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Einleitung.

Die Kahmhefen bilden zusammen mit den Weinhefen, den Milch-
zuckerhefen, den Torulahefen und den Fruchtitherhefen die Klasse der
»>wilden® Hefen. Diese Hefen kommen iiberall in der Natur vor, im
Gegensatz zu den ,,Kulturhefen®, welche, wegen ihrer besonderen Eigen-
schaften und Fihigkeiten fiir bestimmte Zwecke herangeziichtet, nur
da zu finden sind, wo sie wegen dieser Eigenschaften gebraucht werden :
die Spiritushefen in den Brennereien, die Bierhefen in den Brauereien
und die Bickereihefen in den Hefefabriken und Bickereien. Von
Henneberg?) ist eine der Bickereihefe sehr nahestehende Art allerdings
auch in der Natur vorgefunden worden. Dieser Fall gehort jedoch
zu den ganz seltenen Ausnahmen.

Wenn auch die Kulturhefen in bezug auf ihre Wichtigkeit an erster Stelle
stehen, so sind doch auch viele wilde Hefen, wie die Weinhefen und gewisse Kahm-
hefenarten, fiir den Menschen von grofer Bedeutung.

Je nach ihren Eigenschaften unterscheidet man bei den Kahmhefen schid-
liche und niitzliche Arten. Als Schédlinge sind z. B. die in Brauereien und Wein-
keltereien vorkommenden, Alkohol verzehrenden Arten anzusehen; bei der Butter-,
Margarine- und Kiseherstellung werden die Arten mit starkem Fettspaltungs-
und Peptonisierungsvermégen gefiirchtet.

Eine groBe Zahl der bisher isolierten Kahmhefen, es sind ungefihr 100 ver-
schiedene Arten bekannt, weist natiirlich auch eine grof3e Verschiedenheit in ihren
morphologischen und physiologischen Eigenschaften auf. So gibt es Kahmhefen,
die imstande sind, unter bestimmten Verhaltnissen Sporen zu bilden, und solche,
die diese Fahigkeit nicht besitzen. Nur die letzteren zahlt Meifner zu den echten
Kahmbhefen.

Von diesem und anderen Forschern werden samtliche Hefen in 2 groBe Klassen
eingeteilt: die Hefen mit Endosporenbildung, die Klasse der echten Sacharo-
myceten, und die Hefen ohne Endosporenbildung, die Klasse der Nichtsacharo-
myceten. Inder letzteren unterscheidet man zwischen girenden und nichtgarenden
Hefen. Zu den nichtgérenden gehéren die echten Kahmhefen oder Mycodermen,
von denen einige Arten der Gegenstand der vorliegenden Untersuchung sind.

Zu den echten Kahmhefen gehéren nach dieser Einteilung eine von H. Wili2)
beschriebene Art, dann verschiedene von Meifner?) aufgefundene Kahmhefen,
ferner die Mycodermen, die von Hansen, Lindner, Lafart) und anderen Forschern
beschrieben worden sind.
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Alle diese Arten, Rassen und Stamme der echten Kahmhefe unterscheiden
sich nun in morphologischen Eigenschaften, wie Zellform, ZellgroBe, Wachstum
in den verschiedenen Niahrmitteln wie auch physiologisch durch EiweiBpeptoni-
sierung, Fettspaltung und andere wichtige Lebenserscheinungen.

Die sichere Identifizierung einer Kahmhefenart auf Grund einer
dieser Eigenschaften ist vollig unmdéglich. Erst ein genaues Studium
simtlicher Lebenserscheinungen und Lebensbedingungen dieser Mikro-
organismen ermdglicht eine leidlich sichere Unterscheidung der zahl-
losen verschiedenen Arten, Rassen und Stimme.

Aufgabe dieser Arbeit ist es, fiir einige Mycodermaarten dieses
Studium sowohl in morphologischer wie auch in physiologischer Hin-
sicht durchzufithren.

Zur Untersuchung gelangten 3 Kahmbhefen, die aus einer Harzkise-
fabrik stammten.

Da die wirksame Teilnahme bestimmter Kahmhefearten an der
Reifung und Geschmacksbildung des Kises eine lingst bekannte Tat-
sache ist, so schien mir gerade das Studium dieser aus Molkereien und
Kisereien stammenden Arten fir diese Gewerbe nicht unwichtig zu
sein, um so mehr, als von allen an der Kisereifung beteiligten Mikro-
organismen gerade die Kahmhefen bisher sehr wenig wissenschaftlich
untersucht worden sind. Wegen ihrer Wichtigkeit fiir die Késerei habe
ich in dieser Arbeit den Hauptwert darauf gelegt, das Verhalten der
Kahmhefen gegen Caseineiweils genauer zu untersuchen, in der Hoff-
nung, auf diese Weise einen Beitrag zur Mykologie der Kisereifung
liefern zu konnen.

Morphologie der Kahmhefen bei mikroskopischer Betrachtung.

Bei der Beschreibung der morphologischen Eigenschaften einer
Kahmhefe mufl beriicksichtigt werden, dafl eine bestimmte Zellform,
welcher Art sie auch sei, niemals konstant, sondern immer nur das
Ergebnis ganz bestimmter Lebensbedingungen ist. Der morphologische
Charakter eines Stammes liegt also nicht in seiner ovalen, runden oder
mycelartigen Zellform, sondern erstens darin, welche Formen dieser
Stamm bei ganz bestimmten Lebensbedingungen bildet, und zweitens,
wie dieser Stamm auf eine Verdnderung der Lebensbedingungen durch
Veranderung seiner Zellform reagiert.

Die Lebensbedingungen setzen sich aus verschiedenen Faktoren
zusammen. Die Beeinflussung der Zellform durch diese oft nicht be-
stimmbaren Faktoren ist so stark, daf3 man glauben koénnte, eine véllig
andere Kahmhefenart vor sich zu haben, wenn nicht plétzlich ohne
sichtbaren Grund die gewohnte Zellform wieder auftritt.

Diese Erscheinung wurde schon von Meifner®) sowie von Will2) bei den
von ihnen untersuchten Kahmhefen festgestellt.
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Gerade die Morphologie der Kahmhefenzelle zeigt, welch geringen diagno-
stischen Wert hier die Zellgestalt an und fiir sich besitzt, wenn sie fiir sich allein
zur Unterscheidung der Arten benutzt wird. Wertvoll fiir diese Unterscheidung
wird sie erst dann, wenn der Zusammenhang zwischen Zellform und Lebens-
bedingung genau bekannt ist.

Wenn daher im folgenden die morphologischen Eigenschaften der untersuchten
Kahmbhefen beschrieben werden, so kann es sich nur um eine Beschreibung der-
jenigen Zellform handeln, die als Ergebnis der gewthnlich vorhandenen Lebens-
bedingungen am héaufigsten beobachtet wurde und deshalb als ,normale® Zell-
form bezeichnet werden kann. Eine willkiirliche Anderung bestimmter Faktoren,
ebenso wie eine unwillkiirliche noch unbestimmter Faktoren der Lebensbedin-
gungen wird oftmals eine Zellform ergeben, die wesentlich verschieden ist von
der normalen Zellform.

Sehr lange, mycelartige Zellen, vermischt mit ovalen Zellen, zeigt
die Kahmhefe J. In ganz jungen Kulturen sowie bei langerer Ziichtung
im gleichen Néhrboden fehlen die Mycelien hiufig. Die Kahmhefe ¢
besitzt, besonders in etwas dlteren Kulturen, eine mehr rundliche Form,
einer Torulahefe nicht un#hnlich. Diese Kahmhefe zeigt die grofite
Zellform, hier betréigt das Verhéltnis der Lange zur Breite meist 10 : 4 u.
Eine ebenfalls mehr lingliche, doch kleinere Form mit héufig etwas
zugespitzetn Enden besitzt die Kahmhefe K.

Die am haufigsten beobachtete Linge der Kahmhefenzellen liegt
etwa zwischen 9—11 u, die Breite zwischen 4—6 t.

Wie schon betont wurde, reagieren die Kahmhefen auf Anderung
mancher dufleren und inneren Faktoren, wie Luftzutritt, Zusammen-
setzung und Konzentration des Nihrmittels usw. sofort, auch durch
Verénderung ihrer Zellform.

Groflen Einfluf3, gerade auf die Zellform, scheint der Luftsauerstoff
zu besitzen. Die Zellen am Rande einer Adhésion- oder Tropfenkultur,
aus der Kahmhaut oder einer oben liegenden Kolonie einer Gelatine-
oder Agarkultur sind in den meisten Fillen langgestreckt und schméler
als die Zellen, die nicht in so inniger Berithrung mit dem Luftsauerstoff
stehen.

Ebenso wie in der Zellform variieren die verschiedenen Stimme
auch in der ZellgréBe. Gut genihrte Zellen aus jungen Kulturen sind
im allgemeinen bei allen Arten gréBer als Zellen aus alten Kulturen
oder solche, die unter ungiinstigen Lebensbedingungen aufgewachsen
sind.

Der Zellinhalt weist zwischen den einzelnen Stdmmen nur sehr
geringe Unterschiede auf. Von den Kulturhefen unterscheiden sich die
Kahmhefen schon durch das hellere Aussehen der Zellen. Sie sehen im
Vergleich mit diesen viel leerer aus, was auf geringen Eiweilgehalt
schlieen lift. Eine starke Ko&rnelung, wie sie bei den Kulturhefen
hdufig ist, findet man bei der Kahmhefe nur ganz selten. Vakuolen
sind in der Kahmhefenzelle meist zwei bis drei vorhanden. In jungen
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Zellen sind sie verhaltnisméflig klein, in dlteren verschmelzen sie meist
zu einer groflen, die dann fast den ganzen Zellraum einnimmt. Fast
durchweg sind zwei bis drei Fetttropfchen, die dicht am Rand der Va-
kuolen liegen, in den Zellen enthalten. Am gréfiten sind sie in Zellen,
die am Rand einer Adhésionskultur liegen, oder in den sog.,Luft-
zellen, die aus dem Nahrboden herausragen. In Ausstrichkulturen
von Wiirzeagar und in oben liegenden Kolonien von Plattenkulturen
sind die Kahmbhefezellen meist fetthaltiger als in Flissigkeitskulturen.
Diese Erscheinung ist auf die Einwirkung des Luftsauerstoffs zuriick-
zufithren. Besonders in dlteren Kulturen sind die stark lichtbrechenden
Fetttropfchen, die sich durch ihre Rotfarbung mit Sudan leicht nach-
weisen lassen, deutlich zu erkennen. Glykogen lafit sich in jungen
Kahmbhefezellen nicht nachweisen. Nur in dlteren Kulturen erhalt man
manchmal mit Jod mehr oder weniger rotbraune Piinktchen, die das
Vorhandensein dieses Reservestoffes anzeigen. Durch bestimmte Zu-
sitze, wie Zucker, kann der Glykogengehalt vergrofert werden.

Das Auftreten eines bei Kulturhefen sehr oft beobachteten phosphor-
sdurehaltigen Reservestoffes, das Volutin, konnte bei unseren Kahm-
hefen nicht beobachtet werden. Nach Henneberg besteht zwischen
dieser Substanz und dem Gérvermogen der Kulturhefen ein gewisser
Zusammenhang; das den echten Kahmhefen mangelnde Gérvermogen
148t sich vielleicht auf das Fehlen dieses Stoffes zuriickfiihren.

In Wiirze-Federstrichkulturen bilden einige der untersuchten Kahm-
hefen, wie J und @, sehr schon ausgebildete Sprofiverbénde, wihrend
andere, wie z. B. Kahmhefe K, mehr in unregelmiBigen Haufen wachsen.

Es hat sich gezeigt, daBl die Temperatur nicht ohne Einflul auf
die Bildung der SproBverbéinde ist. Bei niederer Temperatur werden
im allgemeinen bessere und festere Verbinde gebildet als bei Brut-
temperatur. Uberhaupt scheinen hohere Wirmegrade, die zuerst als
sehr giinstig erscheinen und auf das Wachstum férdernd einwirken, auf
die Dauer einen weniger giinstigen EinfluB zu haben. Léngere Zeit bei
optimaler Temperatur geziichtete Kahmhefe besal meist kleinere und
zartere Zellformen als die unter gewoéhnlichen Umstédnden gewachsene.
Eine Wiirzekultur der Kahmhefe K verlor durch lingere Fiihrung bei
Bruttemperatur fast ganz die Fiahigkeit, SproBverbénde zu bilden.
Diese Erscheinung ist wohl als eine Art Degeneration anzusehen.

Sehr verschieden verhalten sich die Kahmhefearten in bezug auf
Mycelbildung. Die Kahmhefe J bildet oft sehr langgestreckte Mycel-
fiden, bei der Kahmhefe G ist diese Erscheinung nur in dlteren Kulturen
zu beobachten, und bei der Kahmhefe K tritt Mycelbildung nur bei
reichlichem Luftzutritt, wie z. B. am Rand von Adhésionskulturen, ein.
Die von dieser Kahmhefe gebildeten Mycelien sind meist bedeutend
kiirzer als bei den Kahmhefen J und G.
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Von grofem Einflu auf die Zellform der Kahmhefe sind auBler
Temperatur und Luftzutritt auch noch Zusétze verschiedener Art und
Menge zu den betreffenden Néhrmitteln. Man kann zwischen Zusétzen,
die fiir die Kahmhefe von giinstigem EinfluB sind, und solchen mit
ungiinstiger, giftiger Wirkung unterscheiden.

Auf jede dieser Eigenschaften wird die Kahmhefenzelle verschieden
reagieren. Eine dieser Reaktionen, die am deutlichsten zu erkennen
und zu verfolgen ist, besteht in der Veranderung der Zellform und der
ZellgroBe.

Es kann hier natiirlich nicht die Aufgabe sein, die Wirkung sémt-
licher moglichen Zusitze auf die Kahmhefen zu studieren, vielmehr
habe ich solche Zusitze ausgewdhlt, die fiir die Praxis von Interesse
sind. Solche sind z.B. die Zuckerarten (Einkochen von Friichten,
Weinkelterei), organische Séuren (Weinessig- und Essigfabrikation), die
wichtigsten Alkohole (Brauerei, Brennerei), dann Salze (Késerei) und
schlieBlich verschiedene Gifte, die als Desinfektionsmittel und Anti-
septica besonders im Milchgewerbe eine Rolle spielen.

Worin bestehen nun die morphologischen Veréinderungen der Kahm-
hefenzellen beim Zusatz solcher Stoffe?

Die Kahmhefe J wurde in Wiirze mit verschiedenen Mengen von
Malzzucker geziichtet. Ohne Zuckerzusatz bildet diese Hefe normale,
ovale Zellen und viel langgestreckte Mycelfiaden. Bei einem Zucker-
gehalt von 5%, werden die Zellen kiirzer und breiter, bei 109, Malz-
zuckergehalt sind die meisten Zellen kreisrund geworden, die Mycelien
sind fast ganz verschwunden. Der Glykogengehalt ist meist stirker
geworden. Ein groBer Teil der Zellen ist abgestorben. Bei 15%, Zucker-
zusatz sind keine Mycelien mehr zu finden, die Zellen sind klein und
rund, ungefihr 509, davon sind tot.

Anders verhdlt sich die Kahmhefe K. Diese bildet in ganz jungen
Kulturen meist normale, lingliche, haufig etwas zugespitzte Zellen.
Wie spiiter gezeigt werden wird, kann diese Hefe Malzzucker bedeutend
besser verwerten als die Kahmhefe J. Die Formverianderung bei Malz-
zuckerzusatz scheint hier gerade in entgegengesetztem Sinne zu ver-
laufen wie bei der Mycelhefe J. Wihrend ohne Malzzuckerzusatz
normale Zellen ohne Mycelien gebildet werden, verschwinden sie bei
10—209, Zucker mehr und mehr, um lingeren, mycelartigen Zellen und
abnorm groBen Riesenzellen Platz zu machen. Bei 209, Zuckergehalt
sind im Gegensatz zu der Kahmhefe J die meisten Zellen noch lebend;
erst bei 309, Malzzucker iiberwiegen die toten Zellen. Bei dieser Kon-
zentration war bei der Kahmhefe J ein Wachstum iiberhaupt nicht
mehr festzustellen.

Diese véllig verschiedene Reaktion der Kahmhefen J und K auf
dasselbe Reagens 1dBt sich vielleicht durch die bei diesen Hefen ver-
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schiedene Verwertungsmoglichkeit des Malzzuckers erklaren. Die
Kahmbhefe J kann den Malzzucker nicht gut verwerten. Besonders bei
stirkerer Zuckerkonzentration macht sich eine ,,Vergiftungserscheinung*
bemerkbar, die neben der Osmose die Verkleinerung der Zelle und das
Verschwinden der langen Mycelien verursacht.

Die Kahmhefe K dagegen ist ein sehr guter Malzzuckerverwerter
und daher nicht so empfindlich gegen eine hohere Zuckerkonzentration
wie Kahmhefe J. Sie verkleinert nicht ihre Oberfliche bei Malzzucker-
zusatz, sondern vergroBert sie. Erst bei 309, Malzzuckerzusatz tritt
durch die Wirkung der Osmose eine Verkleinerung und Abrundung der
Zellen ein.

Gegen Traubenzucker verhilt sich die Kahmhefe J insofern anders
als gegen Malzzucker, als durch diesen Zucker die Mycelbildung nicht
unterdriickt, sondern wesentlich verstirkt wird. Bei einem Zusatz von
109, zu Wiirze werden kaum noch normale, ovale Zellen, sondern fast
nur noch lange Mycelien gebildet.

Die Kahmhefe K zeigt bei Traubenzuckerzusatz dieselbe Reaktion
wie bei Malzzuckerzusatz. Auch hier tritt Bildung von Mycelien und
abnormen Riesenzellen ein, die noch vorhandenen normalen Zellen sind
meist etwas vergroBert.

Diese mycelbildende Wirkung des Traubenzuckers wurde auch bei
Kahmhefe G beobachtet.

Wihrend also Malzzucker fiir Kahmhefe J eine Verkleinerung, firr
Kahmhefe K dagegen eine VergroBerung der Zellform hervorruft, be-
wirkt Traubenzucker sowohl bei Kahmhefe J wie bei @ und K eine
Zellvergroflerung, verbunden mit starker Mycelbildung.

Fiir andere Zuckerarten, wie Milchzucker und Rohrzucker, ist diese
verschiedene Reaktion durch Formveridnderung nicht so deutlich und
konstant. Bei der maximalen Zuckerkonzentration wurde in allen
Fillen eine starke Verkleinerung der Zellform festgestellt, was wohl
hauptséchlich auf Osmose zuriickzufithren ist.

Die Erscheinung, dafi die Kahmhefen auf Zusatz schidlicher Stoffe
durch Verkleinerung ihrer Zelloberflache reagieren, tritt auch ein beim
Zusatz von Sauren, wie Essigsiure und Milchsiure. Besonders die
Essigséiure zeichnet sich durch ihre Giftwirkung auf die Kahmhefe aus.
Schon bei 0,19, bis 0,3%, bemerkt man eine starke Verkleinerung der
Zellen. Bei 0,59, Essigsidure, dem Maximum der zu ertragenden Menge,
sind selbst bei der Mycelhefe J alle Mycelien verschwunden, es werden
nur noch kreisrunde Zellen gebildet.

Milchsdure kann in wesentlich gréferen Mengen vertragen werden.
Bei der Mycelhefe J war bei einer Menge von 19, Milchsiure in Wiirze
noch keine Zellverinderung wahrzunehmen; bei 2°, Milchsiure wurden
die Mycelien weniger, bei 49 lagen hauptsiichlich nur noch runde und
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ovale Zellen vor. Ungefiahr 50% von ihnen waren tot. Auch bei allen
anderen angewandten Zusitzen, einerlei ob es sich um Zusatz von ver-
schiedenen Alkoholen, verschiedenen Salzen oder spezifischen Pilz-
giften handelte, lie sich die Beobachtung der Zellverkleinerung machen.
Ist der Stoff, der zugesetzt wird, von Natur aus nicht schadlich fiir die
Kahmbhefe, so kann bei stirkerer Konzentration eine Verkleinerung der
Form festgestellt werden. Bei spezifischen Giften, wie Essigsdure,
Formalin, Kaliumbichromat und Benzoesdure tritt diese Reaktion
naturgemi schon bei ganz geringer Konzentration ein.

Morphologie der Kahmhefe hei makroskopischer Betrachtung.

Makroskopisch sind alle Kahmhefearten sofort an einer Erscheinung
zu erkennen, die dieser Gruppe der wilden Hefen auch ihren Namen
gegeben hat: Es ist dies die Bildung einer weifllichen bis grauen Haut,
der Kahmhaut, auf samtlichen fliissigen Nahrmitteln. Wie schon er-
wihnt wurde, tritt eine Hautbildung zwar auch bei vielen anderen
Mikroorganismen auf, doch sind diese Haute durchaus verschieden von
der typischen Kahmhaut.

Die Entstehung der Kahmhaut 146t sich so erkliren, da@ die ein-
zelnen Sprofverbinde sich zusammenschlieBen und durch ihr geringes
spezifisches Gewicht, bedingt durch den Gehalt an Fett- und ,,Luft-
zellen, das Ganze schwimmféhig erhalten.

Erst bei zunehmender Dicke wird sie dann schlieBlich so schwer,
daB sie, besonders beim Schiitteln der Fliissigkeit, zu Boden sinkt, um
so lange durch neue Haut ersetzt zu werden, wie ein Wachstum der
Kahmhefe noch vor sich geht.

Mikroskopisch betrachtet, besteht die Kahmhaut aus meist etwas
groBeren, oft wurstférmigen oder mycelartigen Zellen mit starkem
Fettinhalt; auffillig sind die vielen ,,Luftzellen*, die aus der Fliissigkeit
herausragen und an ihrem bldulichen Glanz und der starken Licht-
brechung leicht zu erkennen sind.

Bemerkenswerte, immer wiederkehrende Unterschiede bestehen
zwischen den einzelnen Héuten der untersuchten Kahmbhefe nicht. In
allen Fillen ist die Kahmhaut zuerst hauchdiinn, véllig glatt und grau
gefirbt. Sie hat das Bestreben, sich an den Wénden der GefaBe hoch-
zuziehen. Auch beim Schiitteln sinkt sie nicht unter. Nach einigen
Tagen tritt eine Faltung und Runzelung ein, sie sieht durch einge-
schlossene Luftblischen weiBlicher aus und sinkt bei zunehmender
Dicke schlieBlich stiickweise zu Boden. Bei optimaler Temperatur wird
durch schnelleres Wachstum die Haut schneller gefaltet als bei niedrige-
ren Warmegraden.

Fiir eine sichere makroskopische Unterscheidung der einzelnen Rassen
kann die Kahmhaut also nicht dienen.
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Geeigneter hierfiir sind die Kulturen auf passenden festen Néhr-
boden. Als solche kommen vor allem Wiirzeagar und Wiirzegelatine in
Frage. Charakteristisch sind auf diesen Nahrboden besonders die Riesen-
kulturen und die Striche auf schrig gelegten Néahrboden.

Es muf} hier darauf hingewiesen werden, dafl das Bild derselben Art
auf genau gleichem Nahrboden durchaus nicht immer dasselbe ist.
Neben der Temperatur und dem Erndhrungszustand der Impfkulturen
gibt es noch eine Menge anderer ausschlaggebender Faktoren, von
denen Luftfeuchtigkeit, Dicke der Gelatine- bzw. Agarschicht und
Zusammensetzung des vorhergehenden Nahrmittels nur die wichtigsten
sind. Auch die Menge des Impfmaterials sowie die Art und Weise,
wie dieses auf das Néhrsubstrat gebracht wurde, ist von Einflul auf
die entstehenden Bildungsformen.

Immerhin kann gewissen, bei moglichster Einhaltung konstanter
Bedingungen immer wiederkehrenden Merkmalen ein diagnostischer
Wert natiirlich nicht abgesprochen werden. Besonders charakteristisch
sind die Wachstumsformen der Riesenkolonien. Die Riesenkultur der
Kahmhefe J liegt verhdltnismaBig diinn auf und bildet nach einigen
Tagen einen rein weillen, meist etwas erhabenen,. gebuchteten Rand;
der Mittelpunkt der Kolonie ist feucht glénzend, der Rand trocken.
Bei Kahmhefe G ist der Mittelpunkt der Kolonie meist erhaben, um
allméhlich immer flacher und flacher zu werden. Die weille Rand-
fairbung fehlt, die Auflenpartien sind bei dieser Hefe vollig trocken,
die Mitte ist feucht glinzend. Beiden gemeinsam ist ein ziemlich glatter
Rand ohne Behaarung. Ganz anders ist das Bild bei Kahmhefe K.
Diese wichst in grauen, eingeweideférmigen und vollig voneinander
getrennten Stréngen, die sich oft weit in die Luft erheben, kleine Tiirme
bildend. Manchmal sind diese Stringe noch von einem glatten und
trockenen Rand umgeben.

Ebenso charakteristisch wie die Riesenkulturen sind die Striche in
schrag gelegten Rohrchen auf Wiirzeagar. Der Ausstrich von Hefe J
ist weil-grau gefarbt und feucht glinzend, der Rand ist gebuchtet und
stellenweise behaart. Kahmhefe G ist mehr weil und vo6llig trocken
mit glattem unbehaarten Rand. Der weillich-graue Ausstrich der
Kahmhefe K zeigt wieder die charakteristischen eingeweideférmigen
Wiilste, die auch bei den Riesenkolonien immer beobachtet wurden.

Da diese beobachteten Wachstumsformen immer wiederkehren, also
fiir eine Art spezifisch zu sein scheinen, so ist eine makroskopische
Unterscheidung der Kahmhefen auf Grund dieser Erscheinungen bis
zu einem gewissen Grade durchaus méglich.

Weniger geeignet als Nihrsubstrat fiir eine Unterscheidung der Wachstums-
form bei den verschiedenen Kahmhefearten ist die Wiirzegelatine. Hier tritt
ein physiologischer Vorgang, die Verfliissigung des Nihrbodens durch Zersetzung
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des GelatineeiweiBes, mit in Erscheinung und verhindert dadurch die Bildung
von charakteristischen, deutlich sichtbaren Bildungsformen. Schon hier macht
sich das durchaus verschiedene Verhalten der Kahmhefen J, G, K gegen Eiweil3
deutlich an dem Aussehen der Riesenkulturen bemerkbar. Die Kahmhefe J bildet
um ihre, auch hier wieder mit dem typischen weillen Rand versehene, Riesen-
kolonie eine breite, fliissige Zone, ein Zeichen ihrer starken proteolytischen Wirk-
samkeit. Die grau-gelbliche Riesenkolonie der Kahmhefe G verfliissigt die Gela-
tine nur im Bereich der Kolonie, wobei diese als kompakte Masse langsam in die
Fliissigkeit hineinsinkt. Die Kahmhefe K bildet grau gefarbte, stark erhabene
Kolonien, die die Gelatine wesentlich langsamer verfliissigen. Ein Einsinken der
Kolonie in die Gelatine findet nicht statt.

Dieselben Beobachtungen, besonders in bezug auf Gelatineverfliissi-
gung, wurden bei dem Wachstum der Kahmhefen auf Bouillongelatine
gemacht, doch zeigten die untersuchten Kahmhefen auf diesem Substrat
ein schwicheres Wachstum als auf Wiirzendhrboden.

Physiologie der Kahmhefen.
Lebensbedingungen.

Von den Wachstumsbedingungen ist eine giinstige Temperatur wohl
eine der wichtigsten. Oberhalb und unterhalb einer gewissen Grenze
hort bei den Kahmhefen, wie bei allen Organismen, das Wachstum auf,
ohne daf ein Uberschreiten dieser Grenze den sofortigen Tod zur Folge
haben muB. Fir alle untersuchten Kahmhefen liegt die Grenze, inner-
halb derer noch ein ziemlich kriftiges Wachstum beobachtet werden
kann, bei ca.20° und 32°. Das Temperaturoptimum liegt bei den
Stammen J und K bei 29—30°, fiir die Kahmhefe G' bei 25—26°. Bei
35° und 37° war keine der Kahmhefen imstande, auf Bierwiirze eine
Kahmhaut zu bilden.

Wie alle Mycodermen, so zeigten sich auch die untersuchten Arten
als fast obligate Aerobier. In Bierwiirze und anderen fliissigen Nahr-
mitteln findet nur Oberflichenwachstum statt. Erst allméhlich tritt
dann von oben herab eine Triibung des Mediums ein. In Stichkulturen
in festem Wiirzeagar ist ebenfalls nur Oberflichenwachstum vorhanden,
ein Wachstum innerhalb des Agars findet nicht statt.

Besonders luftbediirftig scheint die Kahmhefe J zu sein. In Platten-
kulturen zeigt sie fast nur Oberflichenkolonien, unter der Oberfliche
treten nur ganz selten kleine, schmale Kolonien auf. Caseineiwei}, das
im Kolben mit der Kahmhefe J beimpft war, wurde bei dauerndem
Umschiitteln eher verfliissigt als solches, das durch die gebildete Kahm-
haut teilweise von der Luft abgeschlossen war. Auch die fiir diese
Kahmhefe charakteristische Erscheinung der Bildung von Ausldufern
aus den Tropfchen- oder Adhésionskulturen in die umgebende Luft-
schicht hinaus ist wohl als Zeichen groBen Luftbediirfnisses zu werten.
Im Trépfchen wichst ein SproBverband dieser Kahmhefe nach innen
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meist in gewohnlichen ovalen Zellen, nach dem Rande zu aber in langen
Mycelien, welche, etwas Wasser mitziehend, in die umgebende Luft
hineinwachsen und bald lebhaft aussprossen. Es hat den Anschein,
als ob die Hefe moglichst schnell aus dem Trépfchen heraus in luft-
reichere Veridltnisse zu gelangen sucht.

Ganz anders verhélt sich hier die Kahmhefe K. Diese bildet wohl
unter dem EinfluB des Luftsauerstoffs lingere und schmilere Zellen,
wachst aber niemals in die umgebende Luftschicht hinein; in den
meisten Fillen bleibt sie sogar in einem gewissen Abstand vom Rand.

Fiir das Wachstum der Kahmhefen ist der Sauerstoff also unentbehr-
lich. Dagegen ist fiir eine Erhaltung der Lebensfihigkeit der Sauerstoff
nicht in diesem Grade notwendig. Die in alten Wiirzekulturen einen
aus versunkenen Hautteilchen bestehenden Bodensatz bildenden
Kahmbhefezellen waren nach 12 Monaten, in frische Wiirze gebracht,
noch lebensfiahig, trotzdem sie doch wihrend dieser Zeit mit der Luft
nicht in direkte Beriihrung kommen konnten.

Fir die Entwicklung der Kahmhefen ebenfalls unerlaBlich ist die
Gegenwart einer gewissen Feuchtigkeit. Wie bei den meisten Mikro-
organismen, so findet auch hier auf vollig trockenem Substrat kein
Wachstum statt. Die Lebensfdhigkeit wird bei fehlender Feuchtigkeit
nicht vernichtet. Der eingetrocknete Riickstand einer Wiirzekultur von
Kahmhefe J war nach 6 Monaten noch fortpflanzungsfihig.

Gegen Licht scheint die Kahmhefe verhiltnismiBig unempfindlich
zu sein. Durch diffuses Tageslicht konnten keine schidigenden Wir-
kungen erzielt werden.

Als giinstige Néahrmittel kommt fiir die Kahmhefe vor allem die
saure Bierwiirze in Betracht. Auf dieser zeigten alle untersuchten Arten
nach einem Tage eine kriftige Kahmhaut. Ebenso gut ist das Wachs-
tum auf Wiirzegelatine und Wiirzeagar. Dieser Niahrboden wurde be-
sonders angewandt bei Herstellung von Reinkulturen, da hier die bei
der Gelatine oft eintretende Verfliissigung und damit das Zusammen-
flieBen der Kolonien vermieden wurde. Auch auf steriler Milch findet
ein kriftiges Wachstum der Kahmhefen statt. Hefewasser, durch Ab-
kochen von PreBhefe hergestellt, ist ohne besondere Kohlenstoffquelle
kein gutes Nahrmittel fir die Kahmhefen. Die untersuchten Arten
wuchsen nur entweder sehr schwach oder gar nicht. Besser ist das Wachs-
tum, wenn eine besondere Kohlenstoffquelle zugegeben wird. Fleisch-
wasserbouillon ist fiir die Ziichtung der Kahmhefen ein ungiinstiges
Néhrmittel. Mit Gelatine zusammen war sie jedoch fiir die Kahm-
hefen J und & recht giinstig, withrend die Kahmhefe K nur kiimmer-
lich gedieh.

Durch besondere Zusitze zu den Nihrmitteln kann das Wachstum
der Kahmhefen stark beeinfluit werden, sowohl in giinstigem wie in
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schidlichen Sinne. Sehr verschieden ist die Wirkung der Zuckerarten.
Eigenartigerweise ist beobachtet worden, dafl ein und derselbe Zucker,
zu verschiedenen N#hrsubstraten gegeben, oft eine ganz verschiedene
Wirkung hat. So wirkt beispielsweise der Traubenzucker stark hemmend
auf das Wachstum der Kahmhefe J ein. Diese Hemmung wurde in
Wiirzenahrbéden, Milch und Bouillonnihrboden deutlich beobachtet.
In Hefewasser war dieser Zucker jedoch von sehr giinstigem EinfluB.
Auch auf die Kahmhefe G wirkte er in den meisten Néhrboden stark
hemmend, um in Hefewasser plotzlich wieder stark férdernde Wirkung
zu zeigen. Es zeigt sich hier die bekannte Tatsache, daf} bei Gegenwart
verschiedener Kohlenstoffquellen in einem Néhrboden nur der am
leichtesten assimilierbare in Anspruch genommen wird. In diesem Fall
ziehen die Kahmhefen bestimmte Stickstoffverbindungen als Kohlen-
stoffquelle dem Traubenzucker vor. Dieser wird erst angegriffen, wenn
anders gebundener Kohlenstoff gar nicht oder nur in minimalen Mengen
geboten wird.

Auf die Kahmhefe K ist die Wirkung des Traubenzuckers anders:
Hier ist er in allen Nahrboden von sehr giinstiger Wirkung. Am meisten
tritt diese in Milch hervor, wo die Hefen J und G besonders stark
gehemmt werden.

Weniger groBen EinfluB besitzen Rohr- und Milchzucker auf diese
drei Kahmhefen. In Wiirzeagar und Gelatine bewirkt Rohrzucker fiir
G und K eine schwache Forderung. In kohlenstoffarmen Néhrmitteln,
wie Hefewasser, werden diese Zuckerarten von den Kahmhefen gern
verwertet, sonst werden andere Kohlenstoffquellen vorgezogen.

Auffallend ist die Wirkung von Malzzucker auf die Hefen J und K.
Fiir Kahmhefe J ist er in Hefewasser von stark férdernder, in den
Wiirzenahrboden dagegen von stark hemmender Wirkung. Fiir alle Nahr-
mittel auflerordentlich giinstig ist dieser Zucker fiir die Kahmhefe K.

Das verschiedene Verhalten dieser beiden Kahmhefen gegen Malz-
zucker in Wiirze tritt auch bei ihrer Ziichtung in Wiirze mit verschie-
denen Mengen Malzzucker hervor. Die Kahmhefe J bildet in Bierwiirze
ohne Malzzucker bereits nach 15—20 Stunden, bei einem Malzzucker-
gehalt von 59, nach 2 Tagen, bei 109, erst nach 4 Tagen eine Kahm-
haut; bei 209, Malzzucker erfolgt ein Wachstum nicht mehr. Bei der
Kahmhefe K dagegen tritt die Hautbildung bei 5%, und 10%, Malz-
zucker ebenso schnell wie bei der Kontrollprobe ohne Zucker, d. h.
nach 20—24 Stunden, ein. Bei 20—25 und 309, war nach 2—3 Tagen
eine starke Hautbildung eingetreten. Wie schon im morphologischen
Teil erwahnt worden ist, reduziert die Kahmhefe J hierbei die langen
Mycelien zu kleinen, runden Zellen, wihrend die Kahmhefe K ihre
Zellen in die Lange zieht und lange, wurstformige Formen, vermischt
mit abnorm groBen Riesenzellen, bildet.
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Milchsédure kann von simtlichen Kahmbhefen gut verwertet werden.
Geringe Mengen wie 0,19, wirken férdernd auf das Wachstum ein.
Gleiche Mengen Casein wurden mit der Kahmhefe J beimpft und stei-
gende Mengen von Milchsiure hinzugesetzt. Das Casein mit 0,19,
Milchsaurezusatz war zuerst verflissigt, dann folgte die Probe ohne
Milchsdure und hierauf nacheinander nach der Menge der zugesetzten
Saure die anderen Proben. Bei den Versuchen bis zu 29, Milchséure-
zusatz begann der Abbau des Caseins bereits nach 2 Tagen, bis 4%,
Saure nach 4 Tagen. Bis zu einem Zusatz von 3%, Milchsidure endete
der Abbau mit einer vélligen Verflissigung des Caseins, bei 49, Siure-
gehalt war die Kahmhefe nach anfinglichem Wachstum so geschwiicht,
dal das Wachstum sistierte. Bei langsamer Gewthnung konnte in
Bierwiirze auch noch bei 5 und 69, ein, wenn auch nur schwaches
Wachstum erreicht werden.

Wie die Kahmbhefe J verhalten sich auch die anderen untersuchten
Kabhmhefen. Nur Kahmhefe K macht insofern eine Ausnahme, als sie
schon bei 29, Saure nur noch schwaches Wachstum zeigt.

Diese verhéltnismaBig geringe Empfindlichkeit wurde auch schon
bei anderen Kahmhefen beobachtet. Die von Henneberg!) untersuchten
Arten zeigten bei 2,5%, Milchsauregehalt ein sehr gutes, bei 4,5%, Séure
noch schwaches Wachstum. Meifiner fand, daB von neun von ihm
untersuchten Kahmhefestimmen sechs auflerordentlich gute Milchséure-
verwerter waren.

Wesentlich anders ist die Wirkung der Essigsiure auf die Kahm-
hefen. Hier wirkt bereits eine Menge von 0,19 sehr schidlich auf die
Kahmhefe ein. Bei 0,39, Essigsdurezusatz zu einer Caseinlésung be-
ginnt die Kahmhefe erst nach 5 Tagen eine diinne Haut zu bilden,
nach 7 Tagen wird das Casein merklich angegriffen. Ein Zusatz von
0,59 laBt die Kahmhefe nicht mehr aufkommen, selbst nach 4 Wochen
war trotz wiederholter Beimpfung keine Hautbildung erfolgt. Nur
durch langsame Gewohnung konnte die Kahmhefe J bei dieser Saure-
konzentration zu schwachem Wachstum gebracht werden. Es wurde
Bierwiirze in verschiedenen Proben mit Kahmhefe beimpft und mit
steigenden Mengen Essigsiure von 0,19, bis 19, versetzt und dann
jedesmal aus der gerade noch gewachsenen Probe eine Uberimpfung
vorgenommen. Auf diese Art gelingt es, nach 8 Tagen bei 0,5%, Essig-
sduregehalt noch ein schwaches Wachstum in Bierwiirze zu erreichen.
An groBlere Mengen Essigsiure waren die untersuchten Kahmhefen
nicht zu gewdhnen.

Kahmhefen, die aus einer Essigfabrik stammten, zeigten nach
Henneberg') in Bierwiirze mit 0,59, Essigsdure schon nach einem Tage
ziemlich kriftiges Wachstum. Sie wuchsen noch bei 3°; Essigsdure.
Auf das Vorkommen in Essigfabriken ist zuriickzufiihren, daf3 diese
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Kahmhefenarten besser Essigsdure vertragen koénnen als die aus Mol-
kereien und Késereien stammenden Arten.

Auffallend ist die verh&ltnisméafBig groBe Empfindlichkeit der unter-
suchten Kahmhefen gegen Athylalkohol. Ein Zusatz von 1 Volum-
prozent zu Bierwiirze wurde ohne Schaden ertragen, bei 29, Alkohol-
gehalt trat nach 3 Tagen, bei 3%, erst nach 5 Tagen ein zuerst nur
sehr schwaches Wachstum ein. Durch langsame Gewdéhnung gelang es,
bei 49, nach 6 Tagen und bei 5%, nach 7 Tagen ein duflerst kiimmer-
liches Wachstum der Kahmhefe zu erreichen. Die saure Reaktion des
Niahrmittels wurde durch das Verschwinden des Alkohols nicht stiarker,
Saure ist also nicht gebildet worden.

Andere Alkoholarten erwiesen sich als weniger schadlich. Glycerin
und Mannit werden bis zu 109, ohne Schaden ertragen. Auch bei einem
Zusatz von 15 und 209, tritt nach kurzer Zeit kraftiges Wachstum ein.
Mengen von 1—29, beider Alkoholarten wirken auf das Wachstum
giinstig ein.

Die Kahmhefe ist also imstande, ihren Bedarf an Kohlenstoff so-
wohl aus Zuckerarten wie aus organischen Sduren und Alkoholen zu
entnehmen. Die Verwertungsmoglichkeit dieser Kohlenstoffquellen ist
fiir einzelne Kahmhefearten verschieden.

Die Fihigkeit, auch den Stickstoff in organischen und anorganischen
Salzen zu assimilieren, wurde durch Zusatz verschiedener stickstoff-
haltiger Salze festgestellt. Ammoniumchlorid und Asparagin wirken in
Mengen von 0,1—0,59, giinstig. Besonders ist dies der Fall fiir die
Kahmbhefe @, welche, sonst in der Wachstumsgeschwindigkeit zwischen
den Kahmhefen J und K stehend, bei diesen Zuséitzen an die erste
Stelle riickte. Die Kahmhefe K zeigte diese giinstige Beeinflussung in
nicht so starkem MaBe. Bei 29, Salzzusatz trat fiir alle drei Hefen eine
schadigende Wirkung ein. Weniger wirkungsvoll war ein Zusatz von
Salpeter. Mengen von 3,5—49, in Bierwiirze ermdglichten nach einigen
Tagen noch ein kriftiges Wachstum. Ebenso verhielt sich das Kalium-
nitrit; auch hier fand bei 3—49, nach 3 Tagen ein kriftiges Wachstum
statt.

Gegen Kochsalz sind die Kahmhefen recht unempfindlich. Zusitze
von 0,5—1,5%, haben keinen Einflul auf das Wachstum. Eine Haut-
bildung tritt hier ebenso schnell ein wie in Bierwiirze ohne Salzzusatz.
Auch die Ausstriche auf Wiirzeagar zeigten bei dieser Konzentration
keinen Unterschied. Bei 5%, Kochsalz beginnt die Hautbildung eben-
falls nach einem Tage, bei 109, nach 3 Tagen, bei 159, nach 8 Tagen,
und bei 20%, tritt nach wiederholter Beimpfung aus weniger starken
Salzlosungen nach 15 Tagen eine diinne Kahmhaut auf. Das mikro-
skopische Bild der Kahmhaut zeigt nur kleine, runde Zellen, ohne
jegliche Mycelbildung.
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Natriumsulfat wird bis zu 3,5%, gut ertragen. Bei gréBeren Mengen
tritt erst nach einigen Tagen Wachstum ein. Gegen Natriumsulfit
scheinen die Kahmhefen etwas empfindlicher zu sein. Bei 19, fand
normales Wachstum statt, bei Zusatz von Salzmengen bis zu 59, trat
starke Hemmung ein. Eine stirkere Konzentration, bis zu 99, kann
die Kahmhefe nur durch langsame Gewdhnung ertragen.

Als Desinfektionsmittel fiir Milch u. dgl. kommen die genannten Stoffe nicht
in Betracht, da sie erst bei einer Konzentration wirken, die die Giite und den
Geschmack der zu schiitzenden Stoffe wesentlich beeintrichtigen wiirde. Fiir
solche Zwecke gibt es bestimmte, im Milchgewerbe schon lingst bekannte Anti-
septica, deren Wirkung auf die Kahmhefen sich als sehr verschieden erwies.

Die hier in Frage kommende Benzoesdure ist das einzige Pilzgift, dessen
Zusatz zu Margarine gesetzlich gestattet ist. Das Nahrungsmittelgesetz hat als
zulassige Hochstmenge 0,19, Benzoesaurezusatz festgesetzt. Diese Menge wirkt
auf die Kahmhefe nicht abtotend, nicht einmal schwichend ein.

Auf Bierwiirze mit 0,1%, Benzoesaduregehalt tritt ebenso schnell wie
auf der Kontrollprobe ohne Séure eine Kahmhautbildung ein; Milch
mit 0,19, Saure wird ebenso kraftig peptonisiert wie ohne Zusatz. Eine
Schwichung der Kahmbhefe tritt erst bei 0,29, Siuregehalt ein. Diese
geht aber nicht so weit, daf} die Kahmhefe nicht mehr imstande wire,
Milch zu peptonisieren. Ein Abbau findet auch hier noch statt, nur
mit starker Hemmung. Erst ein Zusatz von 0,3%, Benzoesdure ver-
hindert die Zersetzung der Milch, schwaches Wachstum kann durch
oftmalige Beimpfung auch hier noch erreicht werden. Soll die Benzoe-
sdure also als Antisepticum besonders gegen Kahmhefen dienen, so ist
mindestens ein Zusatz von 0,25%, erforderlich.

Als wesentlich schirferes Pilzgift erweist sich der Formaldehyd.
Da ein Teil dieses Aldehyds auf die Milch reduzierend einwirkt, so
wird die Menge des giftig wirkenden Stoffes dadurch verringert. Ein
genauer Prozentgehalt an wirklich vorhandenem Pilzgift kann daher
nicht angegeben werden. Fiir diese Versuche wurde frisches, 40 proz.
Handelsformalin angewandt. Von dieser Fliissigkeit wurde 1 cem auf
100 ccm verdiinnt, 5 Tropfen hiervon wirkten, in 10 ccm Bierwiirze
gebracht, absolut tédlich auf die Kahmhefen ein. Diese zugesetzte
Menge entspricht ungefahr einem Gehalt von 0,005%, an konzentriertem
Formalin; bei 0,0019, Formalinzusatz zeigten die Kahmhefen J und @
ein schwaches Wachstum, Kahmhefe K dagegen nicht.

Eine Menge von 0,0029%, wird wohl in der Praxis geniigen, um eine
wirklich schidigende Wirkung der Kahmhefen auszuschlieBen. Da diese
Menge den Geschmack und die Giite von Milch nicht merklich be-
eintrachtigen wird, so ist das Formalin als Antisepticum gegen Kahm-
hefen brauchbar.

Ein anderes, im Milchgewerbe oft fiir Fettproben angewandtes Pilz-
gift ist das Kaliumbichromat. In seiner Wirkung als Antisepticum
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speziell fir Kahmhefen steht es zwischen der Benzoesdure und dem
Formalin. Ein Zusatz von 0,0019, wirkte nicht schéadigend, doch etwas
hemmend ein. Bei 0,0059, tritt eine deutlichere Giftwirkung hervor:
Das Wachstum ist nur sehr schwach, Milch wird erst nach 5—6 Tagen
angegriffen, ohne daf} selbst die am stidrksten peptonisierenden Kahm-
hefearten imstande waren, sie vollig abzubauen. Bei 0,019, Zusatz
konnte weder in Milch noch in Wirze ein Wachstum aufkommen.
Diese Menge von Kaliumbichromat ist zu einer wirksamen Bekampfung
der Kahmhefen also notwendig.

Lebensdiuferungen.

Die Wachstumsgeschwindigkeit ist bei den Kahmhefen sehr grof3.
Von den untersuchten Arten wuchs die Kahmhefe J am schnellsten.
Diese bildet bei 30° auf Wiirze schon nach 12—15 Stunden eine Kahm-
haut. VerhdltnisméaBig langsam wichst Kahmhefe K, hier tritt die
Hautbildung meist erst nach 24—36 Stunden ein.

Natiirlich spielen der Erndhrungszustand der Hefen, das Alter und
viele andere Faktoren hierbei eine grofie Rolle.

Die Fortpflanzung geht ausschlieflich durch Sprossung vor sich.
Eine Sporenbildung konnte bei reichlichem Sauerstoffzutritt weder bei
gut gendhrter noch bei hungernder Kahmhefe erreicht werden.

Von den untersuchten Kahmhefearten sind aufler der Hefe K alle
Arten imstande, eiweillhaltige Nahrboden stark zu zersetzen. Hier-
bei tritt ein intensiver Geruch nach Ammoniak und altem Kése auf.
Wie spater gezeigt wird, ist der letztere auf die Bildung bestimmter
Fettsduren zuriickzufithren. Andere stark riechende fliichtige Stoffe,
wie Schwefelwasserstoff, Indol und Skatol, werden von den Kahmhefen
nicht gebildet. Aus Milchzucker kénnen die untersuchten Kahmhefen
keine Sdure bilden. Wohl aber werden in der Milch nach 1—2 Tagen
stark bitter, peptonartig schmeckende Stoffe entwickelt, welche die
Milch ungenieBbar machen. Bei den Eiweil stark zersetzenden Hefen
ist die Bitterstoffbildung besonders stark; aber auch bei der duBerlich
EiweiB nicht abbauenden Hefe K tritt diese Geschmacksverinderung
ein. Es ist daher anzunehmen, dal auch diese Kahmhefe imstande ist,
das Eiweill wenigstens teilweise bis zur Bildung von Peptonen zu zer-
legen, falls nicht andere spezifische Bitterstoffe entstehen.

Ein Girvermégen wurde bei keiner der untersuchten Kahnhefen
festgestellt. Zur Untersuchung gelangten Traubenzucker, Rohrzucker,
Milchzucker, Malzzucker, Mannose und Raffinose, in Mengen von 5 und
109, in Wiirze gelost.

Eine Untersuchung auf das Reduktionsvermégen der Kahmhefen
mit Methylenblau in Milch zeigte, dafi besonders die Kahmhefe J im-
stande war, reichlich Reduktase zu produzieren. Mit Kahmhefe J be-



16 A. Huesmann: Zur Morphologie und Physiologie

impfte Milch wurde nach zweitdgigem Wachstum in einer Stunde 25 Min.
entfirbt, nach 3 Tagen begann die Entfirbung nach 45 Min., nach
4 Tagen bereits nach 25 Min.

Alle untersuchten Kahmhefen waren imstande, fettspaltende Enzyme
zu bilden. Die Fettspaltung ging bei den verschiedenen Arten mit ver-
schiedener  Stéarke vor sich. Wahrend Kahmhefe J reichlich Lipase
produzieren kann, besitzt Kahmhefe K diese Fihigkeit in wesentlich
schwacherem MaBstabe.

Ein sehr wichtiges Merkmal, das zu einer Einteilung der Kahmhefen
in physiologische Gruppen sehr geeignet ist, besteht in der Verschieden-
heit, mit der die einzelnen Arten proteolytische Enzyme zu bilden
vermogen. Schon rein duflerlich lassen sich die Kahmhefen durch ihre
Einwirkung auf eine bestimmte EiweiBlart, wie z. B. Casein, in drei
grofle Gruppen einteilen: die Gruppe der Casein stark abbauenden, die
Gruppe der mittelstark abbauenden und die Gruppe der Casein nicht
abbauenden Arten. Zur Gruppe 1 ist die Kahmhefe J, zur Gruppe 2
die Kahmhefe G und zur Gruppe 3 die Kahmhefe K zu rechnen.

Durch chemische Hilfsmittel, wie fraktionierte Fallung einzelner
Abbaustufen, Formoltitration, 148t sich natiirlich noch eine viel feinere
Differenzierung dieser Einteilung ermoglichen.

Weil aber die physiologischen Eigenschaften der untersuchten Kahm-
hefen ebenfalls durchaus nicht konstant, sondern von den herrschenden
Lebensbedingungen in starkem MaBe abhingig sind, so lassen sie sich
ebenso wie die morphologischen Eigenschaften fiir sich allein nicht als
sichere Basis fiir eine Einteilung der verschiedenen Kahmhefearten
benutzen.

Da die untersuchten Kahmhefen J, G und K aus einer Harzkise-
fabrik stammten, lag es auf der Hand, als abzubauende Eiweillart
Casein zu wéhlen. Geronnenes Hithnereiweifl wird weder bei alkalischer
noch bei saurer Reaktion angegriffen.

Die Fahigkeit, proteolytische Enzyme zu produzieren, ist bei den
Mikroorganismen in verschiedenem Umfang vorhanden. Von den unter-
suchten Kahmhefen werden Labenzyme entweder gar nicht oder nur
in so geringem MafBstabe gebildet, daBl ein Gerinnen der Milch unter
gewohnlichen Umstinden nicht erfolgt. Peptische und tryptische
Enzyme werden reichlich gebildet, am meisten von der Kahmbhefe J.
Bei @ trat die Entwicklung von Trypsin und Erepsin sehr gegen das
Pepsin zuriick, was schon rein AuBerlich an der geringeren Durch-
sichtigkeit der zersetzten Milch festgestellt werden kann. Die Kahm-
hefe K ist unter gewohnlichen Verhéltnissen nicht imstande, proteo-
lytische Enzyme in groBerer Menge zu erzeugen.

Mit den drei Kahmhefen beimpfte Milchproben zeigten nach einem
Tage alle eine kriftige Kahmhaut. Wiahrend die Probe mit Kahmhefe K
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sich nicht weiter verdnderte, war bei J nach weiteren 24 Stunden bereits
0,25 cm der Milch im Rohrchen peptonisiert. Die Probe mit Kahm-
hefe G war noch nicht weiter verandert. Nach 3 Tagen hatte Kahm-
hefe J 1 cm, Kahmhefe G 0,2 cm peptonisiert. Nach 4 Tagen war das
Verhiltnis der peptonisierten Milch fir die Hefen J und G wie 2 cm
zu 0,5 cm, nach 6 Tagen 2.5 cm zu 0,8 cm, nach 8 Tagen 3 cm zu 1 cm.

Von auffallendem Einflufl auf den Eiweilabbau dieser Kahmhefen-
arten ist der Zusatz verschiedener Zucker. Wéahrend Milch- und Rohr-
zucker eine geringe hemmende Wirkung besitzen, ist Malzzucker und
besonders Traubenzucker von recht groflem, aber eigenartigerweise fiir
die einzelnen Kahmbhefen verschiedenem Einflu3. Fir Kahmhefe J
sind beide Zuckerarten, besonders der Traubenzucker, ein starkes
Hemmungsmittel; die Peptonisierung der Milch wird hierdurch wesent-
lich verlangsamt, auflerdem erfolgt vorher eine Gerinnung der Milch.
Wahrend fir die Kahmhefe G der Malzzucker nicht so stark hemmt,
ist der Einflul von Traubenzucker ebenso wie bei Kahmhefe J. Auch
hier tritt vor der Peptonisierung ein Gerinnen der Milch ein. Ganz
anders verhdlt sich Kahmhefe K. Hier bilden beide Zuckerarten ein
stark férderndes Mittel. Besonders durch Traubenzucker wird die Kahm-
hefe so giinstig beeinflult, daf sie plétzlich imstande ist, proteolytische
Enzyme zu erzeugen und die Milch zu peptonisieren. Auch Labenzym
wird jetzt gebildet, was am Gerinnen der Milch festgestellt werden kann.

Der Grund fiir die Hemmung des Caseinabbaues durch Trauben-
zucker bei den Kahmhefen J und @ ist wohl darin zu suchen, daf} diese
Hefen besser und leichter den Traubenzucker verwerten kénnen als das
komplizierte Eiweilmolekiil. Es ist wahrscheinlich, daB} es auler diesem
Zucker auch noch andere Stoffe gibt, die ebenfalls von den Kahm-
hefen als Nahrungsquelle dem Eiweil} vorgezogen werden und aus diesem
Grunde das Casein vor dem Abbau und vor der Verfliissigung schiitzen.

Hierauf beruht vielleicht die Tatsache, dafl oftmals Kahmhefen mit
dhnlich stark abbauenden Fihigkeiten wie J in Késen gefunden werden,
ohne daB es zu einer Verfliissigung des Kéasestoffs gekommen wire.
Es sind dann wahrscheinlich Stoffe vorhanden gewesen, welche, wie der
Traubenzucker, aus irgendeinem Grunde von der Kahmhefe lieber ver-
wertet. worden sind als das Caseineiweil3.

Es besteht also die Moglichkeit, eine gerade in Weichkésen, wie Lim-
burger und Harzer, oftmals eintretende Verflissigung, das sogenannte
,,Laufen® der Kise wirksam zu bekimpfen durch Zusitze, die wie
Traubenzucker eine schiitzende Wirkung auf den Késestoff ausiiben.

Bevor man sich hier aber von weiteren Forschungen Erfolg ver-
sprechen kann, mufB vor allem sowohl die bakteriologische Seite des
EiweiBabbaues im Kise, d.h. das genaue Studium derjenigen Mikro-
organismen, die bei diesem Abbau, der Reifung, beteiligt sind, wie auch
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die chemische Seite, ndmlich die Untersuchung der chemischen Re-
aktionen im Eiweiimolekiil bei der Reifung des Kises, genau unter-
sucht werden. Erst wenn hier alle Unklarheiten verschwunden sind,
kann daran gedacht werden, den gewdhnlichen Verlauf des Casein-
abbaues willkiirlich so abzuéindern, daf etwaige schidliche Wirkungen
vermieden werden.

Um zu der Chemie der Kasereifung einen Teil beizutragen, habe ich
im zweiten Abschnitt dieser Arbeit eine analytische Untersuchung der
beim Caseinabbau durch Kahmhefe entstehenden Spaltprodukte vor-
genommen.

Zusammenfassung.

Die Ergebnisse des ersten Teiles dieser Arbeit sind im folgenden
kurz zusammengestellt:

Die untersuchten Kahmhefen J, G' und K unterscheiden sich von-
einander sowohl in vielen morphologischen wie physiologischen Eigen-
schaften.

Als diagnostisch brauchbare Faktoren koénnen vor allem heran-
gezogen werden:

1. Morphologisch:

a) Wachstum in Federstrichen und in den ,,Hiuten“ (Aussehen,
Grofe und Form der einzelnen Zelle; Sprofverbénde).

b) Wachstum auf festen Nahrboden (Riesenkolonien und Ausstriche
auf Wiirzeagar).

2. Physiologisch:

a) Verfliissigung von Wiirzegelatine.

b) Peptonisierung der Milch.

c¢) Abbau von Casein.

Die starke Variabilitit der Kahmbhefen, die oftmals durch nicht
genau bestimmbare Faktoren hervorgerufen werden kann, macht eine
sichere Unterscheidung nach einem der angegebenen Faktoren unmog-
lich. (So hat sich herausgestellt, daf die Kahmhefe J im Laufe der
Untersuchungen das Mycelbildungsvermégen fast eingebiiit hat, wahrend
andererseits die Kahmhefe K plotzlich hiaufige Mycelbildung zeigt.)

Erst die Beriicksichtigung sdmtlicher morphologischen und physio-
logischen Eigenschaften sowie das genaue Studium des Zusammenhangs
zwischen diesen Eigenschaften und den sie hervorrufenden Lebens-
bedingungen ermdoglicht also eine einigermafen sichere Unterscheidung
der verschiedenen Kahmhefearten.

Fettspaltende und reduzierende Enzyme wurden bei den drei unter-
suchten Kahmbhefen, alkoholbildende und milchsiurebildende Enzyme
bei keiner Kahmhefe festgestellt. Eiweilabbauende Enzyme wurden
von Kahmhefe J in starkem Mafle, von Kahmhefe @ in geringerem Male
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produziert. Die hierzu nicht befahigte Kahmhefe K erhielt diese Fahig-
keit durch Zusatz von Traubenzucker. Eine Labgerinnung in der Milch
trat bei Zusatz von Traubenzucker zur Milch ein, was sehr bemerkens-
wert erscheint.

Malzzucker und Traubenzucker waren in ihrer Wirkung auf die
Kahmhefen J, G und K verschieden: Beide Zucker wirkten auf das
Wachstum der Kahmhefen J und G hemmend, auf Kahmhefe K férdernd
ein. Die Wirkung des Traubenzuckers war stirker als die des Malzzuckers.

Neben diesen hauptséchlich wissenschaftlich in Betracht kommenden
Ergebnissen lassen sich auch fir die praktische Milchwirtschaft wichtige
Folgerungen ziehen:

Die untersuchten Kahmhefen gehéren zu denjenigen Mikroorganis-
men, die in der frischen Kisemasse die vorhandene Milchsiure ver-
zehren und dadurch fiir die eigentlichen Kasereifer giinstige Lebens-
bedingungen schaffen.

An der Erzeugung des Késegeruchs kénnen sie beteiligt sein.

In anderen Betrieben, wo die Sdure als Schutzmittel gegen weitere
Zersetzung notwendig ist (Einsduerung von Viehfutter, Gurken), sind
die untersuchten Kahmhefen als Schadlinge anzusehen.

Wegen ihres Fettspaltungsvermégens haben die untersuchten Kahm-
hefen bei der Butter- und Margarineherstellung als Schidlinge zu gelten.

Durch die starke Caseinverflissigung kann die Kahmhefe J in der
Kaéserei schadigend wirken.

Das Abbauvermogen kann bei dieser Kahmhefe durch Zusatz von
Traubenzucker oder Malzzucker gehemmt werden.

Chemisch-experimenteller Teil.

Analytische Untersuchungen von Eiweiflspaltungen durch Mikro-
organismen sind bisher in grofler Zahl ausgefiihrt worden. In den meisten
Fillen wurde nicht mit Reinkulturen, sondern mit Bakteriengemischen
gearbeitet, man iiberlie die zu untersuchende EiweiBart einfach einer
allgemeinen Fiaulnis. Fir die Bakteriologie sind nur solche Unter-
suchungen von Wichtigkeit, bei denen mit Reinkulturen gearbeitet
worden ist. An dieser Stelle sind vor allem die Arbeiten von Taylor®)
iiber die Einwirkung von Bact. coli und Bact. proteus auf Casein und
die Untersuchungen von W. Grimmer?) iiber die Einwirkung von Oidium
lactis und Bac. mesentericus auf Casein zu erwihnen.

Untersuchungen, welche die genaue analytische Feststellung der
bei der Einwirkung von Kahmhefen auf Casein entstehenden Spalt-
produkte zum Ziele gehabt haben, sind bisher noch nicht angestellt
worden. In Anbetracht der Wichtigkeit, die diese Mikroorganismen
besonders fiir die Kiserei besitzen, schien es wiinschenswert, ihre Ein-
wirkung auf Casein analytisch nidher zu untersuchen.
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Eigene Untersuchungen.

Fiir den Versuch wurden 500 g lufttrockenes Casein angewandt,
das durch Spontansiuerung aus Magermilch hergestellt worden war.
Der Stickstoffgehalt betrug 12,659%,, entsprechend einem Gesamtstick-
stoffgehalt von 63,25 g fiir 500 g Casein. Der Milchzuckergehalt wurde
zu 0,739%,, der Fettgehalt zu 3,29, festgestellt, Um den bei der Kise-
reifung vorliegenden Verhiltnissen méglichst nahe zu kommen, wurden
die letzteren Beimengungen nicht entfernt.

Das Casein wurde mit 4 1 Wasser verriihrt, nach volliger Sterilisation
mit der Kahmhefe J beimpft und bei 30° dem Abbau iiberlassen.
Nach drei Monaten war das anfangs sehr iippige Wachstum nur noch
sehr schwach. Die Caseinkérner waren véllig verschwunden, statt dessen
hatte sich ein zéher, schleimiger Bodensatz gebildet. Die vo6llig klare
Fliissigkeit hatte sich dunkelbraun gefarbt. Nach volliger Sistierung
des Wachstums wurde das Digestionsgemisch der Untersuchung unter-
worfen.

Hierzu wurde der Kolbeninhalt, der stark alkalische Reaktion besaf}
und intensiv nach Limburger Kése roch, filtriert. Der schleimige Riick-
stand wurde so lange mit warmem Wasser gewaschen, bis das Wasch-
wasser keine alkalische Reaktion mehr zeigte. Filtrat und Waschwasser
wurden miteinander vereinigt und auf genau 3000 ccm gefiillt.

Um einen ungefihren Anhaltspunkt iiber die Verteilung des Stick-
stoffs in den einzelnen Abbauprodukten zu erhalten, wurden 50 ccm
dieser Loésung abpipettiert und durch geeignete Fallungen analysiert.
Die abgetrennten 50 ccm, entsprechend 8,33 g Casein, wurden auf
100 ccm aufgefiillt, so daB 10 ccm dieser Fliissigkeit einem Caseingehalt
von 0,833 g entsprachen. Fiir die einzelnen Fillungen wurden jedesmal
10 ccm angewandt. Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl
ausgefiithrt. Die Bestimmung des Gesamtgehalts an 16slichem Stickstoff
ergab einen Gehalt von 11,16%,. Da der Stickstoffgehalt des Caseins
vor dem Abbau 12,659, betrug, so lagen also 1,499, des Stickstoffs in
ungeléster Form vor. Ob es sich hierbei um unangegriffenes Casein
oder um Zellsubstanz der Kahmhefen handelt, wird spéter entschieden
werden.

Mit Essigsdaure trat nur eine ganz geringe Triibung ein, ein Zeichen,
dal gelostes Caseineiweil oder eiweilahnliche Substanzen in wesent-
licher Menge nicht mehr vorlagen.

Die Peptone wurden durch Gerbsaure gefallt. Der Niederschlag.
enthielt 2,499, Stickstoff.

Die Hexonbasen wurden durch Phosphorwolframsiure zur Fallung
gebracht. Sie enthielten 3,029, Stickstoff. Da durch die Phosphor-
wolframséure auch das vorhandene Ammoniak mit gefdllt wird, so
muBte dieses aus dem Niederschlag entfernt werden, was durch Zer-
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legung mit Baryt und nachfolgender Destillation geschah. Der Destilla-
tionsriickstand enthielt noch 2,759, Hexonbasenstickstoff, wahrend die
Differenz von 0,279, als Ammoniakstickstoff zu werten war.

In dem Filtrat von Gerbsdure- und Phosphorwolframsiurefiallung
war der Aminosdurestickstoff in einer Menge von 5,659, enthalten.

Die Berechnung dieser Werte auf Prozentgehalt an Gesamt- und
loslichem Stickstoff ergibt folgende Werte:

Menge des Stickstoffs in

auf %OO g des G/gsamt- des /?651.

Casein stickstoffs ~ Stickstoffs
Stickstoffgehalt des Caseins vor dem Abbau . 12,65 100 —
16slicher Stickstoff . . . . . . ... .. . . 1116 88,20 100
Stickstoff, fallbar durch Gerbsiure . . . . . 2,49 19,68 22,31
Stickstoff, fallbar durch Phosphorwolframséure 3,02 23,84 27,02
davon Ammoniak-Stickstoff . . . . . . . . . 0,27 2,12 2,43
Aminosduren-Stickstoff . . . . . . . . . .. 5,65 44,70 50,67

Aus dieser Ubersicht ist zu ersehen, daB die Kahmhefe das Casein
in weitgehendstem MafBe abgebaut hat. 88,209, des Gesamtstickstoffs
sind in losliche Form iiberfilhrt worden. Von diesen bestanden nur
22,319, aus Peptonstickstoff, wihrend nahezu 809, aus den einfachsten
Eiweillbausteinen, den Hexonbasen und Aminoséduren, stammten.

Im physiologischen Teil dieser Arbeit ist gezeigt worden, dall der
Milchzucker eine hemmende Wirkung auf die proteolytische Tétigkeit
der Kahmhefe ausiibt. Da das angewandte Casein ebenfalls einen
Milchzuckergehalt von ca. 0,79, besa8}, so wird diese hemmende Wirkung
auch bei diesem Abbau in Betracht zu ziehen sein. Es ist daher nicht
ausgeschlossen, dafl die Kahmhefe vollig milchzuckerfreies Casein in
noch weitergehendem MafBstabe abbauen kann.

Flichtige Stoffe.

Zur weiteren Untersuchung wurde eine Priifung auf leicht flichtige
und leicht zersetzliche Spaltprodukte vorgenommen.

Eine Priifung auf Schwefelwasserstoff und Indol verlief negativ.
Auch das Tryptophan konnte nicht nachgewiesen werden. Es war
anzunehmen, daB diese leicht zersetzliche Aminosdure einem weiteren
Abbau in sekundire Spaltprodukte anheimgefallen war.

Zur Bestimmung der fliichtigen Séuren und Basen wurde hierauf
die gesamte Fliissigkeitsmenge einer Wasserdampfdestillation unter-
worfen. Sie wurde so lange ausgedehnt, bis Lackmus durch das Destillat
nicht mehr gebldut wurde.

Um einen ungefihren Anhaltspunkt iiber die Natur der iibergehenden
Séauren zu erlangen, wurde der erste Teil des Destillats, ca. 100 cem,
in verdiinnter Schwefelsiure aufgefangen. Nachdem dieser Teil noch
weiter mit Schwefelsdure angesiuert worden war, wurde er einer zweiten

Milchwirtschaftliche Forschungen. III. 22
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Wasserdampfdestillation unterworfen, wobei die fliichtigen S#uren
iibergingen, wahrend die fliichtigen Basen in Form von schwefelsauren
Salzen im Destillationskolben zuriickblieben. Das durch diese Destilla-
tion erhaltene Destillat wurde mit Baryt neutralisiert, iiberschiissiges
Baryt durch Einleiten von Kohlendioxyd ausgefillt und das Filtrat
von Bariumsulfat und Bariumcarbonat auf dem Wasserbade zur Trockne
eingedampft. Die trockenen Bariumsalze wurden analysiert: 0,1770 g
ergaben 0,1473 g BaSO, = 48,979, Ba.
Von den in Frage kommenden fettsauren Salzen enthalten:

Ameisensaures Barium . . . . . . . . .. 60,359, Barium
Essigsaures Barium . . . . . . . . . .. 53,78%
Propionsaures Barium . . . . . . . . .. 48,469, '
Buttersaures Barium . . . . . . . . .. 4,179% .,
Valeriansaures Barium . . . . . . . . . . 40,459, '

Die analysierte Substanz schien also hauptsichlich aus propion-
saurem Barium zu bestehen, das mit Salzen anderer Fettsduren ver-
mischt war. Um diese zu identifizieren, wurde der grofite Teil des
ersten Destillats in verdiinnter Salzsdure aufgefangen und zur Trennung
der Ssuren und Basen einer zweiten Wasserdampfdestillation unter-
worfen. Das hierdurch erhaltene Destillat enthielt neben Salzsédure die
fliichtigen Sauren; es besall einen stechenden, scharfen Geruch. Nach
5stiindiger Destillation zeigte das jetzt ibergehende Destillat nur noch
schwach saure Reaktion, eine Priiffung mit Silbernitrat in salpetersaurer
Losung gab einen rein weilen, flockigen Niederschlag, der sich in {iber-
schiissigem Ammoniak leicht 16ste. Die jetzt noch iibergehende Saure
bestand also nur noch aus Salzsdure. Die Destillation wurde unter-
brochen und das Destillat zur Gewinnung der Fettsiuren im Schiittel-
trichter erschopfend ausgedthert. Der itherische Extrakt wurde
24 Stunden lang iiber geglihtem Natriumsulfat getrocknet und dann
der Ather abdestilliert. Der Riickstand bestand aus einer gelblich ge-
farbten, stark sauren Fliissigkeit von intensivem Geruch nach ranziger
Butter und Schweil. Er wurde einer zweiten Destillation unter Atmo-
sphiarendruck unterworfen und das Destillat in folgende Fraktionen
eingeteilt:

Fraktion Siedepunkt
] von 90—102°
2 L0000 ., 102—119°
3 ... oo, 119—141°
4 ... ..o, 141—162°
5 ... .. ., 162—175°
6 ,»  175—205°

Im Destillationskolben blieb ein ganz geringer, stark braun gefirbter
Riickstand zuriick, der zum Teil spater fest wurde. Fiir eine Analyse
reichte die Menge dieses Riickstandes nicht aus.
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Die gewonnenen Fraktionen wurden unter gewchnlichem Druck
nochmals einzeln destilliert und hierbei in Fraktionen eingeteilt, deren
Siedepunkte ungefihr den Siedepunkten der sie zur Hauptsache bilden-
den Fettsiuren entsprach. Es wurden folgende Fraktionen erhalten:

Fraktion Siedepunkt Name
1 .. ... . . von 98—101° Ameisensiure
2 ... .. .. ,, 116—119° Essigsaure
. J ,, 138—141° Propionséaure
4 ... ... ,, 159—162° Buttersiure
5 ., 172—175° Valeriansaure
6 5 202—206° Capronsaure

Untersuchung von Fraktion 1. Diese Fraktion bestand aus einer
vollig farblosen, an der Luft stark rauchenden Fliissigkeit von stechen-
dem Geruch. In Eiswasser gestellt, erstarrte sie sofort zu einem Krystall-
brei. Ein Teil wurde zur Darstellung des Silbersalzes, ein zweiter Teil
zur Darstellung des Bariumsalzes verwandt.

Das Silbersalz fiarbte sich, trotzdem eine Einwirkung des Lichtes
moglichst vermieden wurde, bald so stark, dafl von einer Silberbestim-
mung abgesehen werden mufite. Diese Eigenschaft ist charakteristisch
fiir ameisensaures Silber.

Die Bestimmung des Bariumsalzes ergab folgende Werte:

Best. 1 : 0,1553 g Substanz ergaben 0,1578 g BaSO, = 59,799, Ba.
Best. 2 : 0,2015 g Substanz ergaben 0,2059 g BaSO, = 60,139, Ba.

Reines ameisensaures Barium von der Formel (HCOO), Ba verlangt
60,409, Ba.

Fraktion 1 bestand also hauptsichlich aus Ameisensdure. Da die
Fraktion nicht den genauen Siedepunkt der Ameisensiure besall, waren
geringfiigige Beimengungen von anderen Siduren wahrscheinlich.

Die Ameisenséure ist als sekundires Spaltprodukt schon von ver-
schiedenen Forschern festgestellt worden. Es handelt sich meist um
Versuche, bei denen bestimmte primére Abbauprodukte entweder einer
allgemeinen Fiulnis oder der Einwirkung einer einzigen Art von Mikro-
organismen unterworfen wurden. Von W. Brasch®) wurde sie durch
Einwirkung von Bac. putrificus auf Serin, von Neuberg?®) aus Valin und
Asparaginsiure und von D. Ackermann'') aus Glutaminsiure erhalten.

Besonders interessant ist die Entstehung der Ameisensiure aus der
Glutaminsiure und der Asparaginsiure. Beide Aminosiuren zéhlen zu
den regelmiafig im Eiweill vorkommenden priméren Spaltprodukten.
Sie konnten beim Abbau des Caseins durch Kahmbhefe beide nicht auf-
gefunden werden, so dafl die Entstehung der Ameisensiure aus diesen
Kérpern mit grofler ‘W ahrscheinlichkeit anzunehmen ist.

Untersuchung von Fraktion 2. Die Menge dieser Fraktion war zu
gering, um Identifizierungsversuche anstellen zu kénnen. Im KEis-

22*
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schrank erstarrte sie nicht; der Geruch war nicht typisch essigséure-
artig. Es schien vielmehr eine Mischung von Ameisensdure mit héheren
Fettsduren vorzuliegen.

Untersuchung von Fraktion 3. Im Gegensatz zu der Fraktion 1 war
diese Fraktion auch nach lingerem Aufbewahren iiber konz. Schwefel-
siure im Eisschrank bei 4 2° bis - 3° C nicht erstarrt. Das dar-
gestellte Silbersalz, feine, nadelférmige, in siedendem Wasser leicht 15s-
liche Krystalle, ergab folgenden Silberwert:

Best. 1 :0,9522 g Subst. ergaben 0,6985 g AgCl = 55,219, Ag.

Da reines Silberpropionat 59,609, Ag verlangt, schien diese Fraktion,
dem Ergebnis der Analyse nach zu urteilen, eine ziemlich grobe Ver-
unreinigung, wahrscheinlich durch andere Fettsduren, zu enthalten. Sie
wurde deshalb nochmals einer sorgfiltigen Destillation unterzogen und
hierbei nur das Destillat von 140—141 ° aufgefangen. Von der erhaltenen
Menge wurde wiederum das Silbersalz hergestellt, zweimal aus heillem
Wasser umkrystallisiert und nach erfolgter Gewichtskonstanz analysiert:

Best. 2: 0,0871 g Substanz ergaben 0,0688 g AgCl = 59,459, Ag.

Die Darstellung des Bariumsalzes konnte leider nicht ausgefiihrt
werden, da die restliche Menge hierzu nicht ausreichte. Trotzdem aber
diirfte durch vorstehende Analysen die Propionséure mit geniigender
Sicherheit identifiziert worden sein.

Diese Séure, die an Menge alle anderen aufgefundenen Sauren iiber-
traf, ist bereits von verschiedenen Forschern als sekundares Eiweilspalt-
produkt festgestellt worden. Die gebildete groBe Menge 13t sich daraus
erkliren, dafl die Moglichkeit ihrer Entstehung aus priméren Spaltpro-
dukten besonders grof3 ist. So wurde sie von W. Brasch8), Nawiasky'?),
Neuberg'3), Abderhalden') und Effront's) aus verschiedenen Amino-
sduren, wie Alanin, Serin, Aspargiansdure und Glutaminséure, erhalten.

Wie spéter gezeigt werden wird, wurden Asparaginsdure und Glut-
aminsidure nicht unter den Spaltprodukten des Caseins gefunden, trotz-
dem sie zu den regelmafBig vorkommenden Bausteinen des Eiweilles
zéhlen. Diese beiden Aminosduren scheinen also in erster Linie die
Ausgangssubstanz fiir die entstandene Propionsiure gebildet zu haben.

Untersuchung von Fraktion 4. Diese Fraktion, die ebenfalls im Eis-
schrank nicht erstarrte, besa3 einen besonders intensiven Geruch. Das
Silbersalz, in bekannter Weise hergestellt, war in kaltem Wasser sehr
schwer léslich ; es wurde mehrmals aus heilem Wasser umkrystallisiert,
woraus es sich beim Abkiihlen in feinen Nadeln ausschied. Im Schmelz-
punktrohrchen in konz. Schwefelsdure erhitzt, firbte es sich bei 150°
braun, um bei hoherer Temperatur voéllig zu verkohlen, ohne zu schmel-
zen. Silberbestimmung:

0,1002 g Substanz ergaben 0,0703 g AgCl = 52,819, Ag.
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Da reines Silberbutyrat 55,339, Ag verlangt, bestand auch hier
wieder die Wahrscheinlichkeit, daff diese Fraktion Beimengungen
anderer Sauren enthielt. Diese Wahrscheinlichkeit wurde verstirkt,
als sich herausstellte, daf3 die vorliegende Fraktion ein, wenn auch nur
sehr geringes, optisches Drehungsvermégen besafl. Reine Buttersiure
ist optisch inaktiv, da sie kein asymmetrisches Kohlenstoffatom besitzt.
Bei der vorliegenden Fraktion lag also eine Verunreinigung vor, die aus
hoheren, optisch aktiven Fettsiuren bestehen mufite. Um die Fraktion
hiervon zu befreien, wurde sie einer zweimaligen Destillation unter-
zogen, wobei jedesmal nur die Fraktion von 160—162° aufgefangen
wurde.

Eine Bestimmung des dargestellten Silbersalzes ergab folgenden
Wert:

0,0854 ¢ Substanz ergaben 0,0622 g AgCl = 54,829, Ag,
berechnet fir Ag C,H,0, = 55,339, Ag.

Der etwas ungenaue Wert ist wohl dadurch zu erkliren, daf die
Fraktion immer noch geringe Mengen fremder Beimengungen enthielt,
die selbst durch zweimalige Destillation nicht entfernt werden konnten.
Zu einer weiteren Reinigung reichte die Menge der noch vorhandenen
Séure leider nicht aus.

Der Rest der Fraktion wurde zur Darstellung des Calciumsalzes ver-
wandt. Es wurde hergestellt durch Kochen der Fraktion mit Calcium-
carbonat und sehr viel Wasser. Wenn dieses Salz auch nicht in analy-
sierbarer Menge erhalten werden konnte, so war es doch mdglich, eine
wichtige und charakteristische Eigenschaft des Calciumbutyrats be-
stitigt zu finden: Wurde das Salz in kaltem Wasser geldst, so triibte
sich die Lésung beim Erwirmen. Nach Literaturangaben besitzt reines
Calciumbutyrat bei 70—80° seine geringste Wasserloslichkeit. Durch
vorstehende Analysen und Beobachtungen diirfte die Buttersiure
identifiziert worden sein.

Ihre Entstehung durch Einwirkung von Mikroorganismen auf
EiweiBstoffe bzw. deren Bausteine ist bereits von mehreren Forschern,
wie W. Brasch®), Bopp'®), Effront's), Grimmer?), Nawiasky'?), Nencki'8)
und Neubergl?), festgestellt worden.

Untersuchung von Fraktion 5. Diese Fraktion besaB einen intensiven
Geruch nach altem Kise. Da auch sie sehr wahrscheinlich mit anderen
Fettsiiuren vermengt war, wurde sie ebenfalls einer zweimaligen Destilla-
tion unterzogen. Aufgefangen wurde die Fraktion von 170—174°.

Das dargestellte Silbersalz krystallisierte in flachen Blittchen, die
sich beim Erhitzen im Schmelzpunktréhrchen schnell unter Braun-
farbung zersetzten. Eine Silberbestimmung ergab folgenden Wert:

0,0952 g Subst. ergaben 0,0659 g AgCl = 52,109, Ag
berechnet fiir AgC;H,0, = 51,629, Ag.
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Zu weiteren Identifizierungsversuchen reichte die vorhandene Menge
nicht aus. Die Wahrscheinlichkeit bestand aber, daBl die vorliegende
Fraktion zum groften Teil aus der gewohnlichen Valeriansdure (Iso-
propylessigsdure) bestand.

Diese Saure laBt sich wohl am einfachsten aus der «-Aminoiso-
valerianséure, dem Valin, durch reduktive Desaminierung entstanden
denken:

CH3\ CH3\

cHy ca/

In der Tat wurde sie von Neuberg?) bei der Faulnis des Valins er-
halten. Derselbe Forscher isolierte sie ebenfalls aus den Spaltprodukten
von der Féaulnis ausgesetztem reinem Casein. Von Nenck:!®) und von
Naviasky'2) wurde diese Saure als Umwandlungsprodukt des Leucins
durch Bact. proteus vulgaris festgestellt.

Untersuchung von Fraktion 6. Diese Fraktion besall einen sehr
widerlichen Geruch nach Schweil. Sie wurde nochmals destilliert und
hierbei die Fraktion von 200—205 ° aufgefangen. Das dargestellte Silber-
salz krystallisierte aus Wasser nicht wie gew6hnlich in Nadeln, sondern
in zusammengeballten Flocken, die ebenfalls leicht zersetzlich waren.

Die Silberbestimmung des Salzes ergab:

CH—CHNH,—COOH + H, = CH—CH,—COOH + NH;.

0,0652 g Substanz ergaben 0,0415 g AgCl = 47,909, Ag,
berechnet fiir Ag CgH,,0, = 48,389, Ag.

Diese Fraktion diirfte wohl hauptséchlich aus der normalen Capron-
sdure bestehen.

Diese Saure wurde von Nawiasky!?) als Spaltprodukt des Leucins
durch Einwirkung von Bact. proteus vulgaris erhalten. C. Neuberg'®)
isolierte sie aus Casein, das einer allgemeinen Féaulnis ausgesetzt
worden war.

Die iiber 205° siedenden Anteile, die teilweise im Destillations-
kolben fest geworden waren, waren in zu geringer Menge vorhanden,
als daf} sie analysiert werden konnten. Es ist nicht ausgeschlossen,
daf sie sich aus hoheren Fettsduren zusammensetzten.

Der von den fliichtigen Sauren befreite Destillationsriickstand der
Wasserdampfdestillation enthielt diejenigen fliichtigen Basen, die in
dem Digestionsgemisch in ungebundener Form vorhanden gewesen
waren. Der grofite Teil der durch den Abbau gebildeten Basen befand
sich jedoch noch in der Hauptflissigkeit in Form von Salzen, die nicht
fliichtig sind und infolgedessen bei der ersten Wasserdampfdestillation
im Destillationsriickstand zuriickgeblieben waren. Hieraus wurden sie
durch eine spéter zu besprechende Fillung mit Phosphorwolframséure,
zusammen mit anderen Abbauprodukten, niedergeschlagen. Aus dem
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Phosphorwolframniederschlag wurden sie nach Zerlegung des Nieder-
schlages durch Baryt durch eine Wasserdampfdestillation entfernt. Die
freigemachten fliichtigen Basen wurden in Salzséure aufgefangen. Das
Gemisch der salzsauren Basen wurde jetzt auf dem Wasserbad zur
Trockne eingedampft und analysiert. Der Stickstoffgehalt betrug nach
Kijeldahl 23,54%,. Als hauptsichlich gebildete Base kam, dem Geruch
der iibergehenden Fliissigkeit nach zu urteilen, Ammoniak in Frage.
Da reines Ammoniumchlorid 26,199, Stickstoff verlangt, so mufBiten
auch noch Basen mit geringerem Stickstoffgehalt gebildet worden sein.
Als solche kamen Monomethylamin, Dimethylamin und Trimethylamin
in Betracht, deren salzsaure Salze 20,759, Stickstoff, 17,199, Stickstoff
und 14,679, Stickstoff enthalten. Zur Untersuchung wurden die trock-
nen salzsauren Basen zunéchst mit Chloroform, in welchem die Chloride
des Dimethylamins und Trimethylamins léslich sind, behandelt. Der
in Chloroform unlosliche Riickstand, der sich durch die Behandlung
mit Chloroform nicht merkbar verringert hatte, wurde hierauf mit
absolutem Alkohol, in welchem das salzsaure Monomethylamin 16slich
ist, gekocht. Auch hierbei trat keine merkbare Verringerung der Salz-
menge ein. Der Riickstand wurde mit Tierkohle gereinigt und mehrmals
aus heilem Wasser umkrystallisiert.

Zur Analyse wurden 1,0752 g des trocknen Salzes in Wasser gelost
und in MeBkolben auf 100 ccm gefiillt. Fiir die Chlorbestimmung
wurden je 10 ccm, fiir die Stickstoffbestimmung je 20 ccm verwandt.

Die Chlorbestimmung wurde titrimetrisch mit Silbernitrat und
Kaliumchromat in neutraler Lésung ausgefiihrt.

0,1075 g brauchten 20,16 ccm 1/,,-AgNO,
1,0 cem 1/;4-AgNO; entsprechen 0,003546 g Cl
20,16 ,, 1/;0-AgNO; entsprechen 0,07151 g Cl = 66,51%, Cl,
berechnet fir NH,Cl1 = 66,35% Cl.
Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl ausgefiihrt:
0,1075 g brauchten 20,30 cem ?/,,-H,S0, = 26,419, N,
berechnet fir NH,Cl = 26,19%, N.

Das analysierte Salz war also reines Ammoniumchlorid.

Die erhaltenen Chloroform- und Alkoholextrakte wurden zur weiteren
Untersuchung vorsichtig zur Trockne eingedampft. Der Riickstand be-
stand jedoch nur aus sehr geringen Mengen einer braunen, harzigen
Substanz, die selbst nach mehrmaligem Uml6sen keine krystallinischen
Abscheidungen zeigte. Zu einer niheren Identifizierung reichte die
erhaltene Menge dieser Substanz nicht aus.

Jedenfalls stand fest, daB die gebildeten fliichtigen Basen zum
weitaus groBten Teil aus Ammoniak bestanden. Die Entstehung dieser
Base aus primiren Eiweillspaltprodukten ist auf eine Desaminierung
der Aminosduren zuriickzufiihren.
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Andere fliichtige Basen waren, wenn iiberhaupt gebildet, doch nur
in duBerst geringer Menge vorhanden. DaB sie entstanden waren, wird
durch den Stickstoffgehalt des rohen Basengemisches wahrscheinlich
gemacht. AuBerdem sind in der Literatur zahlreiche Angaben vorhanden,
nach denen besonders die verschiedenen Methylamine als sekundére
Eiweiflspaltprodukte festgestellt worden sind.

Priifung auf Casein.

Von der Tatsache ausgehend, da das Caseineiweil in stark ver-
diinnter Natronlauge verhdltnismaBig leicht 1oslich ist, wihrend das
Pilzeiweil nur in ganz geringem Mafle bei lingerer Behandlung mit
Alkali in Losung geht, wurde die Untersuchung des festen Riickstandes
in folgender Weise vorgenommen:

Ein Teil der getrockneten Masse wurde mit stark verdiinnter Natron-
lauge kurze Zeit behandelt. Eine Losung des Riickstandes wurde nicht
beobachtet. Es wurde filtriert und das Filtrat mit verdiinnter Salz-
sdure neutralisiert. Die Losung blieb Kklar, ein Zeichen dafiir, daB3 der
Riickstand sich aus Pilzeiwei zusammensetzte. Es war also alles Casein
in Losung iiberfiithrt worden.

Zur Entfernung der wasserloslichen, aber den wahren EiweiBkérpern
noch sehr nahestehenden Spaltprodukte wurde die Abbaulésung in der
Hitze mit stark verdiinnter Essigsiure versetzt, wodurch nach Winter-
stein die Tyroalbumine gefillt werden. Es trat nur eine ganz geringe
Triibung ein, die mit Hilfe einer gesittigten Losung von Kaliumalaun
abfiltriert werden konnte.

Priifung auf Peptone.

Fiir die Priifung der Abbaulésung auf ihren Gehalt an Peptonen und
auf evtl. gebildete sekundire Abbauprodukte kommen zwei verschiedene
Verfahren in Frage:

1. Fillung mit Gerbséure.
2. Féllung mit Bleisalzen.

Durch beide Reagenzien werden fast genau die gleichen Mengen
stickstoffhaltiger Stoffe gefallt. Der Unterschied der Fillungen besteht
darin, dafl bei Anwendung von Bleisalzen die Fillung der Peptone in
zwei Fraktionen geteilt werden kann.

1. Féllung des grofiten Teils der Peptone durch Bleiacetat.

2. Fallung der bei alkalischer Reaktion fallenden Peptone durch
Bleiessig.

Durch dies Reagens werden aber ebenfalls evtl. gebildete Oxy-
carbonséuren gefillt, auf deren Auffindung hier grofer Wert gelegt
wurde. Diese werden durch Gerbsiure nicht zur Fillung gebracht.
Es ist klar, daf es fiir die Isolierung dieser Siuren, von denen vor allem
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Bernsteinsaure in Betracht kommt, von bedeutendem Vorteil ist, wenn
die groBle Menge der durch Bleiacetat fallbaren stickstoffhaltigen
Substanzen vorher eliminiert ist. Aus diesem Grunde wurde von der
an und fir sich einfacheren Fallung mit Gerbsaure abgesehen und die
Fillung durch Bleiacetat und Bleiessig vorgenommen.

Um zu groBle Verdiinnung zu vermeiden, wurde eine 35 proz. Blei-
acetatlosung angewandt. Da der Niederschlag der Peptone in Wasser
etwas, in einem UberschuB des Fillungsmittels aber verhdltnismaBig
stark loslich war, so wurde zur Vermeidung eines solchen Uberschusses
durch Reagensglasversuch die giinstigste Menge des Fallungsmittels fest-
gestellt. Die gefundene optimale Menge wurde nun auf die Hauptfliissig-
keit berechnet und hinzugesetzt. Nach 24 Stunden hatte sich der ent-
standene Niederschlag gut abgesetzt, er wurde abfiltriert und auf der
Wasserstrahlpumpe nach Auswaschen mit wenig Wasser scharf abgesogen.

Nachdem auf diese Weise die gro3te Menge der Peptone entfernt
worden war, wurde das neutrale, klare Filtrat mit Bleiessig gefdllt. Da
bei diesem Niederschlag in bezug auf Loslichkeit dasselbe gilt wie beim
Bleiacetatniederschlag, so muBte auch bei dieser Fillung ein Uberschuf3
des Féillungsmittels sorgfiltig vermieden werden. Nach 24 Stunden
wurde abfiltriert, mit wenig Wasser gewaschen und auf der Pumpe
scharf abgesogen.

Zur weiteren Untersuchung wurde der Niederschlag im Becherglas
in destilliertem Wasser suspendiert und mit verdiinnter Schwefelsdure
zerlegt. Uberschiissige Schwefelsiure wurde durch Baryt, ein Uber-
schuf} hiervon durch Einleiten von Kohlendioxyd quantitativ entfernt.
Die Niederschlige wurden abfiltriert und das Filtrat auf dem Wasser-
bad bis zur Sirupdicke eingedampft. Nach Aufbewahren im Exsiccator
schieden sich neben braungefirbten, amorphen Massen Krystalle aus.
Die ganze Masse wurde mit warmem Alkohol mehrmals gewaschen und
hierauf die alkoholische Fliissigkeit auf dem Wasserbad vom Alkohol
befreit. Die zuriickbleibende, dunkelbraun gefarbte Masse wurde in wenig
Schwefelsdure aufgenommen und mit geglithtem Natriumsulfat verrieben.
Hierauf wurde die Masse erschopfend ausgeithert, der gelbgefirbte Ather-
extrakt mit geglithtem Natriumsulfat getrocknet und dann auf dem
Wasserbad der Ather eingedampft. Der Riickstand war harzig. Nach
dreitdgigem Aufbewahren im Exsiccator begannen sich tafelartige Kry-
stalle abzuscheiden, die nach Behandlung mit Tierkohle und mehrfachem
Umbkrystallisieren aus Alkohol und Wasser einen Schmelzpunkt von
179—182° zeigten. Reine Bernsteinsiure schmilzt bei 184—185°.

Von der Substanz wurde das Bariumsalz hergestellt und durch seine
Analyse die Bernsteinsidure als solche identifiziert:

0,1941 g ergaben 0,1776 ¢ BaSO, = 53,85%, Ba,
berechnet fiir bernsteinsaures Ba = 54,209, Ba.
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Die Entstehung der Bernsteinsdure wire durch eine reduktive Des-
aminierung der Asparaginsidure nach folgendem Schema méglich:

NH,—HC—COOH CH,—COOH
1 +H, = + NH, .
H,C—COOH CH,—COOH

Die Richtigkeit dieser Theorie wurde zuerst von Nawtasky!?) be-
wiesen, der bei der Einwirkung von Proteus auf Asparaginsidure 44,49,
der theoretisch moglichen Menge Bernsteinsiure erhielt. Spiter wurde
sie auch noch von anderen Forschern, wie Neuberg!3), Brasch8) u. a.
als Umwandlungsprodukt der Asparaginsiure isoliert. Wenn die
Asparaginsdure also durch energisch abbauende Mikroorganismen, wie
Bakt. proteus oder Bac. putrificus, ohne weiteres abbaubar ist, so scheint
sie weniger energisch abbauenden Mikroorganismen gegeniiber wider-
standsfahiger zu sein. Grimmer?) gibt an, daBl er bei Einwirkung von
Oidium lactis auf Asparaginsaure keine Bernsteinsidure erhalten konnte.
Durch Einwirkung desselben Pilzes auf Glutaminséure wurde jedoch
Bernsteinsdure als Spaltprodukt festgestellt. Dasselbe Resultat er-
hielten Nawtasky'?) und Brasch®) durch Einwirkung von Proteus auf
Glutaminséure.

Bei dem Abbau des Caseins durch Kahmhefen scheint die Glutamin-
sdure am meisten als Ausgangssubstanz fiir die Bildung der Bernstein-
sdure in Frage zu kommen, da sie, wie spiter festgestellt werden wird,
nicht unter den Spaltprodukten nachzuweisen war, trotzdem sie als
regelmifBig vorkommender Baustein des Caseineiweifles zu gelten hat.

Dre Hexonbasen.

In der Hauptflissigkeit befinden sich jetzt nur noch die Amino-
sduren und ein Teil der Basen, die an die Aminosiduren gebunden sind
und daher bei der ersten Wasserdampfdestillation nicht mit iiber-
gegangen waren.

Diese Basen sowie die drei basischen Aminosduren Histidin, Arginin
und Lysin wurden durch eine Féllung mit der optimalen Menge einer
ca. 25 proz. Phosphorwolframséure in 5 proz. schwefelsaurer Losung aus
der Hauptfliissigkeit entfernt.

Um den entstandenen Niederschlag von den Basen zu befreien,
wurde er mit Baryt zerlegt und durch eine Wasserdampfdestillation
die freigemachten Basen entfernt.

Bestimmung der Hexonbasen. Der Destillationsriickstand wurde nach
dem Verfahren von Kossel?6) auf Hexonbasen verarbeitet.

Die Chlorbestimmung des nach diesem Verfahren erhaltenen Histidin-
chlorids ergab folgenden Wert:

0,0853 g ergaben 0,1146 g AgCl = 33,249, Cl.
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Das weiter gereinigte Salz wurde nochmals analysiert:
0,0441 g ergaben 0,0564 g AgCl = 31,649, Cl,
berechnet fiir CgHyN;0, -2 HCl = 31,099, Cl.

Das Histidin diirfte hierdurch mit geniigender Sicherheit identifiziert
worden sein.

Das nach demselben Verfahren erhaltene Arginin wurde zur Identi-
fizierung in das neutrale Nitrat iiberfiihrt. Hierzu wurde die im Filtrat
noch vorhandene Schwefelsdure durch Baryt, ein UberschuB hiervon durch
Kohlendioxyd entfernt. Das Filtrat vom Bariumsulfat und Bariumcarbo-
nat wurde mit Salpetersidure angesiuert und zur Trockne eingedampft.
Nach Reinigung mit Tierkohle und zweimaliger Umkrystallisation aus
heiBBem 96 proz. Alkohol wurde das Argininnitrat als eine weille, krystalli-
nische Masse erhalten, die, durch das Mikroskop betrachtet, aus drusenartig
verfilzten Niadelchen bestand. Sie besaB keinen scharfen Schmelzpunkt;
in kaltem Alkohol war sie schwer, in heiBem Alkohol leicht l6slich.

Eine Bestimmung des Krystallwassergehaltes ergab folgenden Wert:

1,8220 g Substanz verloren im Trockenschrank bei 115°: 0,0574 g Wasser = 3,15%,.

Nach Literaturangaben krystallisiert das neutrale Argininnitrat mit
1/, Mol. Krystallwasser.

Ber. fiir CgH,,N,0, - HNO, + 1/, Mol. H,0 : 3,66% H,0,
gef. : 3,15%, H,0.

Die Verbrennung ergab fiir C und H folgende Werte:

Best. 1: 0,1420 g ergaben 0,1491 g CO, u. 0,0881 g H,O = 28,65%, C u. 6,949, H,
Best. 2: 0,1885 g ergaben 0,1999 g CO, u. 0,1181 g H,0 = 28,939, C u. 7,019, H.
Ber. fiir CgH,,N,0, - HNO, + 1/, Mol. H,0: 29,25% C u. 6,55% H.

Die Substanz ist also als Argininnitrat anzusprechen.

Von dem erhaltenen Lysin wurde das Pikrat hergestellt. Es war
in kaltem Wasser schwer, in siedendem Wasser ziemlich leicht 16slich.
Aus heilem Wasser schied sich aus der Losung beim Abkiithlen das
Pikrat in nadelférmigen Krystallen aus, die bei 217—218° schmolzen.
Reines Lysinpikrat verlangt einen Schmelzpunkt von 220°.

Zur weiteren Identifizierung wurde die salzsaure Verbindung des Lysins
hergestellt. Die Chlorbestimmung dieses Salzes ergab folgenden Wert:

0,0655 g ergaben 0,0846 g AgCl = 31,95%, Cl,
Ber. fiir CgH,N,0, - 2 HCI = 32,379, Cl.

Die vorliegende Substanz bestand also aus reinem Lysin.

Die Aminosduren.
In dem Filtrat des Phosphorwolframsidureniederschlages befanden
sich jetzt nur noch die Aminosduren.
Zu ihrer Isolierung wurde folgendermafBlen vorgegangen: Die im
Filtrat noch vorhandene geringe Menge von Phosphorwolframsédure
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sowie die zugesetzte Schwefelsiure wurde durch Baryt, ein Uberschufl
hiervon durch Kohlendioxyd quantitativ entfernt. Nach Filtration und
griindlicher Auswaschung der Niederschlige wurde das Filtrat stark
eingeengt. Hierbei schieden sich geringe Mengen von Krystallen aus,
die abfiltriert, in kochendem Wasser gelost und mit etwas Tierkohle
gereinigt wurden. Beim Eindampfen der Losung schieden sich die
Krystalle in Form von feinen Nadeln ab. Mit Millons Reagens zeigten
sie eine stark fleischrote Farbung, die ebenso wie die Krystallform und
die Loslichkeit auf Tyrosin hinwies.

Zu weiteren Identifizierungsversuchen reichte die Menge der aus-
geschiedenen Krystalle nicht aus.

Das Filtrat der Losung, nach weiterem Eindampfen ein dicker Sirup,
aus dem sich keine Krystalle mehr ausgeschieden hatten, wurde nun
unter Eiskiihlung mit trockenem Chlorwasserstoffgas gesattigt und
einige Tage bei 0° aufbewahrt. Krystallabscheidungen konnten nicht
festgestellt werden. Glutaminsédure schien also nicht vorhanden zu sein.

Die Hauptfliissigkeit wurde jetzt bis zur Sirupdicke eingedampft
und dann nach der Methode von E. Fischer verestert.

Die Destillation der Ester wurde bei einem Druck von 14 mm aus-
gefithrt. Eine wiinschenswerte Destillation bei einem Druck von weniger
als 1 mm konnte nicht durchgefithrt werden, da eine geeignete Apparatur
nicht zur Verfiigung stand. Es war also zu befiirchten, daBl die Aus-
beute an Estern, besonders an den hohersiedenden, durch teilweise
Zersetzung und Verharzung nicht unwesentlich herabgesetzt werden
wiirde.

Das Destillat wurde in folgende vier Fraktionen eingeteilt:

Fraktion 1 . . . . . . . von 20— 60° (Sp. 14)
» 2 ... ... » 60— 90°  do.
» 3. ... »  90—110°  do.
» 4 . .00 L. 5  110—150°  do.

Fraktion 4 hatte bereits sehr stark unter Zersetzung zu leiden. Der
Destillationsriickstand war groéBtenteils verharzt.

Die erhaltenen Fraktionen, die alkalische Reaktion zeigten, wurden
nun, jede fiir sich, im Kolben mit der zehnfachen Menge Wasser ver-
setzt und 10 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Bei den Frak-
tionen 3 und 4 hatte sich beim Zusatz des Wassers eine 6lartige Substanz
ausgeschieden, die durch Schiitteln mit Ather entfernt und spiter
identifiziert wurde.

Die verseiften Ester, die auch nach Abkiihlung keine krystallinischen
Abscheidungen zeigten, wurden jetzt bei 15—17 mm Druck bis zur
Trockne eingedampft. Um etwa vorhandenes Prolin, das sich durch
seine Alkoholloslichkeit von den anderen Aminosiuren unterscheidet,
zu isolieren, wurden die drei Trockenriickstinde jetzt mit absolutem
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Alkohol am RiickfluBkiihler gekocht und heif3 filtriert. Bei allen Frak-
tionen trat bei Abkiihlung der Filtrate eine Triibung ein. Diese Triibung,
die aus weniger leicht in Alkohol loslichen Aminoséuren bestand, wurde
abfiltriert und mit dem vollig unloslichen Teil vereinigt. Der klare,
alkoholische Extrakt wurde dann im Vakuum wieder bis zur Trockne
eingedampft und der Riickstand jetzt mit kaltem, absolutem Alkohol
behandelt. Ein Teil der Substanz ging in Lésung, der unlésliche Riick-
stand wurde wieder mit dem alkoholunloslichen Hauptteil der Amino-
sduren vereinigt.

Die in Losung gegangene Menge wurde nun zur Reinigung nochmals
eingedampft und wieder mit kaltem, absolutem Alkohol extrahiert. Bis
auf ganz geringe Riickstédnde ging jetzt alles in Losung. Die wieder bis
zur Trockne eingedampfte Substanz wurde durch Kochen mit Baryt-
wasser racemisiert, dann das Baryt durch verdiinnte Schwefelsdure
entfernt und die wisserige Losung mit Kupfercarbonat behandelt. Die
blaue Losung wurde eingedampft, das erhaltene Kupfersalz mehrmals
aus Wasser umkrystallisiert und im Trockenschrank bei ca.100° ge-
trocknet. Nach erreichter Gewichtskonstanz wurde der Kupfergehalt
gravimetrisch bestimmt.

Die Analyse ergab folgende Werte:

Best. 1 : 0,2285 g ergaben 0,0634 g CuO = 22,169, Cu,
Best. 2 : 0,1812 g ergaben 0,0504 g CuO = 22,22%, Cuy,
berechnet firr C;oH;N,0,Cu = 21,819, Cu.

Zur weiteren Identifizierung wurde ein kleiner Teil des Kupfersalzes
in wenig Wasser gelost. Die blaue Losung wurde etwas eingedampft
und abgekiihlt, wobei sich blaugefarbte Krystalle ausschieden, die ab-
filtriert und im Exsiccator getrocknet wurden.

Eine Kupferbestimmung dieser Substanz ergab folgenden Wert:

0,2021 g ergaben 0,0476 g CuO = 18,82%, Cu.

Das mit 2 Molekiilen Krystallwasser krystallisierende Kupferprolin
verlangt 19,269, Kupfer.

Die vorliegende Substanz ist durch diese Analysen sowie durch ihre
Loslichkeit in Alkohol als Prolin identifiziert.

Da die Versuche, die einzelnen Aminosiduren aus den verschiedenen
Fraktionen direkt zu trennen, was auf Grund einer evtl. vorhandenen
verschiedenen Léslichkeit in Athyl- und Methylalkohol vielleicht mog-
lich gewesen wiire, fehlschlugen, so wurde die Identifizierung auf dem
Wege iiber die Kupfersalze versucht.

Hierzu wurden die Fraktionen einzeln in Wasser aufgenommen und
mit Kupfercarbonat behandelt. Aus den Fraktionen 1—3 schieden sich
bereits beim Erkalten der Losung blaBblau gefarbte Bliattchen aus, die
in Wasser und Methylalkohol sehr schwer 16slich waren. Sie wurden
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heiB3 abfiltriert und bei 100° getrocknet. Im Schmelzpunktréhrchen
waren sie bei 260 ° noch nicht geschmolzen; sie waren véllig geschmack-
los. Eine Kupferbestimmung des Salzes ergab:

Schwerlosliches Salz aus Fraktion 1:
0,1538 g ergaben 0,0382 g CuO = 19,849, Cu.
Schwerlosliches Salz aus Fraktion 2:
0,0925 g ergaben 0,0233 g CuO = 20,139, Cu.

Das Kupfersalz aus Fraktion 1 mit 19,849%, Cu stimmt gut auf Leucinkupfer
(ber. fir C,,H,,N,0,Cu = 19,639, Cu).

Der etwas hohere Kupfergehalt des Salzes aus Fraktion 2 ist wahr-
scheinlich durch eine geringe Beimischung von Valinkupfer zu erkldren,
welches 21,499, Cu verlangt.

Das Filtrat von Fraktion 1 wurde weiter eingeengt, wobei sich
wieder geringe Mengen einer krystallinischen Substanz ausschieden. Sie
wurden abfiltriert und mit wenig Wasser erwiarmt. Ein Teil der Krystalle
ging leicht in Losung, der Rest erst nach kurzem Erhitzen. Die Losung
wurde auf dem Wasserbad eingedampft, der im Exsiccator getrocknete
Riickstand zur Analyse gebracht:

Best. 1 : 0,1582 g ergaben 0,0461 g CuO = 23,289, Cu.
Best. 2 : 0,2001 g ergaben 0,0555 g Cu0 = 22,16%, Cu.

Da die erhaltenen Werte weder fiir Leucin (19,639, Cu) noch fiir
Valin (21,499, Cu) oder Alanin (26,519, Cu) stimmten, so lag hier
wahrscheinlich eine Mischung dieser Aminosduren vor, was ja die ver-
schiedene Lgslichkeit in Wasser schon anzeigte.

Ein Versuch, diese beiden Korper auf Grund ihrer verschiedenen
Loslichkeit in Wasser zu trennen, konnte wegen der erhaltenen geringen
Mengen nicht ausgefithrt werden.

Das Filtrat wurde nun weiter eingeengt; sobald sich wigbare Mengen
abgeschieden hatten, wurden diese analysiert:

0,1612 g ergaben 0,0516 g CuO = 25,579, Cu.

Der erhaltene Wert machte das Vorhandensein von Alanin (ber.
26,519, Cu) bereits sehr wahrscheinlich. Zur weiteren Identifizierung
wurde der Rest des Filtrates vollig zur Trockne eingedampft und der
Riickstand mit Methylalkohol behandelt. Der hierin unlosliche Anteil
wurde abfiltriert, getrocknet und aus Wasser, in dem er mit blauer
Farbe leicht 1dslich war, zweimal umkrystallisiert. Das noch einmal
aus 50 proz. Alkohol umkrystallisierte Kupfersalz wurde abfiltriert und
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Die Kupferbestimmung ergab folgenden Wert:

0,2150 g ergaben 0,0706 ¢ CuO = 26,23%, Cu,
berechnet fiir Alaninkupfer = 26,519, Cu.
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Hierdurch wurde das Vorhandensein von Alanin sichergestellt.

Ebenso wie bei Fraktion 1 wurde auch aus Fraktion 2 durch frak-
tionierte Krystallisation das schwerlésliche Leucinkupfer herausgeholt.
Das Filtrat hiervon wurde véllig zur Trockne eingedampft und der
Riickstand mit Methylalkohol gekocht. Wihrend bei Fraktion 1 der
groBte Teil des Riickstandes hierbei ungelost blieb, ging bei Fraktion 2
ein groBer Teil in Losung. Dieser wurde filtriert, wieder eingedampft,
dann zweimal aus Methylalkohol umkrystallisiert und im Trocken-
schrank bei 95—100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Eine Kupferbestimmung des Salzes ergab folgenden Wert:

0,1985 g ergaben 0,0522 g CuO = 21,019, Cu.

Es lag also ziemlich reines Valin vor, das scheinbar mit etwas Leucin
vermengt war.

Bei Fraktion 3 zeigte sich vor der Verseifung beim Zusatz von
Wasser eine starke Triibung, bei Fraktion 4 eine Abscheidung einer
olartigen Masse, die durch Ausschiitteln mit Ather entfernt und auf
Phenylalanin untersucht wurde. Hierzu wurde die &therische Losung
nach Waschen mit Wasser und nachfolgendem Trocknen mit geglithtem
Natriumsulfat mit konz. Salzsiure versetzt und vorsichtig eingedampft,
wodurch der Ester verseift wurde. Das sich bildende Chlorhydrat wurde
nochmals in verdiinnter Salzsiure aufgenommen und dann im Vakuum
bis zur Trockne eingedampft. Der Trockenriickstand wurde hierauf
mit Wasser aufgenommen, die wisserige Losung mit verdiinntem
Ammoniak versetzt und eingedampft. Der Riickstand wurde durch
Waschen mit Eiswasser von den entstandenen Ammonsalzen befreit.
Die freie Aminosidure wurde nun in heiBem Wasser gel6st und durch
Behandlung mit Kupfercarbonat das Kupfersalz hergestellt. Die Analyse
ergab folgenden Wert:

0,0905 g ergaben 0,0181 g CuO = 15,97%, Cu.

Dieser Wert stimmt annihernd auf Phenylalaninkupfer, welches
16,269, Cu verlangt. Der Rest der Aminosdure wurde nochmals aus
heifem Wasser umkrystallisiert. Die erhaltene Substanz, deren Menge
zu einer Darstellung des Kupfersalzes nicht ausreichte, besall einen
Schmelzpunkt von 276—279°. Reines Phenylalanin schmilzt bei 283°.

Die vorliegende Substanz war hierdurch als Phenylalanin identi-
fiziert.

Der Kolbenriickstand hatte sich wihrend der Destillation gréften-
teils zersetzt. Er wurde in heiflem Wasser aufgenommen und durch
Tierkohle moglichst gereinigt. Zur Untersuchung auf einen Gehalt an
Asparaginsiure wurde das Filtrat mit wenig festem Baryt versetzt
und 6 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Die filtrierte, stark alkalische
Losung wurde im Eisschrank aufbewahrt. Selbst nach einigen Tagen
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konnten keine krystallinischen Abscheidungen bemerkt werden. Hierauf
wurde das in der Losung vorhandene Baryt entfernt und das Filtrat
zwei Stunden mit festem Kupfercarbonat gekocht. In dem erhaltenen
Filtrat zeigten sich beim Abkiihlen ebenfalls keine krystallinischen
Abscheidungen.

Nach 3 Tagen wurde das Filtrat mit Schwefelwasserstoff gesittigt, das
abgeschiedene Kupfersulfid abfiltriert und das Filtrat zur Entfernung des
Schwefelwasserstoffs erwédrmt. Zur Untersuchung auf einen Gehalt an
Glutaminsdure wurde die Lésung unter Eiskithlung mit getrocknetem
Chlorwasserstoff geséttigt. Auch jetzt zeigten sich keine Krystalle.

Die Anwesenheit von Asparaginsiure und Glutaminsidure konnte
somit nicht festgestellt werden.

Zusammenfassung.

Das Ergebnis iiber die qualitative Untersuchung des Caseinabbaus
durch Kahmbhefe J ist, kurz zusammengefaBt, folgendes*):

Das Casein wird bei saurer Reaktion durch Kahmhefen bis zu den
einfachsten Bausteinen abgebaut.

Der Abbau geht nicht so weit, daBl das ganze EiweiBmolekiil in die
einfachsten Bausteine zerlegt wird, es entstehen vielmehr auch groBere
Bruchstiicke, wie Albumosen, Peptone, Peptide, die nicht weiter zer-
legt werden.

Andererseits ist die Kahmhefe imstande, die Aminosduren noch
weiter zu zerlegen in sekundire Spaltprodukte von sowohl basischer
als auch saurer Natur.

Die einzelnen Aminoséuren zeigen sich beim sekundéren Abbau als
verschieden leicht angreifbar. Tryptophan, Asparaginsiure und Glut-
aminsiure konnten mit Sicherheit iiberhaupt nicht nachgewiesen
werden. Es ist anzunehmen, daB sie bei der langen Einwirkungsdauer
vollstdndig in sekundire Produkte umgewandelt worden sind. Ahnlich
leicht angreifbar scheint das Tyrosin zu sein, das im Digestionsgemisch
nur noch in geringen Mengen vorhanden zu sein schien. Ob und wie
weit die anderen vorhandenen Aminosiuren angegriffen worden waren,
konnte nicht festgestellt werden.

Die gebildeten sekundéren basischen Spaltprodukte bestanden
groBtenteils aus Ammoniak. Es war jedoch nicht von der Hand zu
weisen, dafl auch andere basische Stoffe, dem Geruch nach Alkylamine,
gebildet worden waren; jedoch nur in so minimalen Mengen, daB sie
der Analyse entgingen.

Von fliichtigen Sduren wurden nachgewiesen Ameisenséure, Propion-
siure, Buttersdure, Valeriansdure und Capronsiure; au3erdem die nicht

*) Es ist zu beriicksichtigen, daB das angewandte Casein Beimengungen von
Milchzucker und Fett enthielt.
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fliichtige Bernsteinsiure. Die Propionsiure war am stérksten vertreten,
die Ameisensiure, Valeriansédure und Capronsdure am schwichsten.

Die Hexonbasen Histidin, Arginin und Lysin konnten mit Sicher-
heit nachgewiesen werden, ebenso die Aminosduren Prolin, Leucin,
Alanin, Valin und Rhenylalanin. Die Anwesenheit von Tyrosin war
wahrscheinlich, Glutaminsédure und Asparaginsdure waren nicht vor-
handen.
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