
ziichtungsversucli wurde allerdings nur eine rd. 609%ige Aus-
nutzung erreicht. Dieses zweifellos eindeutige und genaue
Bezugssystem hat aber verschiedene Nachteile, die seiner all-
gemeinen Einfithrung entgegenstehen; so fehlen fiir die meisten
gebrauchlichen Substrate die statistischen Daten iiber den
C-Gehalt, und auBlerdem ist die Xohlenstoffbestimmung auf
nassem Wege nicht ganz einfach in Reihenanalysen durch-
zufithren.

Bei einem anderen technischen Nihrsubstrat, der Melasse,
werden Aminosduren bei der Verhefung mit ausgeniitzt,
worauf schon Claaflen'®) aufmerksam machte. Die analytische
Erfassung des assimilierbaren Aminosiureanteils gelingt aber
nicht zufriedenstellend.

Besonders schwierig und uniibersichtlich gestaltete sicl
die Beurteilung der Ausbeuten bei der Verhefung von Xar-
toffeln. Die verhefbare Substanz stellt zwar im wesentlichen
die diastatischen Abbauprodukt: der Stiarke dar, doch ist auch
noch mit geringen Mengen anderer hefeassimilierbarer Stoffe zu
rechnen. Dazu kommt, daBl die Ziichtung der Hefe nicht wie
iiblich in einer klaren Fliissigkeit, sondern in der heterogenen,
breiférmigen Maische erfolgt, die ahnlich wie in der Kartoffel-
brennerei aus Kartoffeln mittels Griinmalz (als Diastaselieferant)
hergestellt wird. Die neugebildete Hefe kann zum Zweck der
Anaysierung von den festen Maischebestandteilen nicht abge-
trennt werden, so daf Hefe- bzw. Rohproteinzuwachs nur auf in-
direktem Wege ermittelt werden kénnen. Wir bezogen deshalb
die EiweiBlausbeuten im wesentlichen auf die Alkoholergiebig-
keit (Starke) der Maischen und auf den Schwund an Trocken-
substanz bei der Liiftung.

In den bisherigen Darlegungen wurde gezeigt, da$l es schon
grofte 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 Schliisse auf die zu erwartende Ausbeute an Hefe-
trockensubstanz zu ziehen. Dazu kommt nun noch eine weitere
Komplikation, die mian am besten unter den von Fink ge-
pragten Begriff!!) der , iiberadditiven Ausbeute* zusammenfaf3t.

Fink u. Krebs'?) stellten nidmlich fest, daB mian bei der
Verhefung von Gemischen von zwei definierten verhefbaren
Stoffen, wie Glucose und Alkohol, Glucose und FEssigsiure,
Glucose und Milchsdure usw., nicht die zu erwartende Summe
der Einzelausbeuten, sondern oft ganz betrichtlich hohere,

?) R. Lechner, diese Ztschr. 53, 163 {19401.

%) Vorratspflege u. Lebensmittelforsch, 2, 371 [1939]; Wschr. Brauerei 58, 201 [1939].
®) H. Fink, J. Krebs u. R. Lechner, Biochem. Z. 301, 143 [1939].

10) 7., Ver. dtsch. Zuckerind., Techun. Teil 84, 713 [1934]; Z. Spiritusind. 1934, 159.

1) Svensk kem. Tidskr. 50, 177 [1938]. 12y Bjochem. Z. 300, 59 [1938].
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also ,,superadditive’* Ausbeuten erhalt. Fink u. [ilig'?) haben
neuerdings eine gré8ere Menge solcher Stoffpaare untersucht.

Wie die Ausfithrungen zeigen, kann also die Beurteilung
der Hefe- und FiweiBausbeuten aus einem gegebenen Nihr-
substrat an Hand analytisch erfaflbarer Substratkomponenten
in den meisten Fallen nicht befriedigen; sie ist aber trotz-
dem wichtig, da sie oft interessante FEinblicke bei der Ver-
hefung gewahrt.

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

Wir filhrten deshalb den Begriff der,, Hefeergiebigkeit”
in Analogie zur Alkoholergiebigkeit ein und verstehen darunter
diejenige Hefemenge (Torula utilis), die aus einer be-
stimmten Menge eines Nahrsubstrates unter opti-
malen Bedingungen in einer festgelegten Ver-
hefungsapparatur erhalten werden kann. Damit sind
alle Schwierigkeiten und Unsicherheiten, die einerseits der
analytischen Erfassung der einzelnen Bestandteile der Nihr-
13sungen und andererseits deren Auswertung anhaften, beseitigt.
Als Bezugssystem fiir 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 umgerechnet werden,
z. B. bei Holzzuckerlosungen auf eine bestimmte Holz-
nenge usw.

Als Analysenapparatur verwenden wir die von uns in
den letzten Jahren entwickelte Standardapparatur fiir
Hefeziichtung. 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
undefinierter Nahrlosungen abgestellt sein iniissen.

Apparatur.

Die Ziichtungsapparatur (Abb. 1) besteht aus einem oder
mehreren Glaszylindern von je 100 cm Hohe und 10 cm lichtem
Durchmesser mit einem Inhalt von etwa 8 1. An den Enden sind die
Glaszylinder mit geschliffenen konischen Glaswiilsten versehen, so
daBl mehrere Zylinder iibereinandergesetzt und durch geeignete
Gumunidichtungen mit Leichtmetallflanschen vollkommen gasdicht
verbunden werden kémnnen. Es entsteht so eine turmartige, oft
mehrere Meter hohe Anordnung, die ebenso wie jede Einzelrdhre
durch eine Bodenplatte bzw. eine Deckplatte gasdicht verschlossen
werden kann. An den Glaszylindern sind auBerdem noch ein oder
zwei Glastuben seitlich angebracht, die zur Aufnahme von MeB-
instrumenten verschiedener Art (Thermometer, registrierende Tem-
peraturschreiber, registrierende pr-Messungen usw.) dienen kdnnen.
An der verzinnten Bodenplatte k6nnen verschiedenartige Beliiftungs-
korper auswechselbar angebracht werden; eine sehr feine Luft-
verteilung gewihrleisten Porolithkerzen. Durch die Bodenplatte
fithrt ferner eine verzinnte) Metallrohrschlange fiir Kithlung mit
kaltein Wasser oder fiir Heizung mit warmem Wasser, das durch
Finschalten eines in die Wasserzuleitung eingebauten elektrischen
Heizkérpers erzeugt wird. Endlich ist noch eine Offnung zum Ab-
lassen der Fliissigkeit sowie
fiir Probenahmen an der
Bodenplatte vorgesehen.

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

Abb. 1. Standardapparatur
—_— fiir Ziichtungsversuche.

13) Diss, R. Illig, Universitit Berlin 1940, unveroffentlicht.
%) Bei gewissen Sulfitablangen, die Zinn angreifen, haben sich einbrennbare Kunstharz-
iiberziige bewdhrt.
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wgasdicht befestigt und triagt das Gasaustrittsrohr und aufllerdem
einen Tubus, in den ein fiir den Zulauf der Nihrstoffe bestimmter
Tropftrichter mittels Gummistopfen oder Stopfbuchse eingesetzt
werden kann. Die gelgsten Nihrsalze miissen mittels Gegendruck
eingefiihrt werden, wenn der Apparatur Wasch- und Absorptions-
gefidfle nachgeschaltet sind. Ein dritter Tubus dient zum Eintropfen
von Giérfett zur Schaumbekdmpfung. Die das Ziichtungsgefif3
verlassenden Gérgase kénnen einer Batterie von Absorptionsgefdflen
zugefiihrt werden, in denen Alkohol und andere fliichtige Verbin-
dungen und die gebildete Kohlensidure aufgenommen und analytisch
bestimmt werden. Die Gaswische zur Erfassung des Alkohols besteht
aus einer in Eis gepackten Waschflasche fiir 2 1 Fassung mit doppelt
durchbohrtem Gummistopfen. Die Girgase treten aus einer fein-
porigen Glasfritte in die Waschflasche aus. Nach dem Verlassen
der Alkoholwische werden die Gase zwecks Trocknung durch zwei
Chlorcalciumtiirme und schlieflich durch zwei mit 359%iger Kalilauge
und eine dritte mit konz. Schwefelsdure beschickte Waschflasche
mit gesintertem Einsatz geleitet. Der Gewichtszunalime der Wasch-
flaschenbatterie entspricht die wihrend des Versuchs gebildete
Kohlensiduremenge.

Die Lruft zur Speisung der Beliiftungskérper wird zweckmiBig
durch einen kleinen ILaboratoriumskompressor erzeugt. Der not-
wendige Uberdruck richtet sich nach der Art des angewandten Luft-
verteilers und der Hohe der Fliissigkeitssdule, meistens geniigen
0,3—0,5 atii. Die Luft gelangt zundchst durch ein Wattefilter und
durchstrémt dann einen Luftmesser (Rotameter), ehe sie in die
Beliiftungsvorrichtung eintritt. Falls die bei der Verhefung gebildete
Kohlensdure bestimint werden soll, mufl die zugefithrte Luft zur
Entfernung der Kohlensdure durch einen Turm mit schwach ange-
feuchtetem Natronkalk geschickt werden. Die Regulierung der Luft-
zufuhr geschieht durch einen sog. Feinregulierungshahn mit Mikro-
meterschraube. Dieser sowie Luftmesser, Luftverteiler und Absorp-
tionsgefdfle sind dem je Stunde bendtigten Luftdurchgang in ihrer
Leistung bzw. ihren Dimensionen anzupasseun.

Wichtig ist die richtige Behandlung der Beliiftungskérper
aus porésem, keramischem Material. Um deren Vollsaugen zu ver-
meiden, was Verkleinerung des wirksamen Porendurchmessers und
Erhdhung des Widerstandes bedeuten wiirde, darf die Apparatur
grundsétzlich nur dann mit Fliissigkeit gefiillt werden, wenn zuvor
die Luft angestellt worden ist. Auch nach Ablassen der Gérfliissigkeit
mul} noch Luft durch die Kerzen strémen. Fiir die Reinigung und
Sterilisierung verwendet man einen Aluminiumstutzen von gleichem
Durchmesser wie die Glaszylinder, jedoch nur etwa 70 cm hoch,
der mittels seines umgebdrdelten Randes auf die Grundplatte auf-
geschraubt werden kann. Am Ende eines jeden Versuchs wird
dieser statt des Glaszylinders angebracht und bei noch strémender
Luft zundchst mit kaltem und dann noch zweimal mit lieilem Wasser
gefiillt. SchlieBlich wird nach Ablassen des Waschwassers so lange
Luft durch die Kerze geblasen, bis sie vollkommen trocken ist. So
behandelte Beliiftungskérper kénnen sehr lange in Gebrauch bleiben
und gewidhrleisten gut reproduzierbare Beliiftungsverhiltnisse.

Die ganze Apparatur befindet sich auf einem Ringgestell init
Dreifu. Die Glasrohren sind mittels Schellen zu befestigen.

Arbeitsweise.

1. Herfithrung der Aussaathefe.

Die Stellhefe fiir die Standardziichtungen wird jeweils am
Vortage in einer verhdltnismaBig einfachen Ziichtungsapparatur
unter stets gleichen Bedingungen geziichtet. Fiir diese sog. Vor-
ziichtung der Aussaathefe dient zweckmiBig als Ziichtungsgefil
ein zylindrischer, 35 cm hoher Glasstutzen mit einem Inhalt von etwa
31 Als Beliiftungskérper werden gebrannte Steine verwendet,
die eine mittelfeine Beliiftung ermdglichen. Die benétigte Preflluft
wird zwecks Reinigung durch ein Wattefilter geleitet. Zur Tempe-
raturregelung steht das Ziichtungsgefdfl in einem Thermostaten.
Verhefungssubstrat ist hierbei z. B. eine, auf reduzierenden Zucker
bezogene, etwa 29,ige Holzzuckerlgsung, welche mit Kreide neutra-
lisiert und dann filtriert wird, wonach die erforderlichen Nihrsalze,
auf 40 g anzuwendenden reduzierenden Zucker: 2,0 g Diammonjuin-
phosphat, 1,6 g Ammoniumsulfat, 0,9 g Kaliumsulfat und 0,5 g
Magnesiumsulfat (MgSO,.7H,0) zugefiigt werden und nochmals
filtriert wird. 12,0 g abgeprefBte Torula utilis (Wassergehalt rd. 759,)
dient als Aussaathefe. Zu Beginn der Ziichtung werden ein weiteres
Gramm Diamnioniumphosphat, etwa 1/; der Nihrlésung und etwa
300 cm® Wasser in den Stutzen vorgelegt. In der ersten Stunde
der Angirung werden etwa 40 1 Luft je Stunde durchgeleitet. Die
Ziichtungstemperatur betrigt imm Durchschnitt 30°. Wéahrend der
Zeit der Hauptverhefung wird mit 150180 1 Luft je Stunde ge-
liiftet. Das Substrat ist schwach sauer zu halten, die gebildete
Séure durch verd, Ammoniak, insgesamt entsprechend 0,7 g Stick-
stoff bzw. Soda, abzustumpfen. Der Zulauf der restlichen Nzhr-
16sung erfolgt innerhalb von 6 h halbstiindlich, schubweise in ge-
staffelten Mengen. Die Ziichtungsdauer betrigt insgesamt meist
8 h. Wihrend der letzten Stunde der s Ausreifung* wird abermals
mit nur etwa 801 Luft je Stunde beliiftet. Neuerdings werden
vom Anfang bis Ende der Ziichtung gleichmiBig 1001 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, mdoglichst fest abgenutscht
und bis zu ihrer Verwendung im Eisschrank aufbewahrt. Die so
hergefithrte Hefe dient als Aussaat fiir den jeweilig 24 h spiter fol-
genden Hauptversuch in der Standardapparatur.

2. Ziichtung in der Standardapparatur.

Vor Bestimmung der Hefeergiebigkeit technischer Né&hr-
substrate sollen zur Priiffung der Wirkungsweise der gesamten
Apparatur einige Verhefungen in reiner Glucoselésung (Standard-
versuche) durchgefiihrt werden. Die Arbeitsweise mit technischen
Hefendhrldsungen ist im Prinzip dieselbe wie mit Glucose.

Bei den Standardversuchen ntit Glucose wird in etwa 19%iger
Zuckerlésung geziichtet. Angewandt wird eine genau abgewogene,
etwa 70 g betragende Menge Glucose, welche zusammen mit den
Nihrsalzen, bestehend aus: 2,600 g (NH,),HPO,, 3,300 g (NH,),50,,
2,00 g K80, und 1,50 g MgS0,-7H,0, in 51 Leitungswasser geldst
wird®®). Zusdtze von Hefeaschenausziigen zum Einbringen von
Spurenelementen erwiesen sich nicht als notwendig. Sdmtliche fiir
die Liiftungsversuche verwendeten Salze bzw. Ldsungen sind vom
Reinheitsgrad ,,zur Analyse’. Als Aussaathefe wurden 22 g frische,
am Vortage in der beschriebenen Vorziichtung herangeziichtete
Torula utilis verwendet. Zu Beginn der Ziichtung werden 1500 cm?
Leitungswasser sowie weitere 1,300 g Diammoniumphosphat vor-
gelegt und, nach Zugabe der in wenig Wasser aufgeschiemmten
Stellhefemenge, 500 cm?® der Zuckerndhrsalzlsung zulaufen gelassen.
In der ersten Stunde der Anziichtung und der letzten halben Stunde
der Ausreifung wird mit etwa 501 Luft je Stunde beliiftet. Die
Anstelltemperatur betrdgt 31—32° und wird in der iibrigen
Versuchszeit konstant bei 30° gehalten. Wihrend der Hauptziichtung
wird dann mit 100—120 1 Luft je Stunde beliiftet. Der Siuregrad
wird durch Zugabe einer 1,7 g Stickstoff entsprechenden Menge
stark verdiinnten Ammoniaks reguliert. Der Zulauf erfolgt, nach
Ablauf der ersten Stunde beginnend, innerhalb von 6 h halbstiindig,
schubweise in gleichen Mengen. Die Ziichtungsdauer betrdgt ins-
gesamt 8 h. Das pm ist zwischen 3,5 und 5 und der Sduregrad
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 stdndig gut durch-
zumischenden Fliissigkeit abgetrennt und auf der vorher beschrie-
benen Becherzentrifuge (4 Becher aus V2A-Stahl mit je 250 cm?
Inhalt) abgeschlendert. Die Hefe wird sodann mit Wasser auf-
geschlemmt, quantitativ auf eine Nutsche gebracht, bis auf einen
Wassergehalt von 74—769%, trocken gesaugt und hiervon anschliefend
Trockensubstanz-, Asche- und Eiweifigehalt bestimmt.

Die abgeschleuderte hefefreie, vergorene Fliissigkeit kann zur
Bestimmung des Gehalts an Restzucker und Gesamtstickstoff,
Alkohol usw. verwendet werden.

Wird bei der Standardziichtung von Glucose die erreichbare
Héchstausbeute von 50—529, Hefetrockensubstanz, auf angewandte
Glucose bezogen, gefunden, dann kann zur Verhefung der zu unter-
suchenden technischen Nahrigsung geschritten werden.

%) Die Anwendung ,einer 70 g Glucose bzw. deren C-Gehalt entsprechenden Menge hat
sich bei Gebrauch der Standardapparatur als durchweg glinstig erwiesen. Selbst-
verstindlich kann man auch, wenn es angebracbt erscheint, mehr anwenden. Das
Verhiltnis der Nahrsalzmengen zum angewandten Zucker, die entsprechende Wasser-
verdinnung usw, wird dann jedoch beibehalten.

Dabei sind die fiir den Standardversuch festgelegten Bedin-
gungen sinngemif 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-
16sung darauf einzustellen, daB bei der Ziichtung etwa die gleiche
Hefemenge zuwichst 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 Nihrlésung bezieht, ist darauf zu
achten, daB dié iibrigen N&hrstoffe (Stickstoff, Phosphor usw.) im
Uberschufl vorhanden sind.

Je nach Art der Hefendhrlésung ist diese noch vorzubereiten.
So miissen HolzzuckerlGsungen neutralisiert, Sulfitablaugen geliiftet
und neutralisiert werden usw. Die richtige Vorbehandlung der Nahr-
16sung ist in vielen Fillen ausschlaggebend fiir den Grad der Hefe-
ergiebigkeit.

In dem anzuwendenden Néhrsubstrat werden nun wie bei der
Standardziichtung in Glucose die Nihrsalze gelost; falls die Nihr-
substratmenge unter 5 1 betrigt, wird mit Wasser auf 51 aufgefiillt
und die Ziichtung nach Standardvorschrift durchgefiihrt. U. U.
auftretende Schaumentwicklung ist durch Zusatz von moglichst
wenig Gérfett zu verhindern.

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

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

Herrn Dr. Hugo Koch sowie Herrn Dr. Strathmeyer von der
Deutschen Bergin A.-G., Mannheim-Rheinau, wurde im Sommer 1938
als ersten Gelegenheit gegeben, sich in unserem Laboratorium in die
Methodik der Standardverhefung und der Futterhefenziichtung einzu-

-arbeiten. In der eigenen, durch unsere Glasbliserei 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 beschafit und die Arbeitsweise
zur Ldsung aller moglichen Fragestellungen verwendet- worden.
Besonders aber in unserem Laboratorium sind auBler Hunderten von
Hefeziichtungen mit theoretischer Fragestellung, insbes. zur Aui-
klirung des Reaktionsmechanismus der biologischen Eiwei8synthese,
viele Dutzende neuer und alter Substrate, die fiir die Verhefung
als Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle in Frage kommen, auf ihre
Eignung zur Hefegewinnung untersucht worden, wobei es meistens
auf die Ermittlung der , ,Hefeergiebigkeit”, also der jeweiligen
Hoéchstausbeuten ankam.

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

Eingeg. 31. Mirz 1941. {A.24.]

Neuere Erkenntnisse auf dem Gebiete der Verwertung der Sulfitablauge

Von Dr. phil. EDUARD VON DRATHEN und Dr. vev.nat. HANS WALTHER
Laboratorium dev Chemischen Fabvik Coswig-Anhalt H. Schraube

Bei dem groflen Anfall des Lignins beim Holzaufschlufl
sind die groflen Mengen bislang nicht verwertbarer Sub-
stanzen so aufzuarbeiten, dafl sie als wertvolle Rohstoffe
der Wirtschaft zugefithrt werden konnen. Da dies nicht bei
allen daraus gewonnenen Produkten der Fall ist, wurden im
hiesigen Laboratorium erneut Untersuchungen iiber die Ver-
wendungsméglichkeiten der Ligninsulfosdure sowie die
konstitutionellen Probleme angestellt.

Schon die teclinische Sulfitablauge stellt ja hinsichtlich
Einheitlichkeit ein Problem dar. So erhielten M. Honig u.
1. Spitzer bzw. Melander, Klason, Dorée u. Hall bei der Um-
setzung mit Ba-Salzen Produkte, deren Bariumgehalt zwischen
9,20% und 11,56%, Barinm schwankte, obwokll sie von einem
angeblich einheitlichen Ausgangsmaterial — Fichtenholz —
ausgegangen waren. Sie nahmen daher an, dall entweder
verschiedene Ligninsulfosiuren bestiinden oder die eine oder
andere Reaktion von der Sulfosiure nicht ohne Abbau ver-
tragen wiirde. Der Summenformel von Klason, C,3H;,0,,5,Ba,
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stehit die Sulfosdure von Dorée u. Hall, C,sH,,0,,5, gegeniiber.
Bei vorsichtiger Schitzung kann ein Molekulargewicht des
Grundmolekiils mit 750—760 angenommen werden, so. daf3
die Sulfosduren um den entsprechenden Betrag hoher liegen.
Allerdings ist es bis jetzt noch in keiner Weise gegliickt, eine
eindeutige Formulierung des ganzen Molekiilverbandes zu
reproduzieren, da die iiblichen Umbau- und Abbauprodukte
sowie die ebullioskopischen wie kryoskopischen Messungen zu
weit differierenden FErgebnissen fiithren. Reaktionen im alkali-
schen Medium fiihren zu Umsetzungsprodukten, die durch Auf-
treten neuer saurer Gruppen gekennzeichnet sind und die u. U.
als Ausgangspunkt 'umfangreicherer Studien dienen kdnnten.

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

Angewandte Chemie
54.Jahrg.1941.N1,23/24





