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Untersuchungen fiber den Verderb wasserarmer Lebensmittel 
durch osmophile Mikroorganismen. 

I. Yerderb yon Lebensmitteln durch osmophile }Iefen. 
Von 

M. VON SCHELHORN*. 
Mitteilung aus dem Ins t i t u t  f i i r ,Lebensmittel technologie,  Mfinchen. 

Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 2. ZTovember 1949.) 

STILLn 1 ffihrt in dieser Zeitschrift aus, dab getrocknete und wasserarme 
Lebensmittel lediglieh einem Verderb dureh xerophi]e Mikroorganismen aus- '  
gesetzt sind. Soweit hat  STILLS natiir]ieh reeht. Durehaus nicht beipflichten 
kann man ihm dagegen, wenn er fortf£hrt: ,,Zu ihnen ( =  den xerophilen-osmo- 
philen Mikroorganismen; Anm. d. Verf.) gehSren ausschlieBlich Schimme]pilzarten, 
unter denen naeh den bisherigen Feststellungen, insbesondere yon H~I~ZELER, 
und STILL~, Aspergillus glaucus das Extrem darstellt. Wir sind somit berechtigt, 
AsTergillus glaucus als die Leitform unter den xerophilen Arten zu betrachten." 

In der Tat ist Aspergillu8 glaucu8 weitgehend an hochkonzentrierte Substanzen 
angepaBt. STILZ~ land in seinen Untersuehungen 1, 2, dab der Pilz zur Entfaltung 
eines verzweigten Mycels und zur Sporenbildung bei optimalen Temperatur- 
verhi~ltnissen einer relativen Luftfeuehtigkei~ yon mindestens 73 % bedarf und dab 
erst nach (~berschreiten yon 75% relativer Luftfeuchtigkeit sich nach 1/~ngerer 
Beobaehtungsdauer eine geringffigige Ausbreitung des Prizes makroskopiseh er- 
kennen 1/ii~t. Dazu w/ire vielleieht zu erg/~nzen, dab in eigenen Versuehen der 
Verfasserin, fiber die an anderer Stelle n/iher berichtet wird, unter optimalen Er- 
n~hrungs- und p~-Verh~ltnissen, n/imlieh bei schwach saurer bis neutraler Re. 
aktion zuekerreieher N/~hrsubstrate, noch im Gleiehgewicht mit 73% relativer 
Luftfeuchtigkeit die Ausbildung einer makroskopisch deutlich sichtbaren Schim- 
melpilzdecke beobachtet wurde und dab KAEss 3 bei gewissen Sfif~waren Sehimmel- 
pilzdecken bei einer relativen LLiftfeuchtigkeit bis 72 % beobachtete. 

Es gibt aber eine Gruppe yon Mikroorganismen, die in Lebensmitteln weir 
hShere osmotische Werte auszuhalten vermSgen und sieh bei noeh viel niedrigerer 
relativer Luftfeuehtigkeit vermehren kSnnen als osmophile Schimmelpilze. Es 
sind die o s m o p h i l e n  He fen .  

Diese Gruppe yon Mikroorganismen wurde in Deutschland vor allem dutch die Unter- 
suchungen yon ~ o ~ M ~ ,  Ii~v~]3~oLz und ~fitarbeitern 4-9 bekannt. Die ge~annten Forscher 
besch£ftigten sich mit dem Problem der osmophflen Helen vor ahem im Hinblick auf die Ver- 
g/~rung yon Trockenbeerenauslesen bei Wein. R*aeh den genannten Autoren sind es aus- 
gesprochen kleinzellige Helen mit schwachem G/~rungsverm6gen, Vertreter der Gattungen 
Saceharomyces und Zygosaccharomyce% die sich besonders dutch die F&higkeit, in hochkonzen- 
trierten L6sungen existieren zu kSnnen, auszeichnen. 

* Als Technische Assistentin wirkte Frl. O. Wv~B~ctr bei der Durchffihrung der Ver- 
suche mit. 

1 STILnE, B.: Diese Z. 88, 9 (1948). 
2 STILL):, B. : Vorratspfl. u. Lebensmittelforsch. 5, 403 (1942). 
3 KAESS, G.: Dtsch. LebensmitteLRdseh. 45, 29 (1949). 
't KROE~E~, /(., u. G. K~u~rn~OLZ: Arch. Mikrobiol. 2, 352 (1931). 
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In  Kanada befal~ten sich sehr intensiv LOC~AD und Mitarbeiter ~-t mit den osmophilen 
Itefen, vorzugsweise mit der Untersuchung der Vergarbarkeit yon ttonig. Auch diese Forseher 
kumen zu dem Befund, dal~ in erster Linie Vertreter der Gattung Zygosaccharomyces in hoch- 
konzentrierten LSsffngen eine G~rung hervorrufen k6nnen. 

Neuerdings gewannen die osmophilen Helen in den USA besonde~es Interesse bei der Unter- 
suchung der Vergi~rbarkeit hochkonzentrierter Fruchtsaftkonzentrate. So erforschten L ~ v ~ c ~  
und Mitarbeiter ~ und I~a~A~ ~ das Vergi~ren yon Orangenkonzentrat yon 65 ° Brix dureh 
osmophile ttefen. Nach ~V~RAK s sind osmophile Hefen, speziell Zygosaccharomyces-Formen, 
die Ursaehe ~fir den Verderb ungenfigend getroekneter Datteln. Naeh F~L~ns  und Cn~QVE ~ 
tr i t t  solches Sauerwerden yon Datteln dureh osmophile ttefen ein, wenn der Wassergehalt der 
Datteln 25% fibersteigt. 

Die im fo lgenden  beschr i ebenen  eigenen U n t e r s u c h u n g e n  fiber osmophi le  H e l e n  
befassen sich vor  a l l em m i t  der  LSsung fo lgender  F r a g e n :  

1. Welches  s ind  die  o p t i m a l e n  Lebensbed ingunge n  ffir osmophi le  Hefen  ? 
2. Welches  s ind  die  G r e n z k o n z e n t r a t i o n e n  ffir d ie  L e be ns f~h igke i t  osmophi le r  

He len  ? 
3. Bei welchen L e b e n s m i t t e l n  is t  ein Verderb  durch  osmophi le  H e l e n  zu 

e r w a r t e n  ? 

1. O p t i m a l e  L e b e n s b e d i n g u n g e n  f f i r  o s m o p h i l e  H e l e n .  
a) Temperaturanspriiche. 

I n  e inem Versuch wurden  F r u c h t s i r u p e  ve r sch iedener  K o n z e n t r a t i o n  m i t  
g le ichen Mengen einer  du rch  na t f i r l i che  Auslese gewonnenen,  n i c h t  n~her  defi-  
n i e r t e n  P o p u l a t i o n  osmophi le r  He len  be impf t .  Die P r o b e n  wurden  be i  den  T e m p e -  
r a t u r e n  10 °, 20 ° u n d  30 ° C gelager t .  

Tab. 1 zeigt, innerhalb welcher Zeiten die Proben vergoren wurden. Die verschiedener~ 
Konzentrationen der Substrate sind, wie dies in der Lebensmitteltechnologie iiblich ist, dureh 
die relative Luftfeuchtigkeit ausgedrfickt, mit der sich die betreffenden Fruchtsirupe im Gleich- 
gewicht befunden haben. Die Ermittlung dieser Werte er~otgte nach der yon K~]~ss ~° angegebe- 
nen Methode. 

Tabelle 1. V e r g ~ r u n g  yon F r u c h t s a f t k o n z e n t r a t e n  d u r c h  o s m o p h i l e  ~ e f e n  be i  
v e r s c h i e d e n e n  T e m p e r a t u r e n .  

! 

l~elative ] Verg~rungszeit bei einer.Lagertemperatur von 
Luftfeuchtigkeit ] 

% 10 ° C 20 ° C 30 ° C 

78 II} 2 Monate ]3 Tage 7 Tage 
74 in 6 Monaten 1 Monat 10 Tage 
70 nicht vergoren 2 Monate 19 Tage 
66 in 6 Monaten nicht vergoren 3 Monate 

Aus  den Ergebn i s sen  is t  zu schlieBen, dab  die 0smophi len  H e l e n  hShere  G~- 
r u n g s t e m p e r ~ t u r e n  bevorzugen.  Durch  Lagerung  bei  K e l l e r t e m p e r a t u r  k a n n  d ie  
Verg~rung gef~hrde te r  S u b s t r a t e  we i tgehend  h i n t a n g e h a l t e n  werden.  Diese Be- 
funde  decken  sich m i t  den  A n g a b e n  yon  K~V~BHOLZ n. 

1 LOC~R~AD, A. G.: Canad. J. l%es., 3, 95 (1930). 
LOC~HEAD, A. G., u. L. F ~ E L :  Canad. J. ~es., 5, 665 (1931). 

3 LOC~EEAD, A. G., u. L. F A ~ L :  Food Res. 1, 517 (1936). 
LOC~EAD, A. G.: C~nad. J. l~es., 20; 89 (1942). 

5 LOCttltEAD, A. G., u. G. B. L±NDERKIN: J. o:[ Bacteriol. 44, 343 (1942). 
6 LAV~E~C~, C. A., E. L. MoonE, E. WIEDER~OLD u. K. K. V~LD~VIS: Fruit  Prod.J.  

26, 101 (1946). 
INGRA.~, M.: Food Manufact. 24, 77 (1949). 

s MRA~, E. M.: l~ep. 18th Ann. Bate Growers Inst. 3 (1940). 
9 FnLL~RS, C. R., u. J. A. CLAQV~: Fruit  Prod. J. 21, 326 (1942). 
~0 K ~ s s ,  G.: Zit. S. 117, Anm. 3. 
~1 KnU~BKOSZ, G.: Zit. S. 117, Anm. 9. 
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b) Optimale PE" Verh~iltnisse /iir osmophile He/en. 
Es wurde versucht,  den optimalen p~-Bereich ffir das G~rverm5gen und die 

Zellvermehrung der osmophflen Helen festzustellen. 
Zur Untersuchung ge!angten: 
Zygosaccharomyces priorianus (Reinkultur aus dem Ins t i tu t  ffir Tecbnische 

Mykologie Weihenstephan), 
Zygosaccharomyces mellis acidi (Reinkultur aus dem Sort iment von S.WI~DIscH) 
Candida stellata (Reinkultur aus dem Sort iment  yon S. W~NDISCH), 
Zygosaccharomyces Barlceri (Reinkultur, yon Verfasserin isoliert und yon 

S. WINDISCI~ bestimmt).  
Als N~hrsubstrat diente Ap~elkonzentrat mit einem Trockensubstanzgehalt yon 30%, das 

nach HJO~T~-HA~SEN 1 mit organischen S~uren gepuffert und mittels Salzs~ure bzw. Natron- 
lauge auf die gewiinschten p~-Werte yon 3, 4, 5 und 6 eingestellt worden war. 

Mittels Durham-G~rrShrchen wurde festgestellt, da~ bei den untersuchten 
osmophilen Hefearten der optimale Bereich der Gi~rung zwischen p~ 4 und 5 liegt. 
Dis Zahl der innerhalb eines best immten Zeitabschnittes bei den versehiedenen 
p~..Werten gebildeten Hefezellen wurde mittels des Plat tenverfahrens ermittelt .  

Auch hierbei sehnitten die Proben yon p~  4 und 5 ann~hernd gleieh gut ab, 
w~hrend sieh bei p~ 3 in der gleichen Zeit nur  der hundertste  Teil der Hefezellen 
bildete. Das Opt imum der osmophilen Helen liegt somit um p~ 4 ~ 5 .  

Nach HJO~T~-HANs~ liegt das pE-Opt imum ffir Saccharomyces cerevisiae 
bei p~  4,4--4,8, ffir Saccharomyces ellipsoideus bei p~ 4,5. Damit  stehen die er- 
mit te l ten Werte ffir osmophile Helen in guter Ubereinstimmung. Wi~DIsc~ und 
EI~DERS 2 nehmen an, daI] gute Widerstandsf~higkeit  osmophiler Hefen gegen 
hohe Konzentrat ionen am moisten bei pH-Werten in der N~he des isoelektrischen 
Punktes  der Helen festzustellen sein mfisse. Dis Frage des isoelektrisehen Punktes  
der Hefezellen ist jedoeh noch nicht vollst~ndig gekl~rt, und WINDISC~ und E~DE~s 
drficken sich nicht ganz klar aus. Es ist ja zu unterscheiden zwisehen den iso- 
elektrischen Punkten  der Zel lmembran und des Zellinnern (vgl. DnAW~T3). 
Man mSchte annehmen, da]3 hier, w o e s  sieh in erster Linie um Fragen der Elasti- 
ziti~t der Zel lmembran handelt,  der isoelektrische Punkt  der Zel lmembran die 
aussehlaggebende Rolle spielt. Daher wurden Untersuchungen fiber die isoelektri- 
schen Punkte  der Zel lmembranen yon Bierhefe und zahlreiehen Stiimmen osmo- 
philer Helen durchgeffihrt. 

Die Untersuehung erfolgte naeh der ST~vGG]~Rschen Fluorescenzmethode, wie 
sie NORDMEYER 4 ffir die Untersuchung des isoelektrischen Punktes  yon Bakterien 
anwendet. Nur wurde nach K 6 ~ L ~  nieht mit  Alkohol fixiertes, sondern lebendes 
Zellmaterial  verwendet.  Ferner wurde versueht,  den isoelektrisehen Punkt  der 
Zel lmembranen der genannten Helen naeh D ~ w E ~  ~ mit  Neutralrot  festzustellen. 
Beide Methoden ergaben ffir die untersuchten osmophilen Helen und ffir Bierhefe 
Werte, die bei p~  3 lagen. Hier fehlt also eine direkte Beziehung zu dem pn-Bereieh 
der opt imalen G~rung, Zellvermehrung und des Ertragens hoher Konzentrationen.  
Uberdies wurde - -  auger  in den a ngeffihrten Versuehen - -  aueh bei Beobachtungen 
in der Praxis immer wieder festgestellt, da~ ein Verg~ren dureh osmophile Hefen 

Hzo~]~-ttA~sE~, : Biochem. Z. 3Ol, 292 (1939). 
W~)~sc~, S., u. C. E~])E~s: Brauwel~ 1, 151 (1946). 

3 DI~/k~VEI~T, H..* Flora 182, 91 (1938). 
NO~D~E~E~, N.: Zbl. Bakteriol. I, 152, 54 (1947). 
K6r.~v,~, tI.: Z. N~turforsch. 2b, 382 (1947). 
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am sehne]]sten bei Substr~ten um p~ 4--5 eintritt,  ]angsamer bei solchen yon 
hSherem und geringerem S~uregrad. 

2. Bis  zu  w e l c h e n  Z u c k e r k o n z e n t r a t l o n e n  i s t  e i u e  L e b e n s t i ~ t i g k e i t  
o s m o p h i l e r  H e f e n  m S g l i c h ?  

KROEI~IER u n d  KRIY~MBHOLZ 1 und auch WI•DISCI{ und ENDERS 2 geben an, 
dab das Wachstum gewisser Helen erst bei 90 % Zucker unterbunden wird. Diese 
Konzentrat ion wird yon ihnen gewisscrmai~en als Grenze fiir die LebensmSglichkeit 
osmophiler Hefen angesehen. Die Angabe ist aber mit einer gewissen Vorsicht 
hinzunehmen. KI~OE~EI~ und K~IY~BHOLZ verstehen n~mlich unter  der Bezeich- 
hung ,90% Zucker" nicht Gewichtsprozente (entsprechend 90 g Zucker in 100 g 
LSsung), sondern eine Zuckerliisung, die 90 g Zucker in 100 cm S LSsung enthiilt. 

20 ° 
Da das spezifische Gewicht einer solchen LSsung s ~ - ~  1,332 ist, betri~gt also 

die Konzentrat ion in Gewichtsprozenten ausgedrfickt nur 67,6%. Eine solche 
InvertzuckerlSsung steht aber mit einer relativen Luftfeuchtigkeit  yon etwa 
78 % im Gleichgewicht. Wenn diese yon KI~OW~ER und KI~IY~IBlZOLZ angegebene 
Grenzkonzentration tatsiichlich die Grenze ffir die Lebensfahigkeit osmophiler 
Hefen darstellen wiirde, dann ware Aspergillus glaucus die xerophilste auf  und in 
Lebensmitteln vorkommende Mikroorganismenart. Es konnte aber nachgewiesen 
werden, dal~ osmophile Helen welt hShere osmotische Werte ertragen und sich 
dabei zu vermehren vermiSgen. Bei unseren lebensmitteltechnologischen Arbeiten 
konnte im Verlaufe einiger Wochen und Monate bei der Temperatur  yon 30°C 
vielfach ein Vergiiren yon Sirupen und Fruchtkonzentra ten durch osmophile 
Helen bis zu Konzentrat ionen festgestellt werden, die 66% relativer Luftfeuchtig- 
keit entsprachen. Bei noch hSheren Konzentrat ionen erfolgte die Gi~rung und 
Vermehrung der osmophilen Hefen immer langsamer. 

Wir bemfihten uns weiterhin, die Grenzen der Lebensf~higkeit osmophiler 
Helen in hochkonzentrierten, zuckerreichen Substraten festzustellen. Da noch 
nicht bekannt  ist, welche Hefenart  hinsichtlich der Osmophilie als Extrem an- 
zusehen ist, suchten wir dutch natfirliche Selektion einen besonders widerstands- 
f~higen Stamm zu ermitteln. Es wurden zu diesem Zweck Helen yon vertrock- 
nenden Frtichten, g~rendem Malz und Sirup sowie ahnlichen g~renden, hoch- 
konzentrierten Substraten gesammelt. Diese Helen sowie auch Reinkultnren yon 
anderen osmophilen Arten wurden als Population in Fruchtsirupe yon immer 
hSherer Konzentrat ion fiberimpft. Dabei blieb in Birnenkonzentrat  yon 80% 
Trockensubstanz eine Hefe als offenbar resistenteste Form fibrig, die yon S. WIN- 
I)ISClt als Zygosaccharomyces Barkeri bestimmt wurde. Mit einer Reinkultur 
dieser Hefeart  wurden nun die weiteren Untersuchungen durchgefiihrt. Es zeigte 
sich, dab zu der Erforschung der Grenzkonzentrationen ffir osmophile Helen weder 
Rohrzucker noch invertzueker  als Nahrsubstrat  verwendet werden kann, da 
die L6slichkeitsgrenze dieser Zucker bei den fraglichen Temperaturen im Bereich 
yon  Konzentrat ionen liegt, die yon osmophilen Helen ohne weiteres ertragen 
werden. Ffir derartige Untersuchungen ist wegen ihrer erheblich besseren LSslich- 
keit in Wasser nur Fructose brauchbar. Mit Fructose und mit  Sirupen, die reich 
an Fructose sind, k6nnen Konzentrate  mit rund 84 Gew.-% Trockensubstanz her- 
gestellt werden, die einer relativen Luftfeuchtigkeit  von 56 % das Gleichgewicht 
zu halten verm6gen. Da in den Nachkriegsjahren reine Fructose sehr schwer 

KI~OE~EI~, K., U. G. I~VMB]ZOLZ: Zit. S. 117, Anm. 4. 
Wi~DlSC~r, S., u. C. ENDEI~S: Zit. S. 119, Anm. 2. 
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e rh i l t l i ch  war  u n d  da die Mikroorgan ismen  ve rmut l i ch  ungfinst ige  Lebensbedin-  
gungen  au f  na t f i r l ichen S u b s t r a t e n  besscr e r t ragen  als au f  syn the t i schen  Ni~hr- 
bSden, wi~hlten wir als Subs t r a t e  ffir die wei teren U n t e r s u c h u n g e n  mi t  Zygo- 
saccharomyces Barkeri natf i r l iche fructosereiche Siruloe. Sehr gute  Dienste  leistete 
ein aus T o p i n a m b u r k n o l l e n  durch I n u l i n v e r z u c k e r u n g  hergestel l ter  Fructose-  
sirup , ,Topimalz" .  Das S u b s t r a t  ha t t e  e inen p ~ - W e r t  yon  4,8. Die Versuchs- 
a n o r d n u n g  zur F e s t s t e l l u n g  d e r  G r e n z k o n z e n t r a t i o n e n  yon  Zygosaccl~aro- 
myces Barkeri auf  diesem Fructoses i rup  war  folgende:  

Mittels der kiirzlich yon KA~ss i beschriebenen Methode wurde zunicbst festgestellt, bei 
welchem Troekensubstanzgehalt (gemessen mit dem Refraktometer) der Sirup mit bestimmten 
relativen Luftfeuehtigkeiten zwischen 62 und 66% im Gleiehgewieht stand. Sodann wurden 
die betreffenden Konzentrate hergestellt. Je 10 g dieser Konzentrate warden mit 0,05 g einer 
Aufschwemmung yon Zygosaccharomyces .Barkeri in dem ,,Topimalz"-Sirup die gem~il] Ken- 
trollversuehen naeh dem Pl~ttengufiverfahren durchsehnittlich 21400 lebende I-Iefezellen pro 
0,05 g enthielt, verriihrt. Auf 1 g des beimpften Fructosesirups kamen somit rund 2140 ttefe- 
zellen, l~Sach der Impfung warden die Proben mit einem Glasstab kr/iftig umgeriihrt und in 
flaehe offene Schi~lehen ausgegossen. Sie wurden dann in ~eckgl/~sern untergebracht, in 
welchen dutch Schwefels~ure die gewiinschte relative Luftfeuehtigkeit eingestellt und kcnstant 
erhalten wurde. Eine Sterilis~tion der Substrate vor der Beimpfung war bei diesen Versuchen 
n~eht notwendig, du andere Ms die eingeimpften ~ikrcorganismen sieh bei deraitig hohen 
Konzentrationen ohnehin nicht ~ermehren konnten. Du die eingeimpfte Hefemenge imVer- 
gleieh zur N/ihrl5sung eine sehr geringe war und ihre Vermehrung sehr langsam vet sich ging, 
konnten ~nderungen der Versuchsbedingungen dutch den Stoffwechsel der ]=[efen w~hrend der 
Beobachtungszeit nieht ins Gewicht fallen. Die Lagerung der Versuche erfolgte bei 30 ° C. 

In bestimmten Zeitabstinden wurden yon den Versuchsunsitzen Proben entnommen, 
in denen die Zahl der noch lebenden Hefezellen mittels des PlattengulL~erfahrens bestimmt 
wurden. Die dabei notwendigen ]~fanipulationen, insbesondere die Herstellung der Verdiin- 
nungen n~eh dem Verf~hren yon Koch, erforderten eine gewisse Sorgf~lt. ~rie sehen ILz%~ u 
ausffihrt and uuch WI~D~SC~ und E~D~ns3 betonen, ist nimlich ffir die Bfl~nzenzelle rasehe 
Wiederaufn~hme yon Wasser viel gef~hrvoller als langs~mer W~sserentzug. Daher wurde als 
Flfissigkeit zur Herstellung der zum Zi~hlver~hren notwendigen Verdiinnungen statt reinen 
Wassers stets hochkonzentrierte sterile ZuckerlSsung genommen. Die Platten wurden mit 
einem Agarn/~hrboden gegossen, der 100 g W~Sser, 50 g Glucose, 10 g Malzextrakt und 3 g 
Agar-Agar enthielt und mit Salzs/~ure auf pH5 eingestellt war. So sollte vermieden werden, 
dai] die Hefezellen durch plStzliche Ubertragung ~us Hochkonzentr~ten ~n verdfinntere Sub- 
strafe abgetStet warden. Tab. 2 zeigt die Ergebnisse des Versuchs naeh zweimonatiger Lage- 
rung bei 30 ° C. 

T~belle 2. V e r m e h r u n g  yon  Zygosaccharomyces Barkeri in F r u c t o s e s i r u p  vers eh iedener  
K o n z e n t r a t i o n .  

Einsaat: 2140 Hefezellen. 

Xonzentration Im Gleichgewicht mit Za.hl tier Xefezellen 
des Sirups % relativer nach 2 ~onaten Vermehrungsfaktor 

% Trockensubstanz Luftfeuchtigkei~ 

84 
83 
81,5 
80,5 

62 
63 
64 
65 

5000 
12 000 

~21000 
~28000 

2,3 
5,6 
9,8 

13,1 

Da sich hShere osmotische Werte  als 62 % re la t iver  Luf t feucht igkei t  entspre-  
chend mi t  dem , ,Topimalz"  n ich t  herstel len lieBen, k o n n t e  der , , L a t e n z p u n k t " ,  
d .h .  diejenige Konzen t r a t ion ,  bei  der sich die Here bei 30 ° C n ich t  mehr  ve rmehren  
konnte ,  mi t  diesem Subs t r a t  n ich t  errei'cht werden.  Die Ex t r a po l a t i on  der gra- 
phisch darges te l l ten  Ergebnisse  (vgh Abb.  1) zeigt aber, dab die Vermehrung  

i K_~ss, G.: Zit. S. 117, Anm. 3. 
ILJI~, W. S.: Protoplasma 19, 414 (1933). 

a WI~DIsc~, S., u. C. E~l)~ns: Zit. S. 119, Anm. 2. 
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yon Zygosaccharomyces Barlceri unter den angegebenen Versuchsbedingungen in 
der Versuchszeit in Konzentraten entsprechend 61,5% rel. Luftfeuchtigkeit mit 
groBer Wahrscheinlichkeit gleich 0 gewesen wiire. 

Wenn auch anzunehmen ist, dab bei noch l~ngeren Beob~chtungszeiten auch bei 
61,5 % relativcr Luft feuchtigkeit noch eine gewisse geringfiigigeVermehrung yon Zygo- 

12 I 
I 
I 
I 

I 
I 
I 

× 

/ 
/ 

x / 
/ 

1 I I I I 
0~' 02 03 8~ 

I I ~ % ~  
"---"z'elah've I.u,q~Peuoh#.~keit 

2~bb. 1. Vermehrung yon Zygosaccharo- 
myces JBarkeri bei verschiedenen re la t iven  
Luf t f euch t igke i t en  innerhalb yon 2 :~io- 
naten,  durch Beobachtungen be- 
legter  Verlauf der Kurve,  . . . . . .  ange- 

nommener  Verlauf der  Kurve .  

saccharomyces Barl~eri mSglich gewesen w~re, so 
ist doch wahrscheinlich, dab die Vermehrung der 
betreffenden Hefeart bei 60--61% relativer Luft- 
feuchtigkeit imwesentlichen zum Erliegen kommt. 

Weitere Versuche fiber die Grenze der Ver- 
mehrungsf~higkeit yon Zygosaccharomyces Bar- 
lceri wurden unter Verwendung yon Birnen- 
konzentrat  mit hohem Fruchtzuckergehalt, her- 
gestellt aus Frfichten der Sorte,,Bosks Flaschen- 
birne", durchgeffihrt. 

Die Versuchsanordnung war ~hnIich wie bei 
den Versuchen mit ,,Topimalz". Das Birnenkonzen- 
trat hatte einen p~-Wer~ yon 4,5. Mit diesem Sub- 
strat konnten noeh etwas tiefere relative Luftieuchtig- 
keiten erreicht werden, und man konnte dadureh der 
Grenzkonzentration fiir die LebensmSgliehkeit yon 
Zygosaccharomyces Barkeri noch etwas n~her kommen: 

Bei Konzentrationen yon 80,5% Troekensubstanz 
im Gleichgewieht mit 58% relativer Luftfeuehtigkeit 
war nach ffinfmonatiger Lagerzeit keine der einge- 
brachten Hefezellen mehr am Leben. - -  Bei Konzen- 
trationen yon 79,5% Trockensubstanz, im G]eiehge- 
wicht mit 60% relativer Lu/tfeuehtigkeit wurden nach 
fiinfmonatiger Lagerzeit durch das Plattengui~ver- 
fahren noch einzelne lebende Hefezellen ermittelt, da- 

gegen waren nach sechsmonatiger Lagerzeit alle Hefezellen abgestorben. - -  Bei Konzentra- 
tionen yon 78 % Troekensubstanz, im Gleichgewieht mit 62 % relativer Luftfeuchtigkeit, hatten 
sich die eingebraehten ttefezellen innerhalb yon 6 Monaten e~wa auf das Zehnfache vermehrt. 

Die Ergebnisse, die mit dem Birnenkonzentrat als Substrat erzielt wurden, 
decken sieh gut nfit denjenigen mit dem ,,Topimalz". 

Aus beiden Versuchsreihen geht  hervor, dab Zygosaccharomyces Barlceri sich 
in zuckerreichen Substraten, die im Gleichgewicht mit rund 62 % relativer Luft- 
feuchtigkeit stehen, noeh schwach zu vermehren vermag und bei Konzentrationen 
im Gleichgewicht mit 60% relativer Luftfeuchtigkeit noch monatelang a m  
Leben bleib~, wenn er sieh auch nicht mehr vermehrt. 

Jedenfalls geht aus den angeffihrten Untersuchungen mit absoluter Sicherheit 
hervor, dab nicht Schimmelpilze, sondern H e f e n  d~s E x t r e m  de r  X e r o p h i l i e  
darstellen. 

Der ,,Let~lpunkt", d. h. derjenige osmotische Wert, bei dem die eingebraehten 
Hefezellen sofort absterben, konnte in den bisherigen Versuchen noch nicht er- 
mittelt werden. Da eine bei 30 ° C ges~ttigte LSsung yon Fructose (dem bestlSs- 
lichen Zucker) nach unseren Untersuchungen im Gleichgewicht mit etwa 60% 
relativer Luftfeuchtigkeit steht, andererseits aber auch in Birnenkonzentrate 
entsprechend 56% relativer Luftfeuchtigkeit eingebrachte Zellen yon Zygo. 
saccharomycss Barkeri wochenlang am Leben bleiben, muB bezweifelt werden, 
ob unter Verwendung yon Zucker eine LSsung, die so konzentriert ist, d~B in sie 
eingebrachte osmophile Hefezellen unter sonst optimalen Lebensbedingungen 
lediglich ~us osmotischen Grfinden sofort absterben, fiberhaupt realisierbar ist. 
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3. B e i  w e l c h e n  L e b e n s m i t t e l n  i s t  e i n  V e r d e r b  d u r c h  o s m o p h i l e  H e f e n  
zu erwarten? 

Ffir den Lebensmitteltechnologen ergibt sieh aus den bisherigen Ausfiihrungen 
die Schlu~folgerung, da{~ gewisse Lebensmitte], die info]ge ihres geringen Wasser- 
gehaltes gegen Versehimmeln gesehfitzt sind, immerhin noch durch osmophil e 
Hefen in G~rung versetzt werden kSnnen. Es trifft dies ffir alle Konzentrate zu, 
die im Gleiehgewicht  mi t  re la t iven  Luf t feucht igke i ten  yon r u n d  7 5 - - 6 2  % stehen. 
Tab.  3 gibt  eine TJbersicht tiber die diesbeziigliehen Wer te  ffir eine Reihe yon  ge- 
s~ittigten LSsungen,  S i rupen  usw. Sie veranseh~ul ieht ,  da~ auger  konzen t r i e r t e r  
Frue tose l6sung  keine  gesgt t ig ten Zucker lSsungen vor  dem Verggren sicher sind. 
Malzex t rak t  ist ebenfal ls  n ich t  unang re i fba r  fiir osmophile  He len  u n d  wird in  der 
Ta t  leicht , ,sauer",  was auf  deren Stoffwechselprodukte  zur i ickzuft ihren ist. 

Tabelle 3. L u f t f e u c h t i g k e i t s g l e i e h g e w i c h t e  yon l e b e n s m i t t e l t e c h n o l o g i s c h  wich- 
t i gen  g e s ~ t t i g t e n  LSsungen ,  S i r upe n  u. dgl. 

Im Gleichgewicht mi t  
Sa] stanz % relativer Luftfeuchtigkeit  

Bei 20 ° C ges~ttigte (66,8%ige ~) Saceharosel6sung . . . . . .  
Bei 20 ° C ges~ittigte (47,0%ige ~) Glucosel5sung . . . . . . .  
Bei 20 ° C gesattigte (62,5%ige ~) InvertzuekerlSsung . . . . .  
Bei 20 ° C ges~ttigte (78,8 %ige ~) FructoselSsung . . . . . . .  
Bei 20 ° C ges~ttigte (26,4%ige v) KochsalzlSsung . . . . . . .  
Malzextrakt mit 70--80% Trockensubstanz . . . . . . . . . .  
Himbeersirup mit 65 % Zucker . . . . . . . . . . . . . .  
Marmelade mit 60% Trockensubstanz . . . . . . . . . . . .  
Fruchtgelee . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Honig . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
,,Topimalz" mit 84% Trockensubstanz . . . . . . . . . . .  

86,6 ~ 
~921 
~821 
~601 

75 s 
78 ~ 
80 ~ 
92 ~ 

75--76 + 
~60 ~ und ~0 

62 x 

L O C ~ A D  11 l a n d  im Honig  lebende osmophile Hefezellen. Dieser Befund  deckt  
sieh recht  wohl mi t  unseren  Fes ts te l lungen.  WI~DISC~ u n d  ENDERS I2 e rw~hnen  
sog. , ,Salzhefen",  das s ind halophi le  Formen .  Auch das Vorkommen  yon  Helen  
auf  s ta rk  gesalzenen S u b s t r a t e n  wird vers t~ndl ich,  w e n n  m a n  sich vor  Augen  
h~lt,  dab  konzen t r ie r te  KochsalzlSsung mi t  n u r  75% re la t iver  Luf t feueh t igke i t  
im Gleichgewieht  steht .  Osmophile He len  k o m m e n  in  der N a t u r  au f  F r i i ch ten  vor. 
E n t s p r e e h e n d  den  angegebenen  p~-Anspr t i chen  b i lden  sie vor allem fiir sehwaeh 
s~uer  reagierende,  hoehkonzent r ie r te  Subs t anzen  eine Gefahr. Die Gefahr wird 
dadureh  geminder t ,  dab osmophile Hefen  im Gegensatz zu Sehimmelpi lzsporen 

1 Eigene Feststellung nach der yon KA~ss (vgl. S. 117, Anm. 3) angegebenen Methodik. 
ttE~zr~LD, Z. Vet. dtsch. Zuckerind. 42, 232 (1898). 

s Downs, H. T., u. E. P. PERMAn~: Trans. Faraday Soc. 23, I01 (1927). 
JACKSOn, t~. F., u. C. G. SILSB~E: Bur. Standards, Sci. P. 437, Bull. 17, 715 (1922). 

5 JACKSOn, 1~. F., u. C. G. SILSBEE: Brit. Standards, Tech. P. 259, Bull. 18, 277 (1924). 
6 CoH~, G: Fructose. In:  Enzyklop~idie der Technischen Chemie. I:ierausgeg. yon 

ULLMA~n. 2. Aufl. S. 432. Berlin u. Wien: Urban & Scbwarzenberg ]940. 
v FlZlED~IOX, tt., V. GAERTNER, W. SIEGEL U. F. ULL~Ann: Natriumverbindungen. In:  

Enzyklop~idie der Technisehen Chemie. tterausgeg, yon ULLMAnn. 2. Aufl. S. 45. Berlin und 
Wien: Urban & Schwarzenberg 1940. 

s OB~XMILLE~, J.: Z. physik. Chem. 109, 145 (1924). 
9 GIzOV~R, D. W.: J. Soc. chem. Ind. 66, 201 (1947). 
lo I-IANssoN, A.: Fysiogr. S~llsk. Lurid FSrh. l l ,  ]8 (1942); ref. in dieser Z. 86, 538 (1943). 
I~ LOC~EAD, A. G., Zit. S. 118, Anm. 1. 
12 WINDISCH, S., u. C. ENDERS: Zit. S. 119, Anm. 2. 
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dutch W~trme leicht abzutSten sind. Dies ist der Grund, warum z. B. Sirupe 
und Malzextrakte, die w~thrend der Herstellung einer Hitzebehandlung unter- 
worfen wurden, nicht so sehnell verg~ren, wie man auf Grund der vorstehenden 
Ausfiihrungen erwarten mill]re. Erfolgt Neuinfektion mit osmophilen Hefen, 
so dauert  es bei hohen Konzentrat ionen doch immerhin geraume Zeit, bis sich 
einzelne Hefezellen soweit vermehrt  haben, dal3 die G~rung deutlich wird. Nach 
INGI~AM 1 ist n~mlich mindestens 1 Million osmophile Helen pro Kubikzentimeter  
notwendig, um st~rkere G£rungserscheinungen hervorzurufen. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  
Diejenigen Mikroorganismen, die in Lebensmitteln die hSchsten osmotischen 

Drucke zu ertragen vermSgen, sind o s m o p h i l e  H efe  n. Es wurde fiir eine extrem 
osmophile Form, Zygosacc,~aromyces Barkeri, festgestellt, da[3 sie sich unter  
optimalen p~-Verhaltnissen (p~ 4--5) und bei 30°C Lagertemperatur  noch in 
Sirupen bis zu einer Konzentration,  die im Gleichgewicht mit  fund 62 % relativer 
Luftfeuehtigkeit  steht, zu vermehren vermag. Lebensmittel, die auf Grund 
ihrer Konzentrat ion yon Sehimme]pi!zen nicht mehr befallen werden kSnnen, 
z .B .  hochkonzentrierte Fruehtkonzentrate,  sind noch dutch osmophile Hefen 
gef~hrdet. 

Neuartige Siiflstoffe. 
I I .  M i t t e i l u n g *  : 

Naehweis und Bestimmung des l-n-Propoxy-2-amino-4-nitrobenzols. 

Von 
KLEMENT M6HLERo 

~d i t t e i l ung  aus de r  D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s a n s t a l t  f i ir  L e b e n s m i t t e l c h e m i e ,  
Mfinchen,  und  dem L a b o r ~ t o r i u m  Dr. 1V~6HLEI~, Tu tz ing .  

(Eingegangen am 23. Juni 19~9.) 

Von den neuen Siil~stoffen auf Nitranilinbasis hat das n-Propoxy-2-amino-4, 
nitrobenzol einen 4000faehen Siil~ungsgrad gegeniiber Rohrzucker und ist zeitweise 
unter dem Namen , ,Ultrasi i l~" in den Handel gebracht worden. Da fiir Nachweis 
und Bestimmung noch keine Vorsehriften vorhanden sind, andererseits aber im Hin- 
blick auf pharmakologische und physiologische Prfifungen Interesse hierfiir besteht, 
ersehien die Durehfiihrung entsprechender Versuehe angezeigt. 

Die empfindliehste Reaktion zum Nachweis des n-Propoxy-2-amino-4-nitroben- 
zols ist nach bisherigen Ergebnissen die Diazotierung der Aminogruppe und Nach- 
folgende Kupplung des Diazoniumsalzes mit ~-Naphthol in alkaliseher LSsung zu 
einem blaustichig-roten Farbstoff. Mit fl-Naphthol entstehen mehr orangerote Farb- 
tSne. Unter den im Versuehsteil beschriebenen Bedingungen lassen sich Mengen yon 
10--50 7 der Substanz in einigen Kubikzentimetern LSsung noch gut nachweisen. 
Die Konzentrationen mul]ten so niedrig gew~hlt werden, da die Dosierung an wirk- 
samer Substanz in Lebensmitteln naturgem~l~ sehr gering ist. 

Die Nitrogruppe lal~t sich bei diesen Konzentrationen mit den iiblichen Reaktionen 
nicht unmittelbar erfassen. Dagegen gelingt die Reduktion zur Aminogruppe mit 
Eisen und starker Salzs~ure in der Siedehitze. Hierbei entsteht ein Alkoxy-2,4- 

1 I~ZGlZAM, M.: Zi~. S. 118, Anm. 7. 
* I. Mitteilung: Diese Z. 90, 431 (1950). 


