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Da die Methode des Lebensmittelbuches nur gestattet den Methyl-
alkoholgehalt in Vol.0)g mit einer Dezimale, d. h. also in Vol.0jpp zu he-
stimmen, so hat es keinen Sinn, dem gefundenen Wert (em?® pro L abs.
Alkohols) noch eine Dezimalstelle beizufiigen.

Wie ersichtlich, geniigen von allen untersuchten Obst- und Weintrester-
branntweinen nur zwei diesen Anforderungen (Tabelle 1, Nr. 7 und Nr. 16);
auch die {iibrigen lassen sich jedoch mit Sprit so verdiinnen, dass weder
ihr Methylalkohol-, noch ihr Estergehalt die zuléssige Hochstgrenze iiber-
schreitet. |

Durch das Verschneiden wiirde natiirlich auch der Gehalt an hohern
Alkoholen, der — wie die Analysen zeigen — in den Tresterbranntweinen
im allgemeinen nicht sehr hoch ist, herabgesetzt. Bei Annahme meiner
Vorschlige in Bezug auf Methylalkohol- und Estergehalt miissten die Trester-
branntweine so stark verschnitten werden, dass der im Anhang zum Lebens-
mittelbuch aufgestellte Minimalgehalt von 3,5 em® Fuseldl pro L absoluten
Alkohols wohl nie erreicht werden diirfte und somit hinfillig wiirde.

Nehizosaccharomyces liquefaciens n. sp.,
eine gegen freie sehweflige Ninre widerstandsfihige Giirhefe.

Von Dr. A. OSTERWALDER,

Adjunkt an der Schweiz. Versuchsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau
in Wiidenswil.

Anfangs November 1921 erhielt die hiesige Versuchsanstalt von einer
Weinhandlung der Westschweiz einen stark iiberschwefelten Traubensaft,
1921er Picpoul frangais aus Montpellier, mit 72¢ Oechsle Mostgewicht, den
die Firma trotz verschiedener Behandlung nicht in Girung zu bringen ver-
mochte. Der Gehalt an gesamter schwefliger Siure, nach der Schmitt-
Ripper’schen Methode (Schweiz. Lebensmittelbuch, 3. Auflage, 1917, S. 281),
sofort nach der Ankunft des Saftes bestimmt, ergab 546,5 mg p. 1, was, da
der Saft in Montpellier mit Kaliummetasualfit behandelt worden war, min-
destens einem Zusatz von ca. 103 g Metasulfit pro hl enfspricht. An freier
schwefliger Siure waren noch 144,6 mg p. 1 vorhanden, genug, um die G-
rung im Saft zu unterdriicken. Wir stellten von diesem iiberschwefelten
Picpoul Verschnitte mit einem durch Reinhefe in Girung gebrachten vorher
sterilen Traubensaft her und zwar im Verhiltnis 20 : 20, 50 :20 (50 e¢m?
Picpoul + 20 em? gérender Saft) und 100 : 20, d. h. 100 em?® Picpoul -
20 em?® frisch gérender Saft. Schon 2 Tage darauf girte das Gemisch 20 : 20,
nach 4 Tagen auch die beiden andern 50 : 20 und 100 : 20. Bei der mikro-
skopischen Priifung des Trubes dieser girenden Gemische fielen neben der
elliptischen Reinhefe, die wir zugesetzt, noch zahlreiche langgestreckte zy-
lindrische Zellen, nicht selten mit einer Scheidewand im Innern, auf, die
an Schizosaccharomyces erinnerten. '
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In den mit diesen girenden Gemischen hergestellten Gelatine-Platten-
kulturen wuchsen denn auch zahlreiche Kolonien mit Schizosaccharomyces-
Zellen, einzelne darunter mit Sporen im Innern, heran. Aus einzelnen davon
gewannen wir Reinkulturen der Schizosaccharomyces-Hefe. Aus dem reich-
lichen Vorkommen von Schizosaccharomyces im iiberschwefelten Picpoul, —
denn die Hefe musste dorther stammen, da der andere Teil des Gemisches
ein sterilisierter mit Reinhefe versetzter Traubensaft war, — durften wir
auf eine gegen schweflige Siure sehr widerstandsfihige Hefe schliessen,
auch wenn wir dabei nur die bei der Ankunft des Saftes in demselben ent-
haltene Menge von 144,6 mg freier schwefliger Sidure p. 1 beriicksichtigen,
"~ Mengen, die sonst hinreichen, die gewshnlichen Wein- und Obstweinhefen
der Gattung Saccharomyces abzutoten. Unser Interesse wandte sich denn
auch beim Studium dieses Organismus in erster Linie dieser Seite zu, d. h.
dem Verhalten der frisch gewonnenen Schizosaccharomyces- Hefe gegeniiber
schwefliger Sdure. Zu diesem Zwecke siiten wir in einen sterilen Traubensaft
von urspriinglich 50° Oechsle, den wir mittelst Wasser bis auf 25° Oechsle
verdiinnten, frische Hefe (1 em?® p. 1), fiillten den Saft in kleinere Flaschen
ab, je 200 cm?® pro Flasche, und fiigten diesen in verschiedenen Dosen reines
Kaliummetasulfit zu, 10 bezw. 20, 30, 40 und 50 g p. hl, um spiter, nach-
dem das Metasulfit gelost war, nach der Schmitt-Ripper'schen Methode die
Mengen schwefliger Sdure im freien und gebundenen Zustand zu bestimmen.
Die nach dieser Bestimmung iibrig gebliebenen Reste der eingeschwefelten
Proben, jeweils ca. 100 em?® wurden hernach in 100 em?® Flaschen abgefiillt
und diese, mit einem Gérverschluss verschlossen, bei Zimmertemperatur
neben dem nicht eingeschwefelten Saft zur weiteren Beobachtung aufgestellt.

Bei diesen Versuchen, sowie der chemischen Analyse der mit der Schi-
zosaccharomyces-Hefe vergorenen Weine erfreute ich mich stets der Mit-
arbeit des technischen Gehilfen des Laboratoriums, Herrn H. Haller, wofiir
ithm auch an dieser Stelle herzlich gedankt sei.

Die Bestimmung der schwefligen Siure beim 1. Einschwefelungsversuch
ergab folgende Mengen in den verschiedenen Flaschen :

Gesamte sthwefl. Sdure Freie schwefl. Siure Gebundene schwefl. Saure

mg p. 1 mg p. 1l mg p. 1

Ohne Kaliummetasulfit . . . . 7 2,6 5,1
Mit 10 g Kaliummetasulfit p. hl 62,7 30,7 32,0
» 20 g » » 1139 71,6 42,3

» 30 g » » 168,9 1177 51,2

> 40 g » » 226,5 167,6 58,9

» 50 g » » 2829 2227 60,2

Von den der Gérung iiberlassenen Siften machte sich in den nicht
eingeschwefelten, sowie in den mit 10, bezw, 20 g Kaliummetasulfit p. hl
behandelten innert 4 Tagen Giirung bemerkbar, in dem mit 30 g Kalium-
metasulfit p. hl nach 10 Tagen und in den mit 40 und 50 g Metasulfit
versetzten nach 13 bezw. 22 Tagen. Selbst 222,7 mg freie schweflige Séure
vermochten also die Schizosaccharomyces-Hefe nicht abzutéten. Nun konnte



man allerdings einwenden, diese geringe Empfindlichkeit von Schizosaccha-
romyces gegeniiber dem genannten Gift hinge mit dem lingeren Aufenthalt
in dem stark eingeschwefelten Picpoul zusammen und sei nichts anderes
als eine voriibergehende Anpassung der Hefe an grosse Mengen schwefliger
Sidure, worauf zu erwidern ist, dass ihre Widerstandsfiahigkeit gegeniiber
der genannten Verbindung auch nicht nachgelassen hat, nachdem die Hefe
stets im ungeschwefelten Traubensaft kultiviert worden und auch heute,
d. h. nach bald 2 Jahren, noch die gleiche ist wie kurz nach der Heran-
zucht als Reinkultur, was doch kaum der Fall wire bei einer in stark ge-
schwefelten Siften erworbenen Eigenschaft. Wir impften z. B. anfangs Mai
1922 einen wiederum mit Wasser bis auf 25° Oechsle verdiinnten Trauben-
saft mit einer kleinen Menge seit ca. 5 Monaten stets in ungeschwefelten
Obst- und Traubenséften kultivierter Hefe und setzten hernach dem in Fla-
schen zu je 200 cm?® abgezogenen Saft je 25, bezw. 40, 50, 55 und 60 g
Kaliummetasulfit p. hl zu, mit Ausnahme einer Flasche, die keinen Zusatz
erhielt. Kurz nachdem das schwefligsaure Salz gelost war, enthielten die ver-
schieden stark eingeschwefelten Versuchsfliissigkeiten an schwefliger Séure:

Gesamie sthwefl. Saure Freie schwefl. Saure Giebundene schwefl. Saure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. 1
Unbehandelt . . . . . . . 10,2 2,5 ik
Mit 25 g Kalinmmetasulfit p. hl 1484 85,7 62,7
s 40 g » » 228,4 157,4 71,0
» 50 g » » 277,1 193,9 83,2
" BHb g » » 307,2 223,5 83,9
» 60 g » » 336,6 258,4 83,2

Wo kein Kaliummetasulfit zugesetzt worden, sowie im Saft mit 25 g
p. hl stellte sich am 5. Tag nach dem Einschwefeln Giirung ein; die Probe
mit 40 g Metasulfit fing am 7. Tage an zu g#ren, jene mit 50 g p. hl am
13. Tage, wihrend die Sifte mit 55 und 60 g p. hl nach 17, bezw. erst nach
23 Tagen deutliche Anzeichen alkoholischer Girung erkennen liessen. Auch
253,4 mg freie schweflige Sture vermochten nach diesem Versuche unsere
Schizosaccharomyces - Hefe nicht abzutoten, was uns beim folgenden Ein-
schwefelungsversuch veranlasste, die Zusitze von Kaliummetasulfit noch zu
steigern. Den verdiinnten Traubensaft von 25° Oechsle impften wir vorher
mit Hefen einer ca. 7 Wochen alten Kultur aus Traubenwein. Die Bindungs-
verhiltnisse der schwefligen Séure in den verschiedenen Proben, kurz nach-
dem die Metasulfit-Kristalle in Losung gegangen, sind aus nachfolgender

Zusammenstellung ersichtlich:
Gesamte schwefl, Siure Freie schwefl. Sdure Giebundene sthwefl. Saure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. 1
Unbehandelt . . . . . . . 76 2,6 5,0
Mit 50 g Kaliummetasulfit p. hl 2841 213,7 70,4
> 60 g » > 336,6 268,6 78,0
» 65 g » » 3597 279,0 80,7
» 70 g » » 384,0 302,0 82,0

y.10 ¢ » » 430,0 345,6 84,4
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Nach 4 Tagen begann die Probe ohne Metasulfit zu giren, nach 5 Tagen
der Saft mit 50 g Metasulfit p. hl, nach 7 Tagen der Saft mit 60 g, nach
8 Tagen jener mit 65 und 70 g p. hl und nach 10 Tagen der am stirksten
eingeschwefelte mit 75 g Metasulfit p. hl oder mit 3456 mg freier schwef-
liger Siure p. 1. (leichzeitig und in gleicher Weise wie den soeben er-
wihnten Einschwefelungsversuch fithrten wir einen 2. durch, mit dem Unter-
schied, dass hier eine andere Hefekultur zur Verwendung kam, némlich
Schizosaccharomyces-Zellen aus dem mit 60 g Metasulfit versetzten Wein
des vorhergehenden Versuches, eine Hefe, von der man infolge Ueberwin-
dung von 2534 mg freier schwefliger Siure eine dadurch voriibergehend
erworbene noch grossere Widerstandsfihigkeit glaubte annehmen zu diirfen.
Wie es sich damit in Wirklichkeit verhielt, ergibt sich aus Nachfolgendem.
In den verschiedenen Siften mit den frisch gelosten Kaliummetasulfit-Kri-

stallen bestimmten wir folgende Mengen schwefliger Sture :
Gesamte schwefl. Saure  Freie schwefl. Saure  Gebundene schwefl. Séure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. 1
Unbehandelt . . . . . . . 7,6 2,6 5,0
Mit 50 g Kalinmmetasulfit p. hl 288,0 213,7 4.3
> 60 g » » 343,0 26175 75,5
> 65 g » > 3673 286,7 80,6
» 70 g » » 408,38 3174 90,9
» 15 g « > 4198 340,4 79,4

Wider Erwarten trat keine Verschiebung im Beginn der Gérung gegen-
iiber den entsprechenden Siften des vorhin besprochenen Parallelversuches
ein, d. h. die aus einem stark eingeschwefelten Wein stammende Hefe ver-
mochte die gleichen Mengen schwefliger Siure in den Siiften dieses Ver-
suches nicht eher zu iiberwinden als die dem ungeschwefelten Wein ent-
nommene. Die Hemmungsfristen in den Siiften dieses Versuches waren die
gleichen wie in den entsprechenden Proben eines gleich angestellten Ver-
suches mit Hefe aus einem ungeschwefelten Saft.

Dass auch junge Hefezellen, z. B. von einer 8 Tage alten Kultur in
Traubensaft, sich gegeniiber der schwefligen Sidure als widerstandsfihig er-
wiesen, zeigt ein Einschwefelungsversuch vom 24. Juni 1922, wiederum mit
verdiinntem Traubensaft, den man in Flaschen zu je 200 c¢m?® abfiillte, mit
je s em?® girenden Traubensaftes pro Flasche impfte und hernach ver-
schieden stark einschwefelte. Kurz nach dem Auflésen des Metasulfits liessen
sich folgende Mengen schwefliger Sidure im Liter nachweisen:

' Gesamte schwefl. Siure  Freie schwefl. Saure  Gebundene schwefl. Saure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. L
Mit 50 g Kaliummetasulfit p. hl 268,8 203,5 65,3
» 60 g » » 3443 273,9 70,4
» 65 g » > 3482 276,5 (%
» 70 g » « 382,7 308,4 74,3
» 15 g » » 4288 3494 794

Nach 3 Tagen verriet das Aufsteigen von Kohlensidurebldschen im Saft
ohne Metasulfit den Beginn einer deutlichen Gi#rung; nach 4 Tagen war
dies der Fall beim Saft mit 50 g Kalinmmetasulfit p. hl, wihrend in den
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Proben mit 60, 65 und 70 g die alkoholische Gérung sich nach 9 Tagen
ankiindigte. Selbst 349,4 mg freie schweflige Séure p.1 (75 g Kalium-
metasulfit p. hl) vermochten die jungen Hefen nur wenige Tage in der Ent-
wicklung und Gérung zu hemmen; am 10. Tage stellte sich auch in dieser
Flasche Gérung ein.

Die Kaliummetasulfitzusitze durften also noch weiter gesteigert werden,
bis die Grenze der Widerstandsfiihigkeit gegeniiber der schwefligen Siure
erreicht war. Bei einem weitern Versuch mit Traubensaft von 25¢ Oechsle
in Flaschen von je 200 em® wurden denn auch, nach einem Zusatz von je
5 em?® Hefefliissigkeit einer 14 Tage alten Kultur pro Flasche, Kalium-
metasulfitmengen von 70—100 g p. hl verwendet. Die in der nachfolgenden
Zusammenstellung angefiithrten Mengen schwefliger Séiure wurden kurz nach

dem Einschwefeln festgestellt. Gesamte schwefl. Siure Freie schwefl. Saure Gebundene schwefl, Saure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. |

Saft ohne Kaliummetasulfit . . 10.2 3,8 6,4
Mit 70 g Kalinmmetasulfit p. hl 391,7 298,2 93,4
> 80 g » » 440,3 341,7 98,5
» 85 g » » 4774 373,71 103,7
» 90 g » > 495,4 389,1 106,3
» 100 g » > 5478 4365 111,35

Nach 4 Tagen begann der nicht eingeschwefelte Saft deutlich zu giiren,
nach 9 Tagen jener mit 70 g Metasulfit p. hl, nach 11 Tagen der Saft mit
80 g; nach 13 Tagen trat deutliche Gérung in der Probe mit 85 g ein,
wihrend in den Flaschen mit 90 und 100 g Kaliummetasulfit p. hl die
Kohlens@ureentwicklung 16 bezw. 25 Tage auf sich warten liess. 4365 mg
freie schweflige Séure geniigten also noch nicht, den Saft stumm zu schwe-
feln, vermochten aber doch die Hefen stark zu beeinflussen und in der Ent-
wicklung wihrend ca. 3 Wochen hintan zu halten; gestiitzt hierauf durfte
man denn auch annehmen, dass bei einer weitern Erhohung des Gehalts
an schwefliger Siiure das Maximum der Giirhemmung, d. h. die totlich wir-
kende Menge schwefliger Siiure, wohl bald in greifbare Nihe riicken wiirde,
was bei einem nichsten Versuche mit Traubensaft, jedoch vom Jahrgang
1922, auch eintrat.

Der wiederum mit Wasser bis auf 25° Oechsle verdiinnte Saft, in Fla-
schen zu je 200 cm? abgefiillt, in diesen am 14. November 1922 mit je
/5 cm® Hefefliissigkeit einer ca. 1'z Monate alten Kultur geimpft, wurde
noch stirker als die Siifte fritherer Versuche eingeschwefelt und enthielt,
nachdem das Metasulfit aufgelost war, folgende Mengen schweftliger Siure
in den verschieden behandelten Flaschen :

’ Giesamte schwefl. Saure Freie sthwefl. Saure Gehundene schwefl. Saure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. 1
Ohne Kaliummetasulfit . . . . 6,4 2,5 3,9
Mit 90 g Kaliummetasulfit p. hl 500,5 476,2 24,3
» 100 g » 2 556,83 526,0 30,8
» 110 g » » 593,9 55D,5 38,4
» 120 g » » 665,6 63150 34.6

» 130 g » » 716,8 679,6 37,2
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Am 15. Dezember, also ziemlich genau einen Monat nach dem Zusatz
des Metasulfits, machte sich in der Flasche mit 90 g Metasulfit p. hl Kohlen-
sdureentwicklung bemerkbar. Dass in diesem Versuch 90 g Kaliummeta-
sulfit die Gérung um einen vollen Monat zu unterdriicken vermochten, wih-
rend bei der gleichen Dosis im vorhergehenden Versuch die Gérverzogerung
nur halb so lang dauerte, wird verstéindlich, wenn man beriicksichtigt, dass
es in erster Linie die freie schweflige Siure ist, die die Hefen in ihrer
Vermehrung und Gértiatigkeit hemmt, der 1922er Traubensaft von den 90 g
Kaliummetasulfit nicht so viel schweflige Siure zu binden vermochte als
der zu den fritheren Versuchen verwendete Saft und aus diesem Grunde
auch mehr freie schweflige Siure als dieser enthielt, ndmlich 476,2 mg p. |
gegeniiber 389,1 mg p. 1. Beim Vergleich der beiden letzten Versuche mit
einander, speziell der Versuchsreihen mit 90 g Metasulfit p. hl, hinsichtlich
der Wirkungen der schwefligen Sdure auf die Hefe, zeigt sich denn auch
aufs Neue, dass es hiebei nicht allein auf die Menge des zugesetzten Kalium-
metasulfits ankommt, sondern namentlich auch auf das Bindungsvermogen
des Saftes. Krst am 4. Januar 1923, 51 Tage nach dem Einschwefeln, fing
der Saft mit 100 g Kaliummetasulfit p. hl an zu géiren und am 10. Januar
1923, 57 Tage nach Beginn des Versuchs, jener mit 110 g p. hl. 130 g
Metasulfit p. hl oder 679,6 mg freie schweflige Siure p. | vermochten die
Hefen abzutéten; in dem Saft mit dieser Dosis stellte sich auch nach 10
Monaten keine Girung mehr ein. Wie sich die Probe mit 120 g Metasulfit
p. hl, auf die es bei diesem Versuche gerade angekommen wire, die bis
zum 26. Dezember, also wiithrend 6 Wochen, nicht gegoren, weiterhin ver-
halten hiitte, vermogen wir leider nicht zu sagen; wir beniitzten diesen
Saft am genannten Tage zu einer Bestimmung der gesamten und freien
schwefligen Sidure.

Parallel zu diesem Versuch fiihrten wir einen Einschwefelungsversuch
durch, bei dem wir eine Hefekultur aus dem mit 100 g Kaliummetasulfit
p. hl eingeschwefelten und. vergorenen Saft vom vorletzten Versuch mit
urspriinglich 547,8 mg gesamter und 436,5 mg freier schwefliger Séure zur
Aussaat verwendeten. Nachdem die Metasulfit-Kristalle gelost waren, wur-
den folgende Mengen schwefliger Siure im Liter Saft in den verschieden
behandelten Flaschen bestimmt:

Gesamte sthwefl. Saure Freie schwefl. Séure Giebundene schwefl. Sdure

mg p. 1 mg p, 1 mg p. 1
Saft ohne Kaliummetasulfit . . 6,4 2,5 3,9
Mit 90 g Kaliummetasulfit p. hl 490,2 465,9 24,3
> 100 g > » 552,9 519,7 38,2
» 110 g » > 608,0 570,9 87,1
» 120 g » » 652,8 6144 38,4
» 130 g » » 16,8 674,14 42,3

Beginn der Géirung in dem Saft mit 90 g Metasulfit p. hl nach 20 Tagen,
in dem mit 100 g nach 27 Tagen, mit 110 g nach 37 Tagen, mit 120 g
nach 42 Tagen. Aber auch die am stiirksten eingeschwefelte Probe mit
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130 g Kaliummetasulfit p. hl, d. h. 674,4 mg freier schwefliger Séure p. |,
kam noch in Gérung und zwar nach 55 Tagen. Dass bei diesem Versuch
der Traubensaft mit 130 g Metasulfit p. hl und ungefiihr gleichviel freier
schwefliger Sdure wie die entsprechende Probe vom vorangehenden Versuch
in G#rung kam, spricht fiir eine grossere Widerstandsfihigkeit der Hefe
gegeniiber der schwefligen Siure, doch wohl von ihrer Heranzucht in einem
stark eingeschwefelten Saft herriihrend.

Wie unsere bisherigen Kinschwefelungsversuche zu zeigen vermigen,
zeichnet sich die aus dem Picpoul geziichtete Schizosaccharomyces-Hefe durch
eine Widerstandsfihigkeit gegeniiber der freien schwefligen Sdwre aus, wie man
sie bisher bei Hefen micht kannte. In den letzten 10 Jahren ist wiederholt
eine Saccharomycodes-Art (Saccharomycodes Ludwigii) als eine gegen schwef-
lige Sdure sehr widerstandsfihige Hefe genannt worden. Mensio!) fand die
Hefe in italienischen Mosten, die trotz erheblichen Gehalts an schwefliger
Sdure in Gidrung gekommen waren. Baragiola und Godet?) stellten sie in
iiberschwefelten spanischen Mosten fest und ebenso weiss Kroemer von ihrem
Vorkommen in stark eingeschwefelten Rheingauer Mosten zu berichten, Ein-
gehende Untersuchungen iiber die verschiedenen Eigenschaften dieses Or-
ganismus, den sie Saccharomycodes Ludwigii var. vini nannten, fithrten spe-
ziell Kroemer und Heinrich ®) durch, wobei sie u. a. ermittelten, dass die Hefe
im Most bis zu 470 mg schweflige Sdure p.1 vertrage, ohne abgetitet zu
werden. Wir vermissen bei dieser Feststellung die wichtige Angabe, wie viel
schweflige Sdure kurz nach dem Zusatz des Kaliummetasulfits gebunden wor-
den und wie viel schweflige Séure frei geblieben. Wie bereits erwihnt, ist
es ja besonders die freie schweflige Séure, der eine girungshemmende Wir-
kung zukommt, wihrend die schweflige Sdure im gebundenen Zustand die
Hefen nur wenig beeinflusst. So haben Miiller-Thurgau und Verf. seiner
Zeit iiber Gérversuche mit Theilershirnsiften aus teigen aldehydreichen Birnen
berichtet *), die einen Zusatz von nicht weniger als 120 ¢ Kaliummetasulfit
p. hl, oder ca. 600 mg schweflige Sdure p. 1 erhielten und trotzdem schon
nach wenigen Tagen der Girung verfielen, weil eben der grisste Teil der
aus dem Metasulfit sich entwickelnden schwefligen Séiure durch den Aldehyd
sofort in gebundene aldehydschweflige Siure {iibergefithrt wurde, von der
bekannt ist, dass sie auf die Giirhefen nur einen geringen girhemmenden.

Yy Mensio (. Fermentazione di moste fortemente solforati: Di un nuovo fermento in
enologia appartenente al genere Saccharomycodes. Le Staz. sperim. agrar. ital. 44, 1911
p- 829—842. '

%) Baragiola W. J. und Ch. Godet. Weine aus iiberschwefelten Traubenmosteu. Diese
Mitteilungen, 1912, 8. 105—111.

% Prof. Dr. K. Kroemer and Dr. Fr. Heinrich: Ueber eine in iiberschwefelten Mosten
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Einfluss auszuiiben vermag. Kroemer und Heinrich beniitzten zu ihren Ein-
schwefelungsversuchen Traubenmost, dem nach unsern Beobachtungen in
der Regel nur ein schwaches Bindungsvermogen gegeniiber der schwefligen
Sidure eignet. Nehmen wir nun an, dass z. B. ca. 50 mg schweflige Sdure
in demselben nach dem Zusatz des Metasulfits sofort gebunden wurden, so
verbleiben von den 470 mg, die nach Kroemer und IHeinrich Saccharomy-
codes Ludwigii var. vini hochstens vertragen soll, noch 420 mg freie schwef-
lige Siure. Beim einen Versuch mit unserer Schizosaccharomyces-Hefe waren
es 555 mg freie, beim letzten sogar 674 mg freie schweflige Siure, die noch
eine Girung ermoglichten, woraus folgt, dass die Schizosaccharomyces- Hefe
Saccharomycodes Ludwigii var. vini in der Widerstandsfihigkeit gegeniiber der
schwefligen Siure wm ein erhebliches iibertrifft. Bei eigenen Einschwefelungs-
versuchen, in gleicher Weise wie die bereits erwdhnten mit einer von uns
aus einem iiberschwefelten Obstsaft gewonnenen und wohl mit Saccharomy-
codes Ludwigii var. vini Kroemer und Heinrich identischen Saccharomycodes-
Hefe durchgefiihrt, blieb das Maximum der schwefligen Séure, das noch eine
Gidrung ermoglichte, hinter dem von Kroemer und Heinrich genannten zuriick.
Die Bestimmung der schwefligen Sdure, kurz nachdem das Metasulfit im
verdiinnten Traubensaft mit einer ca. 14 Tage alten Reinkultur des Saccha-
romycodes gelost war, ergab folgende Mengen im Liter Saft:

Gesamte schwefl. Sdure Freie schwefl. Saure Giebundene schwefl, Sdure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. 1
Traubensaft ohne Kaliummetasulfit 8,9 3,2 9,7
Mit 50 g Metasulfit p. h1 . . . 288,0 216,3 T3
» 60 g » » S 3430 259,8 83,2
> 70 g » » St 3942 309,7 84,5
» 15 g » » | oy 4122 325,1 87,1

Der nicht eingeschwefelte Saft begann nach 2 Tagen deutlich zu géren;
wo man 50 g Metasulflt p. hl zusetzte, machte sich die Kohlenséiureent-
wicklung nach 7 Tagen bemerkbar, wiithrend in der mit 60 g Metasulfit p. hl
eingeschwefelten Probe erst nach 26 Tagen die Gérung einsetzte. Die Sifte
mit 70 und 75 g Kaliummetasulfit p. hl waren stumm gebrannt. Von an-
fangs Juli bis in den Dezember hinein vermochten sich die Hefen nicht zu
vermehren, so dass in diesem Fall 309,7 mg freie schweflige Siure p. 1 aus-
reichten, die Saccharomycodes-Zellen abzutioten.

Nachdem wir festgestellt, dass unsere Schizosaccharomyces-Hefe Mengen
freier schwefliger Siure zu ertragen vermag, wie dies von keiner Hefe bis-
her bekannt geworden, mag die Frage nach der botanisch-systematischen Zu-
gehirigkeit dieses Organismus einiges Interesse wecken.

7Zu den Schizosaccharomycetaceen gehiren einzellige Pilze, Hefen, die
sich nicht durch Sprossung wie die Saccharomyces-Arten, wohl aber durch
Querteilung, Spaltung vermehren und Endosporen bilden konnen dhnlich den
Saccharomyces-Arten. A. Klicker erwiihnt in Lafar’s Handbuch der Techni-
schen Mykologie, IV. Bd., 3 Arten der Gattung Schizosaccharomyces P. Lindner
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Schizosaccharomyces Pombe Lindner,
» octosporus Beyerinck,
» mellacei Jorgensen.
A. Guilliermond fithrt ausserdem in seinem Buch: Les Levures, Paris

1912, noch folgende Arten auf:
Schizosaccharomyces Aphalare Calthe Karl Sule,

> Chermetis strobilobii K. Sule,
> » abietis K. Sule, sowie
» asporus Eykmann.

Von diesen verschiedenen Arten diirfen wir wohl jene Vertreter, die
noch mnicht in Reinkultur gewonnen wurden, zum vorneherein unberiick-
sichtigt lassen. Es sind dies Schizo. Aphalaree Calthe Karl Sule, Schizo.
Chermetis strobilobii Karl Sulc und Schizo. Chermetis abietis Karl Sulc.
Unsere Schizosaccharomyces-Art bildet auf Gelatine sehr leicht Sporen, in
der Regel 4 pro Zelle und kann demmach nicht identisch mit Schizo. asporus
Eykmann sein. Aber auch Schizo. octosporus kann nicht in Frage kommen,
denn abgesehen von der Sporenzahl, die 4 nie iibersteigt, wihrend Schizo.
octosporus héufig 8 Sporen pro Zelle enthélt, wie ja der Speziesname schon
andeutet, vergirt die von uns gewonnene Spezies u. a. auch Saccharose, wozu
Schizo. octosporus nicht befihigt ist. So bleiben denn von den angefithrten
Schizosaccharomyces-Arten nur noch 2 iibrig, zu denen unsere Schizosaccha-
romyces hitte gehoren konnen: Schizosaccharomyces Pombe Lindner und
Schizosaccharomyces mellacei Beyerinck, welche beide Hefenarten, die uns
die Zentralstelle fir Pilzkulturen in Baarn Holland in verdankenswerter
Weise in Reinkulturen iiberliess, denn auch zwecks Indentifizierung zu einer
Reihe von vergleichenden Untersuchungen herangezogen wurden. Vorerst
sollten uns einige Linschwefelungsversuche mit Schizo. Pombe und Schizo. mel-
lacei tiber 1hre Empfindlichkeit gegeniiber der schwefligen Siure orientieren;
sie wurden in gleicher Weise wie die mit unserer Schizo.-Hefe durchgefiihrt,
mit dem gleichen verdiinnten Traubensaft, dem man in den Flaschen mit
200 em? Flussigkeit jeweils 15 em?® Hefefliissigkeit und hernach das Kalium-
metasulfit zufiigte, um kurz darauf, nachdem das Salz gelost war, die schwef-
lige Séure zu bestimmen.

Versuch mit Schizosaccharomyces Pombe.
Gesamte schwefl, Saure Freie schwefl. Saure Gebundene schwefl. Saure

mg p. 1 mg p. 1 mg p. 1
Saft ohne Kaliummetasulfit . . il 3,2 4,5
Mit 10 g Kaliummetasulfit p. hl 59,5 26,9 32,6
> 20 g » » 118,4 70,4 48,0
» 30 g » » 168,9 112,6 56,3
> 40 g > > 231,05 165,1 66,5

4 Tage nach der Aussaat der Hefe machte sich im nicht eingeschwefelten
Saft deutliche Gérung bemerkbar, in dem mit 10 g Kaliummetasulfit p. hl
eingeschwefelten einen Monat spiter, wéhrend die iibrigen Proben mit 20,
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bezw. 30 und 40 g Metasulfit p. hl selbst innert 10 Monaten nicht mehr in
Gérung kamen, stumm gebrannt waren. Schizo. Pombe erwies sich gegen-
tiber schwefliger Sidure bedeutend empfindlicher als unsere Schizo.-Spezies.

Versuch mit Schizosaccharomyces mellacei.

In den mit Schizo. mellacei geimpften (/s em?® Hefefliissigkeit pro Flasche
mit 200 ¢m?) und hernach mit Kaliummetasulfit versetzten Siften bestimmten
wir unmittelbar, nachdem die Metasulfitkristalle gelost waren, folgende Mengen
schwefliger Siure p.1 Saft:

Gesamte sthwefl. Sure  Freie schwefl. Squre  Gebundene schwefl. Siure

mg p. | mg p. 1 mg p. |
Naft ohne Kaliummetasulfit . . 10,2 3.8 6,4
Mit 10 g Kaliummetasulfit p. hl 64.0 19,8 44,2
> 20 g » » 116,5 53,7 62,8
» 30 g » » 176,0 97,3 78,1

Im nicht eingeschwefelten Saft war am 5. Tage lebhafte Girung ein-
getreten, wihrend 10 g Kaliummetasulfit p. hl eine starke Hemmung in der
Vermehrung und Géarung zur Folge hatten und erst 44 Tage nach der Aus-
saat der Hefe die Girung ermdoglichten. Dass die Siifte mit 20 und 30 g
Metasulfit p. hl auch nach 24 Jahren noch keine Spur von Gérung erkennen
liessen, stumm gebrannt waren, konnte nach dem schédlichen Einfluss von
10 g nicht iiberraschen. Wie Schizo. Pombe zeichnet sich auch Schizo. mel-
lacei .durch eine grosse Empfindlichkeit gegeniiber der schwefligen Siure aus.

Von Schizosaccharomyces Pombe wird in der Literatur (Lafar, Lindner,
Guilliermond) angegeben, dass die Hefe die d Mannose nicht vergéire und
sich dadurch von Schizosaccharomyces mellacei, welche Art die genannte
Verbindung zersetze, unterscheide. Nach unseren vergleichenden Unter-
suchungen, die ergeben sollten, ob unsere Schizosaccharomyces-Hefe sich in
dieser Beziehung verhalte wie Schizo. Pombe oder Schizo. mellacei trifft
obige Angabe iiber Schizo. Pombe wnicht zu; auch diese Hefe greift die
d Mannose an. Die d Mannose, als reine Verbindung im Sommer 1922
von E. Merck in Darmstadt bezogen, wurde, um einer Zersetzung vorzu-
beugen, zundchst in destilliertem Wasser gelost und wéhrend 2 Stunde
bei 98¢ sterilisiert, um dann im abgekiihlten Zustand zu dem in 3 Flaschen
abgezogenen, mit Weinsiiure schwach angesiuerten Hefeauszug gefiigt zu
werden (Y g d Mannose auf 3 Flidschchen & 100 em?® Hefeauszug). Die
Aussaat der Hefen, zunéchst Schizo. Pombe und unsere Schizosaccharomyces-
Art, in die Flidschchen erfolgte mittelst der Platinése am 21. August 1922,
worauf die ca. 3% igen Mannoselosungen in den mit Gérverschliissen ver-
sehenen Flischchen der Zimmertemperatur iiberlassen blieben. KErst am
29. September, nach 38 Tagen, machte sich in der Losung mit unserer
Schizosaccharomyces-Hefe eine schwache Gérung bemerkbar, die in wenigen
Tagen zunahm und ein Schiumen hervorrief. Bei Schizo. Pombe kiindigte
sich die Girung etwas spiter an, am 9. Oktober, nach 48 Tagen; auch
hier verriet sich die stirkere Gérung einige Tage spiter durch Schéumen,
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Die chemische Untersuchung der Losungen nach vollendeter Girung am
28. November 1922 auf Alkohol und Gesamtsiure ergab dann auch, dass beide
Hefen Schizo. Pombe und unsere Schizo. spec. die d Mannose vergoren hatten.

Alkohol Gesamtsdure als Weinsdure
g p. 1 g pl
Sterile Mannoselosung . . . . . . . 0,62 1,38
» » -+ Schizo. Pombe 11,20 1,95
» > -+ Schizo. speec. . 11,65 1,91

Bei einem 2. Versuch mit nicht angeséiuertem Hefeauszug, zu dem
ausser den Hefen Schizo. Pombe und Schizo. spec., auch Schizo. mellacel zum
Vergleich herangezogen wurde, war es die Mannoselosung mit Schizo. mellacei,
in der zuerst die Giirung sich ankiindigte und zwar nach 13 Tagen. Am
15. Tage schiumte die Losung. Bei unserer Schizo. spec. vergingen 23 Tage
bis zum Beginn deutlicher Girung, die sich etliche Tage spiter ebenfalls
unter Schaumbildung vollzog. Zuletzt, nach 30 Tagen, fing auch Schizo.
Pombe an zu giren, um etliche Tage spiter zu schiumen. Die chemische
Analyse der 3 vergorenen Losungen, die sich wiederum nur auf Alkohol
und Gesamtsiure beschrinkte, ergab am 3. Mérz 1923 folgendes Resultat:

Alkohol (iesamtsdure als Weinsiure
gp1 gpl
30bige Mannoselosung -+ Schizo. spec. . 10,55 0,29
» » -+ Schizo. Pombe . 10,60 0,29
» » -+ Schizo. mellacei 10,55 0,25

Aus beiden Géirversuchen mit d Mannose geht hervor, dass auch Schizo.
Pombe diese Verbindung, wenn auch erst nach lingerer Zeit, zu vergiren
vermag. Vermutlich wird die irrtiimliche Ansicht iiber das Verhalten von
Schizo. Pombe gegeniiber d Mannose mit der Kleingiirmethode zusammen-
hiingen, die bei der Priifung auf Girfihigkeit zur Anwendung gelangte und
insofern irrefiihren kann, als derartige Versuche eben nicht Wochen lang
dauern konnen, wie auch H. Will ') seinerzeit hieriiber schrieb: «Die Klein-
girmethode von P. Lindner kann also nur zu orientierenden Versuchen an-
gewendet werden. Die Frage, ob einem Organismus das Girvermigen iiber-
haupt fehlt oder ob ein Zucker unvergiirbar ist, kann erst durch einen im
grosseren Masstabe durchgefithrten Versuch mit lingerer Dauer entschieden
werden.» Die Versuche mit d Mannose zeigen aber auch, dass das Verhalten
gegeniiber dieser Verbindung uns bei der Bestimmung der botanisch-syste-
matischen Zugehorigkeit unserer Schizosaccharomyces-Hefe keine Anhalts-
punkte liefern kann.

Je nach den verschiedenen Nihrfliissigkeiten lassen sich die Hefezellen
der 3 Schizosaccharomyces-Arten mehr oder weniger leicht von einander
unterscheiden. Deutlich wichen sie z. B. in einer 8 Tage alten Kultur im

) H. Will: Beitrige zur Kenntnis der Sprosspilze ohne Sporenbildung, welche in
Brauereibetrieben und deren Umgebung vorkommen. Zentralbl. fiir Bakteriologie, I. Abt.,
Bd. 21, 8. 389.
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Traubensaft von einander ab. Regelmiissig walzenformige Hefen bildeten bei
unserer Schizo. spec. Ausnahmen; meist sahen die Hefen keulenformig aus
oder glichen Handgranaten, indem die eine Hilfte der walzenformigen Zellen
bedeutend dicker erschien, z. B. 5 « mass, wihrend die andere schmiilere
ca. 2,6 — 3.2 1 dicke Hélfte zu dem dickeren Teil gleichsam den Stiel bildete.
Oft waren die langen walzenfirmigen Hefen in der Mitte gleichmiissig ver-
dickt und erinnerten in der Form an einen Regenwurm mit angeschwollenem
Clitellum oder glichen einer beidseitig gekeimten Pilzspore. Auch elliptische
Zellen kamen vor, z. B. 7,9 u lang und 5,3 « breit, oder auch solche, die
an Saccharomycodes erinnerten, wie dies z. B. auch Fig. | zeigt. In der

Fig. 1.

18 Tage alte Kultur von Schizosaccharomyces liquefaciens
in Traubensaft. Vergr. 300 /1.

Liénge unterschieden sich die Zellen stark von einander; ganz lange Hefen,
die aber nur ausnahmsweise vorkamen, erreichten eine Linge von ca. 32 u
bei einer Breite von ca. 2,6—4 u; am héufigsten waren mittellange Hefen
mit ca. 16 « und einer Breite bis 3,2 u; kiirzere walzenformige Zellen waren
7,9 1 lang und 3,9 u breit; manche waren durch eine Scheidewand in zwei
Zellen geteilt. Sehr oft hingen zwei Hefen in einem spitzen bis rechten
Winkel auf schmaler Strecke noch miteinander zusammen, Tochterzellen
einer gespaltenen Hefe, die noch nicht villig sich von einander getrennt
hatten. Kiirzere walzenférmige Hefen mit sog. Kappenbildung, d. h. Zellen,
deren eine Ende halbkugelig oder uhrglasformig vorgewolbt erschien und
dadurch dem Pistill eines Morsers nicht undhnlich werden, waren nicht selten.
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Schizo. Pombe unterschied sich in diesem Traubensaft von unserer
Schizo.-Spezies durch die griossere Zahl regelmissiger walzenformiger Zellen,
unter denen die grossten, z. B. solche von 45 w, jene der Schizo. spec. in
der Linge iibertrafen, wihrend sie eher etwas schmaler waren, meist ca.
2,6 « massen. Die langen Zellen waren hiiufig gebogen oder von knorriger
Gtestalt und wichen auch in dieser Beziehung von unserer Schizo. spec. ab.
Daneben fanden sich auch Hefezellen, die unserer Schizo.-Art glichen, solche,
die entweder gegen das eine Knde hin oder in der Mitte dicker erschienen,
sowie Handgranatenformen. _

Schizo. mellacei liess sich schon auf den ersten Blick, ohne Zuhilfenahme
des Mikroskopes, von den beiden andern Arten unterscheiden, verhielt sich
wie eine obergirige Hefe und fiel durch eine die Oberfliche der Fliissigkeit
bedeckende Hefeschicht auf. Charakteristisch fiir Schizo. mellacei ist auch
die Eigenschaft der Hefen, aneinander zu haften, so dass beim Schiitteln
der urspriinglich zusammenhéngende Trub nicht in die einzelnen Hefen aus-
einanderstiebt, sondern nur in kleinere mit blossem Auge sichtbare Fetzen
und Flocken von Hefezellen zerfiillt, ein Merkmal, das z. B. auch von Schizo-
saccharomyces octosporus erwihnt wird. Die meisten Zellen von Schizo.
mellacei sind walzenformig oder keulenformig und durchschnittlich léinger
als die unserer Schizo. spec. Die lingsten Hefen massen 37,2 u, bei unserer
Schizo.-Hefe ca. 32 u. Auch erschienen sie durchwegs etwas dicker, meist
3,2—3,9 1. Wie bei unserer Schizo. spec. waren auch die mittellangen Zellen,
ca. 18 wu lange und 3,9 u breite, am meisten vertreten. Bei vereinzelten
langen mellacei-Formen liessen sich im Innern sogar zwei Scheidewiinde,
d. h. drei Zellen, feststellen. Wie bei der Schizo. spec. nicht selten zwei
Hefen in einem spitzen bis rechten Winkel miteinander an einer schmalen
Stelle noch zusammenhingen, so war dies auch bei Schizo. Pombe und Schizo.
mellacei nicht selten der Fall. Alle 3 Hefearten firbten sich mit Jodjod-
kalium stets gelbgriin, speichern also kein Glykogen. Alles in allem lassen
sich die 3 Schizo.-Arten im Traubensaft ziemlich leicht voneinander unter-
scheiden und erkennen: Schizo. Pombe an den vielen langen ca. 2,6 1 schmalen
oft gebogenen Hefen, Schizo mellacei an den zu kleinen Fetzen miteinander
verklebten Zellen und breiteren (3,2—3,9 1) meist regelmiissig walzenformigen
Hefen, unsere Schizo. spec. an den hiiufig ungleichmissig dicken Zellen, die
ditnner als Schizo. mellacei, aber etwas dicker als Schizo. Pombe erscheinen,
in der Regel aber nicht so lang wie diese beiden Arten werden.

Von den beiden andern Schizosaccharomyces-Arten besonders stark ab-
weichend verhilt sich unsere Hefe in den Strichkulturen und Riesenkolonien
auf 15%iger Gelatine mit einem Zusatz von ca. 109, Traubensaft. Schon
im Verlauf von 14 Tagen hatte die Schizo. spec. in den Strichkulturen ver-
fliissigt, anstelle des Impfstriches eine Rinne gebildet, in der die Kultur auf
den Boden des Rohrchens hinunterglitt; spiiter verfliissigte auch die iibrige
Gelatine, so dass z. B. nach 7 Wochen alle Gelatine in den Rohrchen ca.
3 cm hoch fliissig geworden und in der Tiefe die weisse Hefemasse ein-



18

schloss. Die Strichkulturen von Schizo. mellacei waren zu dieser Zeit (nach
7 Wochen) noch fest, erschienen nassgléinzend und am Rande fein gekerbt.
Schizo. Pombe mit unregelmiissig -gekerbtem Strich schickte sich nach sieben
Wochen an, besonders der untere Teil der Strichkultur, zu verfliissigen,
d. h. den Strich hinunter zu gleiten; doch war die Gelatine noch fest. Nach
3%z Monaten hatte auch Schizo. mellacei verfliissigt. Neben dem Verfliissi-
gungsvermogen fiel sodann bei unserer Schizo.-Hefe in den Strichkulturen
auch das friihzeitige Vorkommen zahlreicher sporenhaltiger Zellen auf; schon
in der ersten Woche nach der Aussaat schritten viele Hefen zur Bildung
von Sporen; in der Regel waren es deren 4. Wie dies auch von Schizo.
Pombe und Schizo. mellacei bekannt ist, zeichneten sich in diesen Strich-
kulturen viele sporenhaltige Hefen durch ihre hantelformige Gestalt aus,
indem die Zellen in der Mitte schmal, ausgezogen, an den beiden Enden
aber zuriickgebogen und von tnormaler Breite erschienen. Nach Guilliermond,
der die Sporenbildung bei Schizosaccharomyces eingehend untersuchte, sollen
diese Formen von der Kopulation zweier Hefen herrithren. Doch liessen
sich in den Strichkulturen unserer Schizo.-Hefe auch gerade Zellen mit
Sporen feststellen, bei denen die Sporenbildung ohne vorhergehende Kopu-
lation, auf ungeschlechtlichem Wege vor sich gegangen. Schizo. mellacei
bildete in den Strichkulturen auch nach Monaten keine Sporen, Schizo.
Pombe nur in vereinzelten Zellen. Auffillig war ferner bei unserer Schizo.-
Art, dass in den meisten sporenhaltigen Hefezellen die Zellwinde sich auf-
losten, die Sporen austraten und diese dann kleine elliptische Hefen vor-
téduschten, leicht aber als Sporen wieder daran zu erkennen waren, dass
ihre Haut, die sich zwar nicht deutlich abhob, mit Jodjodkaliumlésung blau
firbte. Die in der verfliissigten Gelatine am Boden sich ansammelnde Hefe
bestand zu einem grossen Teil aus solchen frei gewordenen Sporen. Ob
wohl mit diesem Auflosungsprozess der Zellwand das auffallend starke Ver-
fliissigungsvermogen unserer Hefe im Zusammenhang steht, indem dadurch
die proteolytischen Enzyme, die Trypsine, frei werden und ihr Aktions-
radius sich vergrissert? Die Hefen von Schizo. spec. waren in diesen Strich-
kulturen walzenférmig, 5,3 x# lang und 3—3,5 w breit bis 27 u lang und
ca. 4 w breit. An kiirzeren Hefen liess sich hie und da eine Scheidewand
im Innern feststellen. Auch in den Strichkulturen unterschied sich Schizo.
Pombe durch die durchschnittlich lingeren und schmaleren walzenformigen
Zellen; sehr hiufig waren Zellen von ca. 18 u Liinge und 2,6—3 1 Breite.
Kurze (5—8 u lange und ca. 4 u breite), viele mittellange (13,3 ©) und
in geringerer Zahl lange (32 u lang und 3,9 u breit) Hefen von walzen-
und keulenformiger Gestalt fanden wir in den Strichkulturen von Schizo.
mellacei, welche Art hier eher unser Schizo. spec. glich als Schizo. Pombe;
nur dass eben die sporenhaltigen Hefen fehlten.

Aehnlich den Strichkulturen verfliissigten auch die Riesenkolonien un-
serer Schizo. spec. rascher als die der beiden anderen Arten. Schon nach
14 Tagen erschienen sie nassglinzend und begannen zu verfliissigen. Nach
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ca. 6 Wochen waren sie ganz verfliissigt; anstelle der Riesenkolonie war
ein kegel- bis halbkugelformiger Krater mit verfliissigter (relatine, auf deren
Grund die weisse Hefe sich ansammelte, getreten. Durchmesser ca. 14 mm,
Tiefe ca. 7 mm. Trotzdem schritt wie in der Strichkultur so auch bei den
Riesenkolonien die Verfliissigung immer weiter, so dass nach /s Jahr der
verfliissigte kegelformige Krater einen Durchmesser von 3 em erreichte bei
einer Tiefe von 21z em. Die Figuren 2—4, nach photographischen Aufnahmen
Herrn Hallers in natiirlicher Grosse erstellt, lassen
auf den ersten Blick das grundverschiedene Aus-
sehen der 50 Tage alten Riesenkolonien der drei
Schizosaccharomyces-Arten erkennen: Fig. 2 die
total verfliissigte Kolonie unserer Schizo.-Art, Fig. 3
die noch feste, in der Form an einen Knaben-
Strohhut erinnernde Riesenkolonie von Schizo.
Pombe, Fig. 4 die gugelhopfartige Kultur von Schizo-
mellacei, unten von einer Reihe konzentrisch ge-
rippter unregelmissiger Lappen umsdumt. 4 Jahr
nach der Anlage der Riesenkolonien, da bei der Fig. 2.
Schizo. spec. anstelle der einstigen Kolonie ein Ries}e“?{“h’_nie‘ ‘l'fm SF’”(}‘,"Z"'
Welites trichterartiges Loch mit verfliissigter Ge- S:ﬁiLl;ﬁﬁ:ﬁ:af:ﬁ:];ﬁfgs
latine mit einem Durchmesser von 3 ecm und einer Tage alt. Vergr. 1/t.
Tiefe von 2'2 cm getreten, hatten die Kolonien
von Schizo. Pombe noch nicht verflisssigt; doch waren sie ca. '2 cm tief
i die Gelatine eingesunken; ihr Durchmesser betrug 12 mm. Auch Schizo.
mellacei war noch fest, wenn auch schon etwas eingesunken; ihr Durch-
messer hatte 13 mm erreicht. Wie in den Strichkulturen zeichnete sich

Fig. 3. Fig. 4.
Riesenkolonie von Schizo- Riesenkolonie von Schizo-
saccharomyces Pombe saccharomyces mellacei
auf Traubensaft-Gelatine, auf Traubensaft-Gelatine,
50 Tage alt. Vergr. 1/1. 50 Tage alt. Vergr. 1/1.

unsere Schizo. spec.-Hefe auch in den Riesenkolonien durch reichliche Sporen-
bildung aus und verschwand in vielen sporenhaltigen Zellen die Zellhaut,
was den Austritt der Sporen aus den Hefen ermiglichte. Die zylindrischen,
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an beiden Enden abgerundeten Zellen der Riesenkolonien schwankten in
der Grosse zwischen 5,3 w Lénge und 3 u Breite und 23,9 « Linge und
2,6 —3 1 Breite. In vereinzelten Hefen fielen eine oder auch zwei Scheide-
wénde auf. Kiirzere Hefen standen oft zu zweien in der bekannten Winkel-
stellung noch miteinander in loser Verbindung. Nicht sehr verschieden von
der eben geschilderten Hefe sahen in den Riesenkolonien die Hefezellen
von Schizo. mellacei aus; dagegen fehlten hier die sporenhaltigen Zellen.
Schizo. Pombe unterschied sich in den Riesenkolonien wiederum durch die
zahlreichen léingern und diinnern, meist zylindrischen oder auch keulenfor-
migen Hefen. Ganz lange Zellen massen 45 u© in der Linge und 2,66 u in
der Breite. Hefen mit 4 Sporen oder mit Scheidewiinden bildeten bei Schizo.
Pombe in den Riesenkolonien Ausnahmen.

Die Untersuchungen iiber Sporenbildung wurden mit jungen frischen
in Traubensaft geziichteten Hefezellen der 3 Schizosaccharomyces- Arten
durchgefiihrt, wobei die auf Gipsblickchen verbrachten Hefen verschiedenen
Temperaturen, 34°¢, 280 230 19°¢ 15° und 12°, iiberlassen blieben. Schizo.
Pombe und Schizo. mellacei schritten nirgends zur Sporenbildung, auch im
Verlauf von 14 Tagen nicht, was uns nach der bei ihren Strichkulturen
und Riesenkolonien auf Gelatine zu Tage getretenen geringen Neigung zur
Sporenbildung nicht iiberraschte. Weniger verstindlich ist das Verhalten
unserer Schizo. spec., die auf Gelatine massenhaft Sporen bildet, auf dem
(tipsblockchen dagegen nur in vereinzelten Zellen bei 28° und 23°. Hs er-
innert dies Verhalten an das, was Lindner in seiner <«Mikroskopischen
Betriebskontrolle in den Girungsgewerben», [V. Aufl, S. 441, in dieser
Beziehung iiber Schizo. Pombe schreibt: «Auf Gips wurden selbst nach
3 Tagen noch keine Sporen gefunden, der Gipsblock ist hier keine geeignete
Unterlage fiir die Sporenkultur. Bei einer 15 Wochen alten Gelatinekultur
hatten im Bodensatz der verfliissigten Gelatine ca. 159, der Zellen Sporen
gebildet.» Die Sporen von unserer Schizo. spec., mit einem Durchmesser von
2,6—3%2 u, sind kugelig, elliptisch und férben sich mit Jodjodkaliumlosung
blass-violett.

Die Gdarkraft der Schizo. spec. sowie von Schizo. Pombe, welche Art
man zum Vergleich in die Versuche mit einbezog, priiften wir in sterilem
Wasser- und Theilersbirn- sowie in Traubensaft, gewohnlich in mit Gér-
verschliissen versehenen Flaschen mit je 450 em? Fliissigkeit, die bei Zimmer-
temperatur aufgestellt und in kiirzeren Zeitriumen gewogen wurden, um
die Gewichtsabnahmen, d. h. die Kohlensidureverluste, und damit den Verlauf

der Girung festzustellen. Die Gewichtsverluste berechneten wir jeweils in

Gramm auf 1 1 Saft. 1. Wasserbirnsaft,

Gewichtsverlust Schizo. spez. Schizo. Pombe
nach 6 Tagen 0,45 0,30

> 11 » 1,10 0,70

» 21 » 13,25 9,55

» 32 > 34,10 19,75

» b5l » 46,50 - 37,70

» 169 » 48,80 45,00
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2. Theilersbirnsaft.

Gewichtsverlust Schizo. spez. Schizo. Pombe
nach 11 Tagen 12,0 0

» 292 » 21,5 20,1

» 392 » 35,0 32,0

» 41 » 43,7 40,1

» 57 » 54,3 51,4

> 71 > 57,1 55,7

» 81 » 57,8 56,6

» 91 » 58,3 56,8

3. Traubensaft.

Gewichtsverlust Schizo. spec. Schizo. Pombe
nach 7 Tagen - 0,64 0,13

» 16 » 8,8 7,3

» 30 » 19,7 13,9 ‘

» 40 » 26,9 16,4

> B0 » 39,7 18,7

»  T0 » 49,5 214

» 134 » 51,0 43,8

Wiihrend im Theilersbirnsaft die beiden Hefen hinsichtlich der Gérkraft
nur wenig von einander abwichen, erwies sich im Wasserbirn- und Trauben-
saft unsere Schizo. spec. der Schizo. Pombe gegeniiber als bedeutend giir-
kriiftigere Hefe. Mit den girkriftigen Wein- und Obstweinhefen vermag
unsere Schizo.-Art allerdings nicht zu konkurrieren; im Vergleich mit diesen
verdient sie eher das Attribut girschwach oder mittelméssig. Immerhin ist
sie imstande, sofern man ihr Zeit lisst, bis 6 und noch mehr Gewichts-
prozent Alkohol zu bilden, wie dies aus den Resultaten der chemischen
Untersuchung der 3 genannten ganz oder nur teilweise vergorenen Weine
hervorgeht.

Gesamisdure | Fliichtige | Gesamtzucker Dechsle Grade
als Séure als als Alkohol | Extrakt oder
Nepfelsdure | Essigsaure | Invertzucker Spez. Gewitht

g im 1 g im 1 gim 1 giml [ gim]1
Wasserbirnsaft.

Wasserbirnsaft - Schizo. spec. . " if0
untersucht nach 169 Tagen,} AT L e e . Ll

Wasserbirnsaft + Schizo.-Pombe . . 0
untersucht nach 169 Tagen} 3,28 i o il o >

Theilersbhirnsaft.
Steriler Saft . . . . . . . 2,91 0,64 126,09 1,75 | 163,01 | 1,06254

Steriler Saft Schizo. spec.,

untersuchzl—nach 91 ’f‘agen} 8,08 0,01 L8, | B 896, 10044
Steriler Saft Schizo. Pombe

untersuch_tl_ o T;'éeﬁ} 4,35 0,72 1,05 | 6234 | 41,30 | 1,00506




Gesamt- | Fliichtige Wildh Gesamt-

Gisamt-
e als | S als| | S|y | gy
siure | weiniure | Invert

Weinséure | Essigsdure Tudker
giml ([giml|gim]l|giml|giml|giml| g im ]
Traubensaft.
Steriler Saft . . . . . . . [ 14,02 038 0,65 — | 10044 | 0,92 | 131,08

Steriler Saft - Schizo. spec., |
untersucht nach 134 Tagen|

Steriler Saft -+ Schizo. Pombe,}‘

| 9D o~ |  n N\ o a9 i Ly (313
untEI‘SuCht na.c]l 134 Tagen H 1Z,J| i U,l]h 07'17 5,0-1 1,3! I 4:‘,(”. '58798

4,08 0,57 0,72 4,72 0,55 | 49,44 | 23,82

Im Verlauf von ca. 70 Tagen war unsere Schizo.-Hefe bei Zimmer-
temperatur imstande, die verschiedenen Siifte zu vergiren und 5—6 Ge-
wichtsprozent Alkohol zu bilden; im Theilershirnsaft vermochte dies auch
Schizo. Pombe, wihrend im Traubensaft Schizo. Pombe nach 70 Tagen in der
Alkoholbildung weit hinter der Schizo. spec. zuriickblieb. Bemerkenswert
ist im Wasserbirnsaft und namentlich im Traubensaft die starke Abnahme
an Gesamtsiure. Hs muss sich hiebei um die Zersetzung von Aepfelsiure
handeln, denn in Obstséften besteht ja bekanntlich die Gesamtsiure zum
weitaus grossten Teil aus Aepfelsidure. Im vergorenen Traubenwein ergaben
ferner die Bestimmungen der Gesamtweinsdure anndhernd gleiche Mengen
Weinséure, bei Schizo. spec. 4,72%0, bei Schizo. Pombe 5,04%00, woraus
ohne weiteres folgt, dass der starke Riickgang der Gesamtsiure bei Schizo.
spec. auf Kosten der in den Traubensiften neben der Weinséure vorkom-
menden Aepfelsdure sich vollzogen hat. Beim Vergleich der geringen Menge
Gesamtsiure mit dem Gehalt an Gesamtweinsdure dridngt sich einem der
Schluss auf, dass unsere Schizosaccharomyces-Hefe wohl séimtliche Aepfel-
sdure zerstort hat. Dass Schizo. spez. imstande ist, Aepfelséiure zu assimilie-
ren, ergaben ferner auch die Kulturversuche in den Hefewasserlgsungen mit
Aepfelsiure, die wir spiter erwihnen werden. Nur auf eines moge hier
noch aufmerksam gemacht werden. Bekanntlich gibt es im Wein und Obst-
wein auch Bakterien, die Aepfeliure zersetzen (Bact. gracile, Bact. inter-
medium, Bact. tartarophthorum, Micrococecus acidovorax); immer geschieht
dies unter Bildung von Milchséiure und Kohlenséiure. Anders muss bei unserer
Schizo. spec. der Chemismus der Aepfelsdurezerlegung verlaufen, wie dies
die Milchsidurebestimmungen im unvergorenen Traubensaft und den durch
Schizo. spec. vergorenen Weinen erkennen lassen, wo der Gehalt an Milch-
sdure unverindert geblieben. Wie ferner aus der Tabelle mit den analy-
tischen Ergebnissen hervorgeht, wurde in den verschiedenen Siften die
fliichtige Saure durch Schizo. spec. wie iibrigens auch durch Schizo. Pombe
nur unwesentlich beeinflusst. Bei der mikroskopischen Priifung der Hefen
in den vergorenen Weinen fiel im Wasserbirnwein Schizo. Pombe wiederum
durch die grissere Zahl lingerer Hefen, oft von etwas knorriger Gestalt
auf; wir massen solche von 34,5 u Liinge und 2,6 u Breite. Der Wasser-
birnwein mit unserer Schizo.-Hefe enthielt mehr kiirzere und breitere For-
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men, kugelige, elliptische und zylindrische Zellen; kiirzere waren 5,3 1 lang
und 2,9 w breit, lange zylindrische Hefen 29,5 u lang und 2,6—2,9 u breit.
Vereinzelte Schizo. spec.-Hefen enthielten Sporen. In dhnlicher Weise wichen
die beiden Hefearten im Theilershirnsaft von einander ab, wo der Trub
mit Schizo. Pombe eine grossere Zahl lingerer, meist gebogener und oft
unregelmiissig verdickter Hefen enthielt, daneben auch viele kurze Formen
und zahlreiche Uebergangsstufen von den kurzen zu den langen. Bei Schizo.
spec. waren die Zellen regelméissiger und meist etwas dicker. Von den
vielen kurzen, elliptischen Hefen (7,9 « lang und 5,3 w« breit) bis zu den
langen, geraden, walzenformigen und an den Enden abgerundeten Zellen
(26,6 u lang und 4 w« breit) traten die verschiedensten Grossen auf. Sporen
waren nicht vorhanden und nur in vereinzelten Hefen Scheidewinde. Aehn-
liche Unterschiede zwischen den Hefen der beiden Schizosaccharomyces-Arten
stellten wir auch im vergorenen Traubenwein fest, wobei noch erwihnt
werden mag, dass wihrend der Gérung des Traubensaftes sich viele Hefen
der Schizo. spec. an der Oberfliche ansammelten und Obergérungserschei-
nungen hervorriefen. ' g

Um den Einfluss der Temperatur auf Wachstum und Gdrung der Schizo.
spec. festzustellen, fiillten wir je 200 em?® Theilershirnsaft von 61° Oechsle
in eine griossere Zahl Flaschen ab, impften diese abgefiillten Sifte mittelst
einer Platinose mit unserer Schizo.-Hefe, bezw. Schizo. Pombe, welche Hefe
zum Vergleich herangezogen wurde, verschlossen die Flaschen mit Gir-
verschliissen und setzten sie im Panum’schen Thermostaten verschiedenen
Temperaturen aus. Um den Vergirungsgrad in den verschieden erwirmten
Séften nach 24 und 40 Tagen, vom Beginn des Versuchs an gerechnet, zu
ermitteln, bestimmten wir jeweils zu den genannten Zeiten mittelst der
Oechsle-Wage die Mostgewichte.

Schizo. spec. Schizo. Pombe

Nach 24 Tagen Nach 40 Tagen Nach 24 Tagen Nach 40 Tagen

o Oechsle o Oechsle o Oechsle o Oechsle
Bei 34° = 3's 3 21 12
» 28° — 5 3 25 13
» 230 = 20"/ 7 28 15
%190 — 33%e 21 37 26
»  15° == 52/s 44 50 40
» 120 = 61 61 607/ 58
=g = 61 61 61 61
> B0 = 61 61 61 61

Das Wachstums- und Géroptimum von unserer Schizo. spec. liegt also hei
ca. 34°. Wie sehr die hohen Temperaturen bei diesem Organismus gdrungs-
fordernd wirken, zeigt namentlich ein Vergleich der Mostgewichte bei 23°
einerseits und 28 bezw. 34° andrerseits. Selbst Temperaturen, die man nicht
gerade als tief bezeichnen kann, wie 12°, erschweren die Vermehrung und
Gértiatigkeit der Schizo. spec. auffallend stark, was daraus hervorgeht, dass
selbst nach 40 Tagen bei 12° das Mostgewicht im Theilersbirnsaft noch
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keine Abnahme erfuhr und nur vereinzelte Hefezellen festzustellen waren.
Auch bei Schizo. Pombe liegt das Géroptimum bei 34°, doch erfihrt die Gér-
titigkeit z. B. von 23° an bis 34° lange nicht die sprungartige Steigerung
wie bei Schizo. spec. Bei beiden Schizo.-Arten ist ferner noch ein durch
die Temperatur bedingter formverdindernder Finfluss festzustellen, indem z. B.
bei 34° die Zellen kiirzer bleiben als bei den mittleren und tieferen Wirme-
graden. Schizo. spec. erzeugte bei 34° zahlreiche kurze (ca. 5 u lange)
walzenformige, an den Enden abgerundete Hefen; bei 23° waren die Hefen
schon etwas lédnger geworden, erreichten eine Linge von 7,98 u; kiirzere
waren 5 u lang; bei 19° erreichten die Hefen ca. 10,6 «, wihrend bei 15°
der Trub von Schizo. spec. aus mittellangen und langen, walzenférmigen
Hefen bis zu einer Linge von 40 u und einer Breite von 3,2 u« bestand.
Bei Schizo. Pombe, wo die Zahl der kurzen, zylindrischen Hefen mit der
Temperaturerhthung ebenfalls zunahm, wihrend bei 15° und 12° viele lange,
oft gebogene Zellen auffielen, zeichnete sich der Trub bei 12° noch durch
einzelne abnorme Formen, T- oder Y-formige Hefen aus, wie sie Lindner
auch in seiner «Mikroskopischen Betriebskontrolle», IV. Auflage, S. 442,
Fig. 246, von dieser Hefe abbildet.

Zur Priiffung von Schizo. spec. auf das Verhalten gegeniiber verschiedenen
Zuckerarten und organischen Siuren fand ein Hefeauszug Verwendung, den
wir durch Erhitzen von 1 kg Presshefe in 10 1 Wasser gewannen. Die
Zuckerarten, lauter chemisch reine Priparate von C. F. Kahlbaum, Berlin-
Ziirich und E. Merck in Darmstadt, wurden mit Ausnahme der Saccharose,
Maltose, Raffinose, « Methylglucosid und Dextrin mit dem Hefewasser in klei-
neren Gérflaschen von 100 ecm? sterilisiert. Die iibrigen eben genannten Ver-
bindungen dagegen listen wir, um ihrer eventuellen Zersetzung in einfachere
Zuckerarten vorzubeugen, zuniichst in destilliertem Wasser auf, sterilisierten
sie bei 98¢ withrend einer Stunde, um sie dann hernach im abgekiihlten Zu-
stande dem in Gérflaschen abgezogenen Hefeauszug zuzusetzen. Die 100 cm?
Fldschchen wurden nach der Aussaat von je 3 Tropfen Hefefliissigkeit von
Schizo. spec., bezw. der zum Vergleich herangezogenen Schizo. Pombe, mit
Giarverschliissen versehen und bei Zimmertemperatur aufgestellt. Mit Aus-
nahme der Losungen mit Galaktose und Laktose erfolgte die Untersuchung
auf Alkohol bei allen nach 20 Tagen. Die Resultate der Bestimmungen in
den verschiedenen Liosungen sind in folgender Tabelle zusammengestellt,
wobei die Zahlen Gramm Alkohol im Liter bedeuten.

wit |t | Mt wit | owit [ wit | omit [l Mt
3% | 3% | 2% (1%s% | 2% | 2% (1'% o Wethyl- 2%
Lavulose | Dextrose | Galaktose Sactharose Maltose | Laktose | Raffinose glucosid Dextrin

Schizo. spec. . . . 10,78 | 15,20 | 8,35 | 6,28 | 7,46 — 2,90 | 6,70 | 1,80

Schizo. Pombe . . 11,14 | 14358 | — 6,06 | 8,35 - 350 | 715 | 2,10

Sterile Losung . . — — 062 | 050 | 0,86 | 1,04 = 0,74
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In Uebereinstimmung mit den Beobachtungen iiber Kohlensidureentwick-
lung ergab denn auch die chemische Untersuchung, dass Livulose, Dextrose,
Saccharose, Maltose, Raffinose und « Methylglucosid in allen Flaschen, d. h.
von beiden Hefen, der Schizo. spec. wie von der Schizo. Pombe, vergoren
und nur Laktose und Dextrin von ihnen nicht oder jedenfalls nur ganz wenig
angegriffen wurden. Galaktose wird von Schizo. Pombe nicht assimiliert,
wohl aber von Schizo. spec., wenn auch erst nach geraumer Zeit. So konnten
bei der 1. Untersuchung der einen Probe mit Galaktoselosung, die nach 2
Monaten stattgefunden, noch keine Veréinderungen nachgewiesen werden;
die Girung musste spiter eingesetzt haben, denn bei der 2. Untersuchung,
die !2 Jahr nach Beginn des Versuches ausgefiihrt worden, war die Ga-
laktose vergoren. Bei der Raffinoselosung féllt in unserer Tabelle bei beiden
Hefen der geringe Alkoholgehalt auf gegeniiber der zugesetzten Menge Raf-
finose. Diese wurde nur teilweise vergoren, durch Raffinase in d Fructose
und Melibiose zerlegt, von welchen beiden Zuckerarten nur die erstere den
Schizosaccharomyces-Hefen zugiinglich war, wihrend diese die Melibiose
nicht mehr weiter in Galaktose und d Glucose zu spalten vermochten, wie
dies von gewissen zu Saccharomyces gehorenden Weinhefen geschieht. Dass
beide Hefen, unsere Schizo. spez. wie auch Schizo. Pombe die d Mannose zu
vergiren vermogen, ist an anderer Stelle dieser Mitteilung bereits dargelegt
worden.

Wie aus der Tabelle hervorgeht, weicht Schizo. spec. von Schizo. Pombe
nicht stark ab; nach den Literaturangaben, z. B. von Lindner zu schliessen,
verhilt sie sich auch nicht viel anders als Schizo. mellacei, die Livulose, Dex-
trose, Saccharose, Maltose, Raffinose, d Mannose und Dextrin vergiirt. Kinzig
gegeniiber der Galaktose ergibt sich ein wesentlicher Unterschied, indem
unsere Schizo, spec. diese Zuckerart vergirt, Schizo. Pombe dagegen nicht.
Nach P. Lindner vermag auch Schizo. mellacei nicht Galaktose zu zersetzen;
dagegen ist diese Zuckerart Schizo. octosporus zugénglich. Da Schizo. spec.,
wie wir eingangs erwihnten, sich durch die Sporenzahl und Grossenver-
hiiltnisse von Schizo. octosporus leicht unterscheiden ldsst, so wire es also
moglich, auf Grund einer Girprobe mit Galaktose unsere Schizo. spec. zu
identifizieren.

Analog den Girversuchen mit den Zuckerarten wurden auch solche mit
verschiedenen organischen Sduren, in moglichst reiner Qualitit von C. F. Kahl-
baum, Berlin-Ziirich und E. Merck in Darmstadt bezogen, wiederum in Hefe-
auszug durchgefithrt, Es waren in der Regel ca. 4%ooige Losungen in 100 em?
Flaschen, die man mit Wattestopfen verschloss und bei ca. 18—19° auf-
stellte. Die sterilen nicht mit Hefen geimpften, ebenfalls mit Wattestopfen
verschlossenen Proben standen neben den mit Hefe beschickten Losungen,
um sie bei der chemischen Untersuchung, die man 2 Monate nach der Hefe-
aussaat durchfiihrte, zum Vergleiche heranzuziehen. Die Ergebnisse der
Saurebestimmungen, die zur Beurteilung des Assimilierungsvermogens der
Hefen geniigen, finden sich in nachfolgender Tabelle.
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| . : : . :
_ Ohne Repfel- Wein- Essig- Milch- | Bernstein- | Zitronen-
| Sdurezusatz | siure sdure sdure salire sdure siure
|I “‘foo o/oo 0/00 0/00 o,’oo 3 o/oo 0/00
Steriler Hefeauszug . . | neutral 3,88 3,82 4.08 5,22 3,77 3,81
do. - Schizo. spec. . 0,10 1,37 3,18 4,02 5,17 3,77 3,67
do. — Schizo. Pombe | 0,10 3,61 3,82 4,05 | b2 3,74 3,78

Es war also einzig die Aepfelsiure, die angegriffen wurde und zwar von
unserer Schizo. spec. Eine 2. Untersuchung, ca. 2 Jahr nach Beginn des
Versuches bei einer 2. Serie von Flaschen durchgefiihrt, ergab kein anderes
Resultat. In der Aepfelséiureldsung mit Schizo. spec. war die Aepfelsiiure jétzt
sozusagen ganz verschwunden; sie enthielt noch an Gesamtsiure 0,36 °o0. Die
Vergiirbarkeit der Aepfelsiure durch Schizo. spec. kann uns nicht iiberraschen,
nachdem wir schon bei den Untersuchungen iiber die Girkraft im Wasser-
birnsaft und namentlich im Traubensaft einen starken Siureriickgang fest-
gestellt, der mit dem Verschwinden von Aepfelsiiure zusammenhiingen musste.
Und wie wir dort zu dem Schluss gelangten, dass die Zersetzung der Aepfel-
siure in Abweichung vom Aepfelsiureabbau durch Bakterien ohne Bildung
von Milchséiure vor sich gehe, so liess sich auch in den Aepfelsiurelosungen,
in denen Schizo. spec. die Aepfelsiure zerstorte, keine Zunahme an Milch-
siiure nachweisen. Bei der 2. Untersuchung nach /2 Jahr enthielt die Hefe-
wasser-Aepfelsiurelosung mit Schizo. spec. noch 0,36 %00 Gesamtsidure, 0,39 oo
fliichtige Siure und 0,42 %00 Milchséiure pro 1, withrend in der sterilen Aepfel-
siurelosung 3,88 %00 Gesamtsiure (als Aepfelsiure berechnet), 0,49°o0 fliich-
tige Sdure und 0,380 Milchsiure vorhanden waren. Weitere vergleichende
Untersuchungen, zu denen auch Schizo. mellacei herangezogen wurde, er-
gaben, dass auch diese Hefe Aepfelsiure zersetzt. Wihrend der in einer
mit Watte verschlossenen Flasche vergorene Traubenwein mit Schizo. Pombe
12,07 %00 Gesamtsiure enthielt, betrugen die Gehalte an Gesamtsiure in
den gleich bebhandelten Weinen mit Schizo. spec. und Schizo. mellacei 5,70
bezw. 6,00 %o0.

Ueberblicken wir zum Schluss nochmals die verschiedenen Resultate
unserer Untersuchungen, so sind es hauptsiichlich 4 Merkmale, die fiir unsere
Schizo. spec. charakteristisch sind: Reichliche Sporenbildung, wobei in der
Regel 4 Sporen pro Hefe auftreten; rasche und starke Verfliissigung der
Gelatine; Vergirung der Galaktose und grosse Widerstandsfihigkeit gegeniiber
der freien schwefligen Sdure. Diese Kigenschaften, die es stets leicht ermog-
lichen, unsere Schizo. spec. von den bisher bekannten Schizosaccharomyce-
taceen zu trennen und zu identifizieren, rechtfertigen es denn auch, abge-
sehen von den in den verschiedenen Nihrfliissigkeiten mehr oder weniger
stark ausgepriigten Higentiimlichkeiten in der morphologischen Beschaffenheit
der Hefezellen, diese Hefe als besondere Art zu bezeichnen, wofiir wir in
Anbetracht ihrer ausgesprochenen Fihigkeit, Gelatine zu verfliissigen, den
Namen Schizosaccharomyces liquefaciens vorschlagen mochten.
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Diagnose.

Schizosaccharomyces liquefaciens Osterw. wurde aus einem iiberschwe-
felten franzosischen roten Traubensaft gewonnen, bildet im Traubensaft
walzen-, keulen- und handgranatenférmige oder walzenfésrmige und in der
Mitte verdickte Zellen. Kiirzere walzenformige Hefen sind 7,9 w lang und
3,9 u breit, zahlreiche mittellange Hefen ca. 16 x lang und bis 3,2 u breit,
lange Zellen bis 32 u. Hiufig sind 2 Zellen von einer Spaltung der Mutter-
zelle her auf schmaler Strecke im spitzen bis rechten Winkel noch mit-
einander verbunden. Manche Hefen sind durch eine Scheidewand in 2 Zellen
geteilt. Verflissigt innert 14 Tagen 15 % ige Gelatine mit 10% Traubensaft in
den Strichkulturen. Bildet auf Gelatine reichlich, dagegen auf Gipsblockchen
nur spérlich Sporen. Sporen kugelig oder elliptisch mit einem Durchmesser
von 2,6—3,5 u, firben sich mit Jodjodkalium blassviolett. Bildet im Theilers-
birn- oder Traubensaft im Verlauf von ca. 70 Tagen bei Zimmertemperatur
bis 6 Gewichtsprozent Alkohol. Optimum der Gértitigkeit ca. 34°. Vergirt
Léavulose, Dextrose, Galaktose, Saccharose, Maltose, Raffinose, d Mannose,
a Methylglucosid, vergért nicht Laktose und Melibiose und Dextrin. Zersetzt
Aepfelséiure ohne Bildung von Milchsiiure, dagegen nicht Weinsidure, Essig-
siure, Milchséiure, Bernsteinsiure und Zitronensiure. Vertriigt grossere Men-
gen freier schwefliger Sdure, z. B. 555 und in einem Fall sogar 674 mg im 1.

An Hand des beigegebenen Schliissels wird es moglich sein, die ver-
schiedenen Schizosaccharomyces-Arten, darunter auch Schizosaccharomyces
liquefaciens, zu bestimmen.

Schizosaccharomyces.

vergirt Galaktose, verfliissigt leicht die Gela-
tine, bildet sehr viel Sporen auf der Néhr-
gelatine, vertriigt viel freie SOs : Schizosac-
charomyces liquefaciens Osterw.

bilden Sporen

verzehrt Aepfelsiure :
B : Schizo. mellacei Jérgensen.
vergiren Galak-
Vergiiren Saccharose tose nicht

verzehrt Aepfelsiure nicht:
Schizo. Pombe P. Lindner.

bildet keine Sporen: Schizosaccharomyces asporus Eykmann.

Vergiirt die Saccharose nicht, bildet in der Regel 8 Sporen, aber auch 4: Schizosaccha-
romyces octosporus Beyerinck.

Zum Schluss mag noch die Frage beriihrt werden, ob die gegen freie
schweflige Siure so widerstandsfihige Hefe Schizosaccharomyces liquefaciens
irgendwie eine praktische Bedeutung erlangen konnte. Wo Obst- und Trauben-
sifte vergiren, wird sie kaum jemals sich bemerkbar machen konnen; die
girkriiftigeren Hefearten und Rassen entwickeln sich rascher, zumal sie
auch die tieferen Temperaturen, die sehr oft im Gérkeller herrschen, leichter
iiberwinden als Schizo. liquefaciens, welche Hefe ja nur bei hioheren Tem-
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peraturen, 28—34°, rasch gért. Sicher wird diese aber dann gute Dienste
leisten und zur Geltung gelangen, wenn die gewohnlichen Girhefen durch
schweflige Siéure abgetotet oder fiir lingere Zeit im Wachstum gehemmt
werden, also in {iberschwefelten Obst- und Traubenséften, wie solche hie
und da vorkommen, namentlich seit das Kaliummetasulfit in die Kellerpraxis
Eingang gefunden und sich dort grosser Beliebtheit erfreut, gelegentlich
aber, sei es aus Unkenntnis, sei es aus Bequemlichkeit, dass man die Dosen
nicht abwiegt, im Uebermass dem Safte zugefiigt wird. Stumm gekrannte
Séifte in Girung zu bringen ist nun aber, sofern man nicht zuwarten will,
bis alle freie schweflige Séure verschwunden, eine etwas umstéindliche Sache,
indem man nach dem Staffelverfahren zuniichst eine kleinere Menge fremden
gidrenden Saftes mit einer kleineren Partie des stumm gebrannten mischt,
um dann zu dem Gemisch im Stadium kriftiger Girung eine weitere stumm
geschwefelte Menge zu fiigen und so das Experiment wiederholt bis alles
in Girung iibergegangen. Vereinfacht wird dieses Verfahren kaum durch
die Anwendung einer an schweflige Sidure gewdhnten Hefe, von sog. Sulfit-
hefen, die grosseren Mengen freier schwefliger Sidure, wie sie oft in stumm-
gebrannten S#ften vorkommen, eben bei weitem nicht gewachsen sind und
beim direkten Zusatz ebenfalls abgetitet wiirden. Dagegen wird man vom
Staffelverfahren Umgang nehmen konnen, sofern man sich der Hefe Schizo-
saccharomyces liquefaciens bedient, wobei eine hihere Girtemperatur, die
ja bel stumm gebrannten Siften unbedenklich angewendet werden darf,
sowie die Verwendung reichlicher Anstellhefe eine frithzeitig eintretende
Garung sehr begiinstigen. Bei den ersten Anzeichen alkoholischer Girung
aber wird man nicht verfehlen, eine bewiihrte kriftige Weinheferasse dem
Safte zuzufiigen, die nun, da die freie schweflige Siure durch den Gérungs-
aldehyd gebunden worden, nicht mehr Gefahr lduft, vergiftet zu werden.

Schizosaccharomyces liquefaciens wird an die Zentralstelle fiir Pilz-
kulturen in Baarn (Holland) abgegeben werden.

Der mikrochemische Nachweis der Ameisensiiure im Bienendarm

und im Bienengift.
Von E. ELSER.

(Aus der Schweizerischen milchwirtschaftlichen und bakteriologischen Versuchsanstalt
auf dem Liebefeld bei Bern. Vorsteher: Prof. Dr. R. Burri.)

Auf Grund seiner ausfiihrlichen Untersuchungen iiber die Verwend-
barkeit der Vakuumdampfdestillation beim Ameisensdurenachweis kommt
Th. Merl, Miinchen!) zum Schluss, dass der Bienenkéorper weder im Ah-

") Th. Merl: Ueber die Verwendbarkeit der Vakuumdampfdestillation beim Ameisen-
siure-Nachweis, Z. U. N. G. 1914, Bd. 27, S. 733 ; Der Bienenkdrper als Ameisensiuretriger,
Z.U.N. G, 1921, Bd. 42, 8. 250,
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