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Untersuchungen iiber den Verderb wasserarmer Lebensmittel
durch esmophile Mikroorganismen.

L. Verderb von Lebensmitteln durch osmophile Hefen.
Von
M. voN ScHELHORN*.
Mitteilung aus dem Institut fiir Lebensmitteltechnologie, Miinchen.
Mit 1 Textabbildung.
(Eingegangen am 2. November 1949.)

StiLre!l fithrt in dieser Zeitschrift aus, daB getrocknete und wasserarme
Lebensmittel lediglich einem Verderb durch xerophile Mikroorganismen aus--
gesetzt sind. Soweit hat STinrm natiirlich recht. Durchaus nicht beipflichten
kann man ihm dagegen, wenn er fortfahrt: ,,Zu ihnen (= den xerophilen-osmo-
philen Mikroorganismen; Anm.d. Verf.) gehdren ausschliellich Schimmelpilzarten,
unter denen nach den bisherigen Feststellungen, insbesondere von HEINTZELER,
und StirLE, dspergillus glaucus das Extrem darstellt. Wir sind somit berechtigt,
Aspergillus glaucus als die Leitform unter den xerophilen Arten zu betrachten.*

In der Tat ist Aspergillus gloucus weitgehend an hochkonzentrierte Substanzen
angepaft. STiLLE fand in seinen Untersuchungent,?, dafi der Pilz zur Entfaltung
eines verzweigten Mycels und zur Sporenbildung bei optimalen Temperatur-
verhiltnissen einer relativen Luftfeuchtigkeit von mindestens 73% bedarf und daf
erst nach Uberschreiten von 75% relativer Luftfeuchtigkeit sich nach lingerer
Beobachtungsdauer eine geringfiigige Ausbreitung des Pilzes makroskopisch er-
kennen 148t. Dazu wire vielleicht zu ergéinzen, dal} in eigenen Versuchen der
Verfasserin, iiber die an anderer Stelle niher berichtet wird, unter optimalen Er-
ndhrungs- und pg-Verhéltnissen, ndmlich bei schwach saurer bis neutraler Re-
aktion zuckerreicher Nihrsubstrate, noch im Gleichgewicht mit 73% relativer
Luftfeuchtigkeit die Ausbildung einer makroskopisch deutlich sichtbaren Schim-
melpilzdecke beobachtet wurde und dafl Kauss?3 bei gewissen SiiBwaren Schimmel-
pilzdecken bei einer relativen Luftfeuchtigkeit bis 72% beobachtete.

Es gibt aber eine Gruppe von Mikroorganismen, die in Lebensmitteln weit
hohere osmotische Werte auszuhalten vermdgen und sich bei noch viel niedrigerer
relativer Luftfeuchtigkeit vermehren kénnen als osmophile Schimmelpilze. Es
sind die osmophilen Hefen.

Diese Gruppe von Mikroorganismen wurde in Deutschland vor allem durch die Unter-
suchungen von KrozmMER, KRUMBHOLZ und Mitarbeitern®™® bekannt. Die genannten Forscher
beschéftigten sich mit dem Problem der osmophilen Hefen vor allem im Hinblick auf die Ver-
garung von Trockenbeerenauslesen bei Wein. Nach den genannten Autoren sind es aus-
gesprochen kleinzellige Hefen mit schwachem Gérungsvermégen, Vertreter der Gattungen

Saccharomyces und Zygosaccharomyces, die sich besonders durch die Fahigkeit, in hochkonzen-
trierten Ldsungen existieren zu kénnen, auszeichnen.

* Als Technische Assistentin wirkte ¥Frl. O. WurmBacH bei der Durchfitbrung der Ver-
suche mit,
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In Kanada befalten sich sehr intensiv LocHEEAD und Mitarbeiter'™ mit den osmophilen
Hefen, vorzugsweise mit der Untersuchung der Vergérbarkeit von Honig. Auch diese Forscher
kamen zu dem Befund, dab in erster Linie Vertreter der Gattung Zygosaccharomyces in hoch-
konzentrierten Lt‘)suhgen eine Gérung hervorrufen kénnen.

Neuerdings gewannen die osmophilen Hefen in den USA. besonderes Interesse bei der Unter-
suchung der Vergirbarkeit hochkonzentrierter Fruchtsaftkonzentrate. So erforschten LaURENGE
und Mitarbeiter® und Ineram’ das Vergéren von Orangenkonzentrat von 65° Brix durch
osmophile Hefen. Nach Mrag?® sind osmophile Hefen, speziell Zygosaccharomyces-Formen,
die Ursache fiir den Verderb ungentigend getrockneter Datteln. Nach Frrrers und Craque’
tritt solches Sauerwerden von Datteln durch osmophile Hefen ein, wenn der Wassergehalt der
Datteln 25% iibersteigt.

Die im folgenden beschriebenen eigenen Untersuchungen iiber osmophile Hefen
befassen sich vor allem mit der Losung folgender Fragen:

1. Welches sind die optimalen Lebensbedingungen fiir osmophile Hefen ?

2. Welches sind die Grenzkonzentrationen fiir die Lebensfihigkeit osmophiler
Hefen 2 .

3. Bei welchen Lebensmitteln ist ein Verderb durch osmophile Hefen zu

erwarten ?
1. Optimale Lebensbedingungen fiir osmophile Hefen.
a) Temperaturanspriiche.

In einem Versuch wurden Fruchtsirupe verschiedener Konzentration mit
gleichen Mengen einer durch natiirliche Auslese gewonnenen, nicht niher defi-
nierten Population osmophiler Hefen beimpft. Die Proben wurden bei den Tempe-
raturen 10°, 20° und 30° C gelagert.

Tab. 1 zeigt, innerhalb welcher Zeiten die Proben vergoren wurden. Die verschiedenen
Konzentrationen der Substrate sind, wie dies in der Lebensmitteltechnologie iiblich ist, durch
die relative Luftfeuchtigkeit ausgedriickt, mit der sich die betreffenden Fruchtsirupe im Gleich-
gewicht befunden haben. Die Ermittlung dieser Werte erfolgte nach der von Kagss1® angegebe-
nen Methode.

Tabelle 1. Vergérung von Fruchtsaftkonzentraten durch osmophile Hefen bei
verschiedenen Temperaturen.

Relative Vergiirungszeit bei einer Lagertemperatur von
Luftfeuchtigkeit
% 100 ¢ ' 200 ¢ |  s00c
78 I 2 Monate 13 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 Ergebnissen ist zu schliefen, daf die osmophilen Hefen héhere Gé-
rungstemperaturen bevorzugen. Durch Lagerung bei Kellertemperatur kann die
Vergirung gefdhrdeter Substrate weitgehend hintangehalten werden. Diese Be-
funde decken sich mit den Angaben von KruMBHOLZ!.
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b) Optimale py-Verhiltnisse fiir osmophile Hefen. -

Es wurde versucht, den optimalen pg-Bereich fiir das Garvermogen und die
Zellvermehrung der osmophilen Hefen festzustellen.

Zur Untersuchung gelangten:

Zygosaccharomyces priorianus (Reinkultur aus dem Institut fiir Technische
Mykologie Weihenstephan),

Zygosaccharomyces mellis acidi (Reinkultur aus dem Sortiment von S.WINDISCH)

Candida stellate (Reinkultur aus dem Sortiment von S. WiNDIscH),

Zygosaccharomyces Barkeri (Reinkultur, von Verfasserin isoliert und von
S. WINDISCH bestimmt).

Als Nahrsubstrat diente Apfelkonzentrat mit einem Trockensubstanzgehalt von 30%, das
nach HyorTH-HANSEN! mit organischen Sauren gepuffert und mittels Salzsidure bzw. Natron-
lauge auf die gewiinschten pp-Werte von 3, 4, 5 und 6 eingestellt worden war.

Mittels Durham-Gérrohrchen wurde festgestellt, dall bei den untersuchten
osmophilen Hefearten der optimale Bereich der Gérung zwischen py 4 und 5 liegt.
Die Zahl der innerhalb eines bestimmten Zeitabschnittes bei den verschiedenen
pa-Werten gebildeten Hefezellen wurde mittels des Plattenverfahrens ermittelt.

Auch hierbei schnitten die Proben von py 4 und 5 anndhernd gleich gut ab,
wihrend sich bei pg 3 in der gleichen Zeit nur der hundertste Teil der Hefezellen
bildete. Das Optimum der osmophilen Hefen liegt somit um py 4—5.°

Nach HiorTH-HANSEN liegt das pgp-Optimum fir Saeccharomyces cerevisiae
bei pg 4,4—4,8, fir Saccharomyces ellipsoideus bei py 4,5. Damit stehen die er-
mittelten Werte fiir osmophile Hefen in guter Ubereinstimmung. Wixpiscu und
ExpERS? nehmen an, dall gute Widerstandsfihigkeit osmophiler Hefen gegen
hobhe Konzentrationen am meisten bei pg-Werten in der Nihe des isoelektrischen
Punktes der Hefen festzustellen sein miisse. Die Frage des isoelektrischen Punktes
der Hefezellen ist jedoch noch nicht vollstéindig geklirt, und Winpisce und ENDERS
driicken sich nicht ganz klar aus. Es ist ja zu unterscheiden zwischen den iso-
elektrischen Punkten der Zellmembran und des Zellinnern (vgl. DrawERrTS3).
Man mo6chte annehmen, dal hier, wo es sich in erster Linie um Fragen der Elasti-
zitdt der Zellmembran handelt, der isoelektrische Punkt der Zellmembran die
ausschlaggebende Rolle spielt. Daher wurden Untersuchungen iiber die isoelektri-
schen Punkte der Zellmembranen von Bierhefe und zahlreichen Stimmen osmo-
philer Hefen durchgefiihrt.

Die Untersuchung erfolgte nach der StrUcGERschen Fluorescenzmethode, wie
sie NorDMEYER? fiir die Untersuchung des isoelektrischen Punktes von Bakterien
anwendet. Nur wurde nach KOLBEL® nicht mit Alkohol fixiertes, sondern lebendes
Zellmaterial verwendet. Ferner wurde versucht, den isoelektrischen Punkt der
Zellmembranen der genannten Hefen nach DRAWERT?® mit Neutralrot festzustellen.
Beide Methoden ergaben fiir die untersuchten osmophilen Hefen und fiir Bierhefe
Werte, die bei pg 3 lagen. Hier fehlt also eine direkte Beziehung zu dem py-Bereich
der optimalen Gérung, Zellvermehrung und des Ertragens hoher Konzentrationen.
Uberdies wurde — auBer in den angefithrten Versuchen — auch bei Beobachtungen
in der Praxis immer wieder festgestellt, dafl ein Vergéren durch osmophile Hefen

1 HrorTE-HANSEN,: Biochem. Z. 801, 292 (1939).

2 WinpiscH, S., u. C. Expers: Brauwelt 1, 151 (1946).
3 Drawerr, H.: Flora 182, 91 (1938).

¢ NORDMEYER, N.: Zbl, Bakteriol. I, 152, 54 (1947).

5 Koreer, H.: Z. Naturforsch, 2b, 382 (1947).
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am schnellsten bei Substraten um py 4—35 eintritt, langsamer bei solchen von
hoherem und geringerem Siuregrad.

2. Bis zu welchen Zuckerkonzentrationen ist eine Lebenstamgkelt
osmophiler Hefen moglich?

KroEMER und KrumBHOLZ' und auch Winbpisco und ExDpERs? geben an,
daB das Wachstum gewisser Hefen erst bei 90% Zucker unterbunden wird. Diese
Konzentration wird von ihnen gewissermafen als Grenze fiir die Lebensméglichkeit
osmophiler Hefen angesehen. Die Angabe ist aber mit einer gewissen Vorsicht
hinzunehmen. KroEmMER und KrUMBHOLZ verstehen némlich unter der Bezeich-
nung ,,90% Zucker* nicht Gewichtsprozente (entsprechend 90 g Zucker in 100 g
Losung), sondern eine Zuckerlosung, die 90 g Zucker in 100 cm3 Losung enthilt.

UU = 1,332 ist, betrigt also

die Konzentration in Gewichtsprozenten ausgedriickt nur 67,6%. Eine solche
Invertzuckerlosung steht aber mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa
78% im Gleichgewicht. Wenn diese von KRoEMER und KRUMBHOLZ angegebene
Grenzkonzentration tatsichlich die Grenze fir die Lebensfihigkeit osmophiler
Hefen darstellen wiirde, dann wire Aspergillus glaucus die xerophilste auf und in
Lebensmitteln vorkommende Mikroorganismenart. Es konnte aber nachgewiesen
werden, dafl osmophile Hefen weit hohere osmotische Werte ertragen und sich
dabei zu vermehren vermdgen. Bei unseren lebensmitteltechnologischen Arbeiten
konnte im Verlaufe einiger Wochen und Monate bei der Temperatur von 30°C
vielfach ein Vergdren von Sirupen und Fruchtkonzentraten durch osmophile
Hefen bis zu Konzentrationen festgestellt werden, die 66 % relativer Luftfeuchtig-
keit entsprachen. Bei noch héheren Konzentrationen erfolgte die Gérung und
Vermehrung der osmophilen Hefen immer langsamer.

Wir bemiihten uns weiterhin, die Grenzen der Lebensfihigkeit osmophiler
Hefen in hochkonzentrierten, zuckerreichen Substraten festzustellen. Da noch
nicht bekannt ist, welche Hefenart hinsichtlich der Osmophilie als Extrem an-
zusehen ist, suchten wir durch natiirliche Selektion einen besonders widerstands-
fihigen Stamm zu ermitteln. Es wurden zu diesem Zweck Hefen von vertrock-
nenden Friichten, girendem Malz und Sirup sowie #hnlichen girenden, hoch-
konzentrierten Substraten gesammelt. Diese Hefen sowie auch Reinkulturen von
anderen osmophilen Arten wurden als Population in Fruchtsirupe von immer
héherer Konzentration iiberimpft. Dabei blieb in Birnenkonzentrat von 80%
Trockensubstanz eine Hefe als offenbar resistenteste Form iibrig, die von S. Wix-
pIscn als Zygosaccharomyces Barkeri bestimmt wurde. Mit einer Reinkultur
dieser Hefeart wurden nun die weiteren Untersuchungen durchgefithrt. Es zeigte
sich, daB zu der Erforschung der Grenzkonzentrationen fiir osmophile Hefen weder
Rohrzucker noch Invertzucker als Nihrsubstrat verwendet werden kann, da
die Loslichkeitsgrenze dieser Zucker bei den fraglichen Temperaturen im Bereich
von Konzentrationen liegt, die von osmophilen Hefen ohne weiteres ertragen
werden. Fiir derartige Untersuchungen ist wegen ihrer erheblich besseren Loslich-
keit in Wasser nur Fructose brauchbar. Mit Fructose und mit Sirupen, die reich
an Fructose sind, kénnen Konzentrate mit rund 84 Gew.-% Trockensubstanz her-
gestellt werden, die einer relativen Luftfeuchtigkeit von 56% das Gleichgewicht
zu halten vermégen. Da in den Nachkriegsjahren reine Fructose sehr schwer

1 KROEMER, K., u. G. KrRoMBHOLZ: Zit. S. 117, Anm. 4.
2 'WinpiscH, S., u. C. Expers: Zit. S. 119, Anm. 2.
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erhiltlich war und da die Mikroorganismen vermutlich ungiinstige Lebensbedin-
gungen auf natirlichen Substraten besser ertragen als auf synthetischen Nihr-
boden, wihlten wir als Substrate fir die weiteren Untersuchungen mit Zygo-
saccharomyces Barkeri natirliche fructosereiche Sirupe. Sehr gute Dienste leistete
ein aus Topinamburknollen durch Inulinverzuckerung hergestellter Fructose-
sirup ,,Topimalz*. Das Substrat hatte einen pz-Wert von 4,8. Die Versuchs-
anordnung zur Feststellung der Grenzkonzentrationen von Zygosaccharo-
myces Barkeri auf diesem Fructosesirup war folgende:

Mittels der kiirzlich von Kazss® beschriebenen Methode wurde zunichst festgestellt, bei
welchem Trockensubstanzgehalt (gemessen mit dem Refraktometer) der Sirup mit bestimmten
relativen Luftfeuchtigkeiten zwischen 62 und 66% im Gleichgewicht stand. Sodann wurden
die betreffenden Konzentrate hergestellt. Je 10 g dieser Konzentrate wurden mit 0,05 g einer
Aufschwemmung von Zygosaccharomyces Barkeri in dem ,,Topimalz®“-Sirup die gemall Kon-
trollversuchen nach dem PlattenguBverfahren durchschnittlich 21400 lebende Hefezellen pro
0,05 g enthielt, verriihrt. Auf 1 g des beinipften Fructosesirups kamen somit rund 2140 Hefe-
zellen, Nach der Impfung wurden die Proben mit einem Glasstab kraftig umgeriihrt und in
flache offene Schilchen ausgegossen. Sie wurden dann in Weckglisern untergebracht, in
welchen durch Schwefelséiure die gewiinschte relative Luftfeuchtigkeit eingestellt und konstant
erhalten wurde. Eine Sterilisation der Substrate vor der Beimpfung war bei diesen Versuchen
nicht notwendig, da andere als die eingeimpften Mikroorganismen sich bei derartig hohen
Konzentrationen ohnehin nicht vermehren konnten. Da die eingeimpfte Hefemenge imVer-
gleich zur Nahrlgsung eine sehr geringe war und ihre Vermehrung sehr langsam vor sich ging,
konnten Anderungen der Versuchsbedingungen durch den Stoffwechsel der Hefen wahrend der
Beobachtungszeit nicht ins Gewicht fallen. Die Lagerung der Versuche erfolgte bei 30° C.

In bestimmien Zeitabstinden wurden von den Versuchsansitzen Proben entnommen,
in denen die Zahl der noch lebenden Hefezellen mittels des Plattengulverfahrens bestimms
wurden. Die dabei notwendigen Manipulationen, insbesondere die Herstellung der Verdiin-
nungen nach dem Verfahren von Kocg, erforderten eine gewisse Sorgfalt. Wie schon Irgmn?
ausfithrt und auch Winpisce und Expers® betonen, ist ndmlich fir die Pflanzenzelle rasche
Wiederaufnahme von Wasser viel gefahrvoller als langsamier Wasserentzug. Daher wurde als
Flissigkeit zur Herstellung der zum Zahlverfahren notwendigen Verdiinnungen statt reinen
Wassers stets hochkongzentrierte sterile Zuckerlosung genommen. Die Platten wurden mit
einem Agarnshrboden gegossen, der 100 g Wasser, 50 g Glucose, 10 g Malzextrakt und 3 g
Agar-Agar enthielt und mit Salzsdure auf pgb emges’oell’c war. So sollte vermieden werden,
daB die Hefezellen durch plotzliche Ubertragung aus Hochkonzentraten in verdinntere Sub-
strate abgetdtet wurden. Tab. 2 zeigt die Ergebnisse des Versuchs nach zweimonatiger Lage-
rung bei 30° C.

Tabelle 2. Vermehrung von Zygosaccharomyces Barkeri in Fructosesirup verschiedener
Konzentration.

Einsaat: 2140 Hefezellen.

" Konzentration Im Gleichgewicht mit Zahl der Hefezell
des Sirups % relativer at er‘ eteze Lenl v h falkt
% Trockensubstanz Luf‘éfeuchtigkeit nach 2 Monaten srmelrimesiakior
84 62 = 5000 2,3
83 63 ~12000 5,6
81,5 64 21000 9,8
80,5 65 ~28000 13,1

Da sich hohere osmotische Werte als 62%
chend mit dem ,,Topimalz*

relativer Luftfeuchtigkeit entspre-
nicht herstellen lieBen, konnte der ,,Latenzpunkt®,

d. h. diejenige Konzentration, bei der sich die Hefe bei 30° C nicht mehr vermehren
konnte, mit diesem Substrat nicht erreicht werden. Die Extrapolation der gra-
phisch dargestellten Ergebnisse (vgl. Abb. 1) zeigt aber, daB die Vermehrung

1 Kaxss, G.: Zit. S. 117, Anm. 3.

2 Trgin, W. S.: Protoplasma 19, 414 (1933).
3 WiwpiscH, S., u. C. ENpERs: Zit.

S. 119, Anm. 2.
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von Zygosaccharomyces Barkeri unter den angegebenen Versuchsbedingungen in
der Versuchszeit in Konzentraten entsprechend 61,5% rel. Luftfeuchtigkeit mit

groBer Wahrscheinlichkeit gleich 0 gewesen wire.
Wenn auch anzunehmen ist, dafi beinoch lingeren Beobachtungszeiten auch bei
61,5 % relativer Luftfeuchtigkeit noch eine gewisse geringfiigigeVermehrung von Zygo-
saccharomyces Barkert moglich gewesen wire, so

QZ B /  ist doch wahrscheinlich, daB die Vermehrung der
g - /  betreffenden Hefeart bei 60—61% relativer Luft-
N - / feuchtigkeit imwesentlichen zum Erliegen kommt.
§73— J Weitere Versuche iiber die Grenze der Ver-
£ 72| mehrungsfihigkeit von Zygosaccharomyces Bar-
7k / keri wurden unter Verwendung von Birnen-

B x konzentrat mit hohem Fruchtzuckergehalt, her-

B gestellt aus Friichten der Sorte,,Bosks Flaschen-
birne*, durchgefihrt.

Die Versuchsanordnung war &hnlich wie bei

x den Versuchen mit ,, Topimalz*. Das Birnenkonzen-
trat hatte einen pg-Wert von 4,5. Mit diesem Sub-

strat konnten noch etwas tiefere relative Luftieuchtig-

o keiten erreicht werden, und man konnte dadurch der
LA | ! | , g‘rrenzkogzentrationB fi‘;cr die lLeEensmégﬁichieit von
5 ygosaccharomyces Barkeri noch etwas naher kommen:

o 62 63 Gk 03 %06 Bei Konzentrationen von 80,5% Trockensubstanz

w,‘t\sclofm].m\zmcqé

<[

— Sl
relative LufYeucht ghert im Gleichgewicht mit 58% relativer Luftfeuchtigkeit
Abb. 1. Vermehrung von Zygosaccharo- war nach fiinfmonatiger Lagerzeit keine der einge-
myces Barkeri bol verschicdenen relafi¥h  prachten Hefezellen mehr am Leben. — Bei Konzen-
naten. ~ durch Beobachtungen be- trationen von 79,5% Trockensubstanz, im Gleichge-
legter Verlauf der Kurve, ------ ange- wicht mit 60% relativer Luftfeuchtigkeit wurden nach
nommener Verlauf der Kurve. finfmonatiger Lagerzeit durch das Plattengufiver-
fahren noch einzelne lebende Hefezellen ermittelt, da-
gegen waren nach sechsmonatiger Lagerzeit alle Hefezellen abgestorben. — Bei Konzentra-

tionen von 78 % Trockensubstanz, im Gleichgewicht mit 62% relativer Luftfeuchtigkeit, hatten
sich die eingebrachten Hefezellen innerhalb von 6 Monaten etwa auf das Zehnfache vermehrt.

Die Ergebnisse, die mit dem Birnenkonzentrat als Substrat erzielt wurden,
decken sich gut mit denjenigen mit dem ,,Topimalz*.

Aus beiden Versuchsreihen geht hervor, daB Zygosaccharomyces Barkeri sich
in guckerreichen Substraten, die im Gleichgewicht mit rund 62 % relativer Luft-
feuchtigkeit stehen, noch schwach zu vermehren vermag und bei Konzentrationen
im Gleichgewicht mit 60% relativer Luftfeuchtigkeit noch monatelang - am
Leben bleibt, wenn er sich auch nicht mehr vermehrt.

Jedenfalls geht aus den angefithrten Untersuchungen mit absoluter Sicherheit
hervor, daBl nicht Schimmelpilze, sondern Hefen das Extrem der Xerophilie
darstellen.

Der ,,Letalpunkt®, d. h. derjenige osmotische Wert, bei dem die eingebrachten
Hefezellen sofort absterben, konnte in den bisherigen Versuchen noch nicht er-
mittelt werden. Da eine bei 30° C gesittigte Losung von Fructose (dem bestlos-
lichen Zucker) nach unseren Untersuchungen im Gleichgewicht mit etwa 60%
relativer Luftfeuchtigkeit steht, andererseits aber auch in Birnenkonzentrate
entsprechend 56% relativer Luftfeuchtigkeit eingebrachte Zellen von Zygo-
saccharomyces Barkeri wochenlang am Leben bleiben, mull bezweifelt werden,
ob unter Verwendung von Zucker eine Losung, die so konzentriert ist, dal in sie
eingebrachte osmophile Hefezellen unter sonst optimalen Lebensbedingungen
lediglich aus osmotischen Grinden sofort absterben, tiberhaupt realisierbar ist.
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3. Bei welchen Lebensmitteln ist ein Verderb durch osmophile Hefen
zu erwarten?

Fiir den Lebensmitteltechnologen ergibt sich aus den bisherigen Ausfithrungen
die SchluBfolgerung, dafl gewisse Lebensmittel, die infolge ihres geringen Wasser-
gehaltes gegen Verschimmeln geschiitzt sind, immerhin noch durch osmophile
Hefen in Girung versetzt werden konnen. Es trifft dies fiir alle Konzentrate zu,
die im Gleichgewicht mit relativen Luftfeuchtigkeiten von rund 75--62% stehen.
Tab. 3 gibt eine Ubersicht iiber die diesbeziiglichen Werte fiir eine Reihe von ge-
sittigten Losungen, Sirupen usw. Sie veranschaulicht, dafl auBer konzentrierter
Fructoselsung keine gesittigten Zuckerlosungen vor dem Vergiiren sicher sind.
Malzextrakt ist ebenfalls nicht unangreifbar fir osmophile Hefen und wird in der
Tat leicht ,,saver, was auf deren Stoffwechselprodukte zuriickzufiihren ist.

Tabelle 3. Luftfeuchtigkeitsgleichgewichte von lebensmitteltechnologisch wich-
tigen gesittigten Lésungen, Sirupen u. dgl.

. Im Gleichgewicht mit
A’ stanz 9% relativer Luftfenchtigkeit
Bei 20° C gesattigte (66,8 %ige?) Saccharoseldosung . . . . . . 86,63

Bei 20° C gesittigte (47,0%ige?) Glucoselésung . . . . . . . ~921

Bei 20° C gesittigte (62,5%ige®) Invertzuckerlésung . . . . . ~821

Bei 20° C gesittigte (78,8 %ige®) Fructoselésung . . . . . . . ~601

Bei 20° C gesittigte (26,4 %ige”) Kochsalzlosung . . . . . . . 758
Malzextrakt mit 70—80% Trockensubstanz . . . . . . . . . 781
Himbeersirup mit 65% Zucker . . . . . . . . . . . . .. 80*
Marmelade mit 60% Trockensubstanz. . . . . . . . . . .. g 921
Fruchtgelee . . . . . . . . . . . ..o 75—176°

Homig . . . . . . . . . o e =601 und 1°
,»,Topimalz‘ mit 84% Trockensubstanz . . . . . . . . . .. 621

LocrrEAD! fand im Honig lebende osmophile Hefezellen. Dieser Befund deckt
sich recht wohl mit unseren Feststellungen. Wixnniscax und ENDERS!? erwihnen
sog. ,,Salzhefen*, das sind halophile Formen. Auch das Vorkommen von Hefen
auf stark gesalzenen Substraten wird verstdndlich, wenn man sich vor Augen
hilt, dafl konzentrierte Kochsalzlosung mit nur 75% relativer Luftfeuchtigkeit
im Gleichgewicht steht. Osmophile Hefen kommen in der Natur auf Friichten vor.
Entsprechend den angegebenen pg-Anspriichen bilden sie vor allem fiir schwach
sauer reagierende, hochkonzentrierte Substanzen eine Gefahr, Die Gefahr wird
dadurch gemindert, daf osmophile Hefen im Gegensatz zu Schimmelpilzsporen

1 Eigene Feststellung nach der von Kamss (vgl. S. 117, Anm. 3) angegebenen Methodik.

2 HErzrFELD, Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 42, 232 (1898).

3 Downs, H. T., u. E. P. PErMaNN: Trans. Faraday Soc. 23, 101 (1927).

¢ Jacxsox, R. F., u. C. G. Sissee: Bur. Standards, Sei. P. 437, Bull. 17, 715 (1922).

5 Jacksox, R. F,, u. C. G. SiLsBEE: Bur. Standards, Tech. P. 259, Bull. 18, 277 (1924).

¢ Comn, G: Fructose. In: Enzyklopiddie der Technischen Chemie. Herausgeg. von
UrLMaNN. 2, Aufl. S.432. Berlin u. Wien: Urban & Schwarzenberg 1940.

" Frieprice, H,, V. GagrrNER, W. SikGEL u. F. UrLLmaxy: Natriumverbindungen. In:
Enzyklopédie der Technischen Chemie. Herausgeg. von ULiMann. 2. Aufl. S. 45. Berlin und
Wien: Urban & Schwarzenberg 1940.

8 OBERMILLER, J.: Z. physik. Chem. 109, 145 (1924).

9 GrOVER, D. W.: J. Soc. chem. Ind. 66, 201 (1947).

10 Hawnsson, A.: Fysiogr. Sallsk. Lund Forh. 11, 18 (1942); ref. in dieser Z. 86, 538 (1943).

11 LocEHEAD, A, G., Zit, S. 118, Anm, 1,

12 Wmwpiscr, S., u. C. Expers: Zit. S. 119, Anm. 2.
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durch Wirme leicht abzutoten sind. Dies ist der Grund, warum z. B. Sirupe
und Malzextrakte, die wihrend der Herstellung einer Hitzebehandlung unter-
worfen wurden, nicht so schnell vergiren, wie man auf Grund der vorstehenden
Ausfithrungen erwarten miilte. Erfolgt Neuinfektion mit osmophilen Hefen,
so dauert es bei hohen Konzentrationen doch immerhin geraume Zeit, bis sich
einzelne Hefezellen soweit vermehrt haben, daff die Gdrung deutlich wird. Nach
INngraM! ist ndmlich mindestens 1 Million osmophile Hefen pro Kubikzentimeter
notwendig, um stérkere Garungserscheinungen hervorzurufen.

Zusammenfassung

Diejenigen Mlkroorgamsmen, die in Lebensmitteln die hdchsten osmotischen
Drucke zu ertragen vermdgen, sind osmophile Hefen. Es wurde fiir eine extrem
osmophile Form, Zygosaccharomuces Barkeri, festgestellt, daB sie sich unter
optimalen pg-Verhiltnissen (pg 4—5) und bei 30° C Lagertemperatur noch in
Sirupen bis zu einer Konzentration, die im Gleichgewicht mit rund 62% relativer
Luftfeuchtigkeit steht, zu vermehren vermag. Lebensmittel, die auf Grund
ihrer Konzentration von Schimmelpilzen nicht mehr befallen werden kénnen,
z. B. hochkonzentrierte Fruchtkonzentrate, sind noch durch osmophile Hefen
gefdhrdet.

Neuartige Siifistoffe.

II. Mitteilung*
Nachweis und Bestimmung des 1-n-Propoxy-2-amino-4-nitrobenzols.
Von
Krement MOHLER.

Mitteilung aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie,
Minchen, und dem Laboratorium Dr. M6BLER, Tutzing.

(Eingegangen am 23. Junt 1949.)

Von den neuen Siistoffen auf Nitranilinbasis hat das n-Propoxy-2-amino-4,
nitrobenzol einen 4000fachen SiBungsgrad gegeniiber Rohrzucker und ist zeitweise
unter dem Namen ,,Ultrasiiff* in den Handel gebracht worden. Da fiir Nachweis
und Bestimmung noch keine Vorschriften vorhanden sind, andererseits aber im Hin-
blick auf pharmakologische und physiologische Priifungen Interesse hierfiir besteht,
erschien die Durchfithrung entsprechender Versuche angezeigt.

Die empfindlichste 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 alkalischer Losung zu
einem blaustichig-roten Farbstoff. Mit §-Naphthol entstehen mehr orangerote Farb-
tone. Unter den im Versuchsteil beschriebenen Bedingungen lassen sich Mengen von
10—50 y der Substanz in einigen Kubikzentimetern Losung noch gut nachweisen.
Die Konzentrationen mufliten so niedrig gewéhlt werden, da die Dosierung an wirk-
samer Substanz in Lebensmitteln naturgemal sehr gering ist.

Die Nitrogruppe 1t sich bei diesen Konzentrationen mit den iiblichen Reaktionen
nicht unmittelbar erfassen. Dagegen gelingt die Reduktion zur Aminogruppe mit
Eisen und starker Salzsfiure in der Siedehitze. Hierbei entsteht ein Alkoxy-2,4-

1 IxoraM, M.: Zit. S. 118, Anm. 7.
* I. Mitteilung: Diese Z. 90, 431 (1950).



