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Schiesslich sage ich den HH. Burkhardt und Schraube, welche
mich bei dieser Untersuchung auf’s eifrigste unterstiitzt haben, meinen
besten Dank.

Minchen, den 8. August 1876.

329. Moritz Traube: Ueber reine Alkoholhefe.

Wie Pasteur nachgewiesen hat!), riihren die Krankheiten des
Biers von mikroskopischen Organismen her, die nicht, wie die Hefe,
alkoholische Gihrung, sondern Bildung von Milchsiure, Essigséiure ete.
veranlassen, und der gewdéhnlichen zur Bierbereitung benutzten Hefe
beigemengt sind. Es ist ihm durch ein bis jetzt noch nicht veréffent-
lichtes Verfahren gelungen, eine ganz reine Hefe, frei von jeder Bei-
mischung von Krankheitskeimen, darzustellen, und wihrend man ein
einigermassen haltbares Bier bis jetzt nur nach der bairischen Brau-
methode durch Anwendung kiinstlich erzeugter niederer Temperatur
erzielen konnte, zeigte er, dass man denselben Zweck ohne kostspie-
lige Vorrichtungen auch bei gewghnlicher Temperatur durch Benutzung
reiner Hefe noch sicherer erreichen kénne.

Man wird nicht verkennen, dass eine richtige Géhrmethode —
abgesehen vom wissenschaftlichen Interesse — eine hervorragend
technische, ja fast national-6konomische Bedeutung hat, vorzugsweis
auch fiir Deutschland, wo die Bierbrauerei und Branntweinbrennerei
mit zu den verbreitetsten und wichtigsten Gewerben zihlen. Erfahrene
Technologen behaupten, dass z. B. die Branntweinbrennerei nur 4 des
Alkohols erzielt, den sie aus den Kartoffeln jhrem Stirkegehalt nach
gewinnen miisste, und der Verlust ist hauptsdchlich eine Folge der
mitlaufenden Milehsduregéhrung.

Es ist mir nun ebenfalls gelungen, ganz reine Hefe darzustellen,
nach einer sehr einfachen Methode, die sich von der Pasteur’s
unterscheiden diirfte, da er seinen Andeutungen zufolge (Comptes rend.
77, 1143) das verschiedene Verhalten der Hefe und des Krankheits-
keime gegen Sauerstoff zur Beseitigung der letzteren benutzt hat.

Zur Darstellung reiner Hefe die Anwendung von Alkohol zu ver-
suchen, wurde ich durch gelegentliche frilhere Beobachtungen veran-
lasst, die es mir wahrscheinlich machten, dass Alkohol ein Gift fiir
die organisirten Fiiulnissfermente, nicht aber, wenigstens nicht in dem-
selben Maasse, fiir die Hefe sei. Gleich die ersten dariiber angestellten
Versuche gaben den erwarteten Erfolg. Zum besseren Verstindniss

1) Compt. rend. 77, 1140.
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derselben diirfte es jedoch zweckmissig sein, einige Thatsachen be-
ziiglich der Ernfihrung der Hefe und der Bacterien vorauszuschicken.

Pasteur hat eine vorziigliche Nihrlgsung fiir Hefe angegeben,
bestehend aus der filtrirten Abkochung von 40 Grm. Bierhefe in
200 CC. Wasser, der man 100 Grm. Kandiszucker und Wasser bis
zum Volum von 1 Liter zufiigt.

Eine Spur gewdshnlicher Bierhefe, in diese Ldsung eingefiihrt,
vermehrt sich mit Leichtigkeit und die alkoholische Géihrung des
Zuckers ist eine meist fast vollstindige und durch Bildung von Krank-
heitsfermenten wenig gestdrte. Vermindert man jedoch das Verhilt-
niss des Zuckers zum Hefeabsud, so hat die Nihrlsung, wie ich ge-
funden habe, ganz andere Eigenschaften. Bringt man in eine Mischung,
die auf 200 CC. Hefeabsud nur 20 Grm. Zucker oder noch weniger
enthilt, eine Aussaat von gewdhnlicher obergihriger Bierhefe, so ent-
wickeln sich die Hefezellen schwierig und nur im Anfang, wihrend
die beigemengten Bacterien so iiberhand nehmen, dass die Lisung
in wenigen Tagen intensive Fiulniss zeigt. Ueberwiegender Zucker-
gehalt der Nihrlosung begiinstigt demnach die Entwickelung der
Hefe, relativer Reichthum an Eiweissstoffen (Hefeabsud) die Vermeh-
rang der Bacterien und gerade Nihrl6sungen der letzteren Art wur-
den zu den nachstehenden Versuchen genommen, da sie vorzugsweis
geeignet waren, die vorausgesetzte giftige Wirkung des Alkohals auf
die Entwickelung der Bacterien deutlich hervortreten zu lassen.

Am 23. December 1875 wurden nachstehende drei Parallelver-
suche in Gang gesetszt:

Versuch 1. Ein Glask8lbchen wurde mit

20 CC. Hefeabgud,

10 CC. einer 20pCt. Kandis-Zuckerlésung,

0,5 CC. 90pCt. Alkohol (von 0.838 spec. Gewicht bei 124 0 C.)
beschickt. Die Ldsung enthielt sonach 1.5 pCt. absoluten Alkohols.
Zuletzt wurde eine Spur frischobergihrige Bierhefe eingefiihrt. Man
hielt es nicht fiir ndthig, die Losung vorher zu kochen, da man ja
voraussetzte, dass die Vermehrung der Bacterienkeime von dem Alko-
hol wiirde gehindert werden.

Versueh 2 wurde genan in derselben Weise angestellt, wie
der vorangehende, nur mit dem einzigen Unterschiede, dass die Menge
des zugesetzten 90pCt. Alkohols 1 CC., d. h. 2.8 pCt. absoluten Al-
kohols betrug.

Versuch 3 ebenfalls in gleicher Weise angestellt, aber mit Zu-
satz von 2 CC. Alkohol (== 5.8 abs. Alk.)

Ferner wurden am nichsten Tage nachstehende vier Parallelver-
suche (Versuche 4—7) mit einer noch zuckerdrmeren Lésung in Gang
gebracht und der Inhalt der Kolbchen vor Zusatz des Alkohols ynd
der Hefe gekocht.
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Versuch 4. Ein Kélbchen wurde beschickt mit
20 CC. Hefeabsud,
7 CC. Wasser,
3 CC. 20procent. Zuckerlésung,
0.5 CC. 90procent. Alkohol,
so dass der Alkoholgehalt der Lésung 1.5 pCt. betrug. In die Mi-
schung wurde eine Spur Hefe eingefiihrt.

Versuch 5 genan wie der vorige, aber mit 2 CC. Alkchol
(== 5.6 pCt.)

Versuch 6 genau wie der vorige, aber mit 3 CC. Alkohol
(= 8.2 pCt.).

Versuch 7 genau wie der vorige, aber ohne Zusatz von Alkohol.

Die Experimente zeigten folgenden Verlauf:

Versuch 7, ohne Alkoholzusatz, ging am raschesten in Fiunlniss
iber unter intensiver Vermehrung der Bacterien; Versuch 1 und 4
mit 1.5 pCt. Alkohol etwas spiter. Versuch 2 mit 2.8 pCt. Alkohol
zeigte nach drei Tagen eine reichliche Vermehrung am Boden lagern-
der Hefezellen, wihrend die diberstehende Liésung nur dusserst schwach
durch Bacterien getriibt war, die sich indessen in den darauf folgen-
den Tagen bis zur intensiven Triibung der Losung vermehrten.

In Versuch 3 und 5 mit 5.6 pCt. und Versuch 6 mit 8.2 pCt,
Alkohol schied sich eine reine, von allen anderen mikroskopischen
Organismen freie Hefe aus, und zwar sehr langsam, am langsamsten
in Versuch 6 mit dem stirksten Alkoholgehalt, wo eine deutlich sicht-
bare Hefevermebrung erst am sechsten Tage eintrat. Die in diesen
drei Versuchen gebildete Hefe lag vollstéindig am Boden, und setate
sich, durch Umschiitteln aufgeriihrt, sehr bald wieder ab. Die iiber-
stehende Loésung blieb Monate lang ganz klar und zeigte keine mi-
kroskopischen Organismen, 1)

Das Ergebniss dieser Versuche ldsst sich in folgenden Sétzen zu-
sammenfassen:

1) Die Entwickelung der Bacterien, auch aller dbri-
gen Krankheitsfermente, sogar des Mycoderma wini,
wird in Néihrlésungen schon durch geringe Mengen (2.8
pCt.) Alkohol erhehlich verzégert, durch gr8ssere Men-
gen von 5.6 pCt. und dariber vollig unterdriickt.

2) Auch die Entwickelung der Hefe wird durch Zusatz

1y Bilden sich in einer Lsung Bacterien, so ist dieselbe immer mehr oder
weniger getriibt, da diese leicbt beweglichen Organismen lange Zeit suspendirt blei-
ben und sich erst nach eingetretener Bewegungslosigkeit absetzen. Die sich ver-
mebrende Hefe dagegen bleibt bei Anwesenheit geringer Zuckermengen und damit
verkniipfter Geringfiigigkeit der Kohlensdureentwickelung am Boden liegen, ohne
die tiberstehende Lésung zu triiben. Man kann demnach meist schon ohne Mi-
kroskop sofort erkennen, ob sich in einer Flissigkeit Hefe oder Bacterien bilden.
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von Alkohol verlangsamt, findet aber selbst noch in L§-
sungen statt, die 8.2 pCt. Alkohol enthalten.

3) Demnach entwickelt sich in geeigneten Nihrlosun-
geu, die 5.6 bis 8.2 pCt. Alkohol enthalten (die Grenze des
Minimums und Maximums wurde nicht genau ermittelt) reine Hefe.
Es scheint, wie Versuch 3 ergiebt, zur Erlangung solcher Hefe nicht
einmal néthig, die geniigend alkoholhaltige N#hrlésung vor dem Zu-
satz der Hefeanssaat durch Kochen von Bacterienkeimen zu be-
freien. )

Es ist nun klar, dass, wenn man erst eine kleine Menge bacte-
rienfreier Hefe nach dem oben ermittelten Verfaliren geziichtet hat,
man beliebige Quantititen derselben darch Aussaat in vorher gekochte
Nahriosungen auch obne weitere Anwendung von Alkohol gewinnen
kann. Die weitere Cultur muss dann ohne Alkohol sogar in sehr
eiweissreichen Nihrlosungen gelingen, die sonst vorzugsweise zur
Bacterienentwickelung geneigt sind, und das Gelingen der Cultur in
solchen eiweissreichen Lisungen ist der beste Beweis dafiir, dass die
angewandte Hefeanssaat auch in der That véllig frei von Bacterien
war, wie dies aus folgendem Versuch hervorgeht.

Versuch 8. 31, December 1875.

Spuren der bacterienfreien Hefe aus Versuch 5 wurden in zwei
Kélbehen eingefiihrt, die je 20 CC. Hefeabsud, 7 CC, Wasser und
3 CC. 20procentiger Zuckerlésung enthielten, Vor der Aussaat wareu
die Losungen selbstverstéindlich durch Kochen von mikroskopischeu
Keimen befreit worden. Hier hatte sich weit rascher, als bei An-
wesenheit von Alkohol, schon in vier Tagen. eine sehr bedeutende
Hefemenge, fast so viel, als sich @iberhaupt auns den Nihrstoffen bil-
den konnte, abgesetzt, von solcher Reinheit, dass man mit dem Mi-
kroskop keine Beimengung irgend eines anderen Organismus ent-
decken konnte, wihrend die iiberstehende Ldsung klar blieb und we-
der Bacterien noch sonst etwas Organisirtes enthielt.

Ein ebenso schlagendes, anch noch in anderer Beziehung wichti-
ges Ergebniss lieferte

Versuch 9. 31. December 1875,

In zwei Kélbchen mit je 20 CC. reinem, vorher gekochtem Hefe-
absud ohne Zucker wurde dieselbe reine Hefe auns Versuch 5 aus-
gesiet. Die Losung, die durch gewéhnliche unreine Hefe bald in
Fiulniss gerathen sein und Bacterien erzeugt haben wiirde, blieb wo-
chenlang frei davon — der schiirfste Beweis, dass die Hefeaussaat
nicht die geringste Beimengung von Féulnisskeimen enthalten hatte.

Dagegen entwickelte sich auch hier am Boden des
Kolbchens eine nicht unbetrdchtliche Menge der reinsten
Hefe, allerdings viel weniger, als in Versuch 8 bei Anwesenheit von
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Zucker, aber in 8 Tagen doch soviel, dass die Fliissigkeit durch Auf-
riihren des Hefeniederschlages undarchsichtig triitbe waurde.

Da der Hefeabsud, wie Erhitzen mit alkalischer Kupferoxyd- oder
Indiglésung zeigte, keinen Traubenzucker enthilt, so hat durch diesen
Versuch die von mir aus frilheren Beobachtungen) gezogene Behaup-
tung eine neue Bestitigung erhalten, dass die Hefe sich auch
von blossen Eiweissstoffen erndhren kénne.

In den meisten der angefiihrten Versuche wurden die Gihrkslb-
chen nach der Methode von Fitz [diese Ber. VIII, S. 1540] durch
iber die Miindung gelegte, aus vierfachem Filtrirpapier hergestellte
Kapseln geschlossen, was vollkommen geniigte, die dann zum Kochen
erhiteten Fliissigkeiten Monate hindarch vor dem Zutritt der atmo-
sphirischen Keime zu schiitzen.

Vorstehende Versuche wurden im December 1875 angestellt bei
einer Zimmer- Temperatur von ungefihr 12—159% C.  Durch einige
nachtriigliche Versuche im Laufe dieses Sommers habe ich gefunden,
dass bei der Ziichtung der Hefe in alkoholhaltigen Néhrlésungen
wahrscheinlich auch die Temperatur von Bedeutung ist. Bei Sommer-
wirme (ca. 250 im Zimmer) wurde selbst bei Zusatz von 10.6 pCt.
Alkohol zu den Nihrlosungen keine absolut reine Hefe erzielt, da
dann neben der Hefe noch bacterienartige Gebilde zur Entwickelung
gelangen. ?)

Hat man erst durch Aussaat frischer obergihriger Bierhefe in
Nihrldsungen von 5.6 bis circa 11 pCt. Alkoholgehalt bei niederer Tem-
peratur [ca. . 12—15° C.] ganz reine Hefe erzielt, so wird durch
weitere Aussaat derselben in alkoholfreien Nihrlgsungen selbst bei
359 C. vollkommen reine Hefe geziichtet.

Mikroskopisch lisst sich die Reinheit einer Hefe schwer feststel-
len, insofern man einen sehr geringen Inhalt an anderen Organismen
leicht iibersehen kann. Desto sicherer ist, wie bereits erwihnt, die
Priifung durch Aussaat in eiweissreichen, aber zuckerarmen Néhrldsun-
gen oder in reiner Hefeabkochung, bei Anwendung erhdhter Tempe-
ratur von ca. 30° C. Ist die Hefe nicht rein, so wird die Losung

1) Diese Berichte VII, S. 882.

2) Ich muss es indess, an der Fortsetzung der Versuche verhindert, vorldufig
dahin gestellt sein lassen, ob das Missgliicken der Versuche im Sommer der hohe-
ren Temperatur, oder einem anderen Umstande zuzuschreiben ist. Zu den Ver-
suchen im Sommer war nicht, wie im Winter, frische obergihrige Bierhefe, sondern
Presshefe als Aussaat verwandt worden, die bekanntlich mit Kartoffelstirke ver-
miseht ist und dadurch méglicherweise eine Beimengung von einer Art Bacterien
erhalten hat, die sich auch bei starkem Alkoholgehalt der Nuhrldsung vermehren.
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bald trilbe und wimwmelt innerhalb vierundzwanzig Stunden von an-
deren Organismen.

Im entgegengesetzten Falle bleiben die Nahrlosungen ungetriibt
von Bacterien, frei von Schimmelbildungen oder Mycoderma wini und
zuletzt erhilt man eine klare Fliissigkeit, aus der sich eine Schicht
reiner Hefe am Boden abgelagert hat,

In seiner jingsten Arbeit ,,fiber Gihrung® [Landwirthschaftliche
Jabrbiicher 1876, S. 281] hat Brefeld die Richtigkeit meiner von
ihm friiher angefochtenen Behauptungen, wenn auch nur indirect, im
Allgemeinen anerkannt, und bestreitet nur noch den von mir aafge-
stellten Satz, dass die Hefe sich von Eiweissstoffen allein [ohne Zuk-
ker] nihren kénne, der indess in dem oben mitgetheilten Experi-
ment 9 [Wachsthum der Hefe in zuckerfreier Hefeabkochuug] eine we-
sentliche Stiitze findet. Ob freilich diese Vermehrung in zuckerfreien
Lésungen auch ohne Sauerstoff stattfinden konne — dieses in mehr-
facher Beziehung entseheidende Experimente anzustellen, habe ich bis
jetzt nicht ermdglichen k&nnen.

Erfreulich war es mir, dass Brefeld nanmehr auch meine che-
mische Theorie') annehmbar findet, die die Wirkung der Hefe auf
ihre Fihigkeit, gleichzeitig' reduciren und oxydiren za kénnen, zuriick-
filhrt — eine Fihigkeit, die, wie ich gezeigt habe, auch todte chemi-
sche Stoffe in dhnlicher Weise besitzen.

Hrn. Pasteur, der die ihin von mir gemachten Einwiirfe fiir wi-
derlegt erklirt {Comptes rend. 1875, S. 452 und 1876, 8. 1078), bitte
ich, mit diesem Urtheil noch zuriickzuhalten. Es ist nicht ganz meine
Schuld, dass ich bisher die Versuche, die ich fiir entscheidend halte,
noch nicht angestelit habe. Sollten dieselben, wider mein Vermuthen,
fir seine Anschauungsweise sprechen, so werde ich nicht zgern, dies
unumwunden anzuerkennen. — Das verstinde sich bei Jedem von
selbst, der das Interesse der Wissenschaft im Auge hat, wire iber-
dies auch unaufschiebbare Pflicht einem Manne gegeniiber, dessen
bahnbrechende Leistungen in ihrer verdienten Anerkennung durch
Rechthaberei nicht beeintrichtigt werden diirften.

Vorliufig halte ich indess das jingste Experiment Pasteur’s
fiir nicht ganz unantastbar. Unter Anderem kann, wie bereits Ad.
Meyer?) hervorgehoben hat {Landw. Jahrb. 8. 977], der Glashahn an

'Yy Moritz Traube, Theorie der Fermentwirkungen. Berlin, 1858. Ferd.
Dimmler

3) Meyer macht mir an derselben Stelle den Vorwurf, ich hitte in meinen
Versuchen einen Kautschukverschluss, der ebenfalls Diffusion zuldsst, gebraucht.
Das war jedoch nur in den Versuchen 3 und 4 {diese Ber., 8. 876], die ich des-
halb nach dieser Richtung hin selbst nicht fir beweiskriftig erklirte, der Fall,
nicht aber in den Versuchen 6 und 7 und ebensowenig in den laut Anm. 8. 880
angestellten, in welchen die mit der sauerstoffgasfreien Nghrldsung gefiillten Kolben
mit der Miindung tief in Quecksilber tauchten.
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dem Apparat zwischen dem Gihrungsballon und der Atmosphire eine
Gasdiffusion zugelassen haben, die bei der langen Dauer des Versuchs
[unzweifelbaft mehrere Wochen] wohl in’s Gewicht fallen mochte.

Bekanntlich entdeckte Doebereiner die Gasdiffusion zufillig
dadurch, dass er den Wasserspiegel in einer mit Wasserstoff gefill-
ten, gesprungenen Glocke steigen sah. Der kreisformige Spalt aber,
den der Hahn mit der Bohrung bildet, ist beziliglich der Gasdiffusion
wenig Anderes, als ein Riss im Glase,

Breslaun, 13. Juli 1876.

330. R. Gnehm: Aurantia, ein neuer kiinstlicher Farbstoff.
(Eingegangen am 10. August.)

Seit einiger Zeit wird von der Berliner Actien-Gesellschaft fiir
Anilinfarbenfabrikation unter dem Namen ,Aurantia® eine Substanz
in den Handel gebracht, welche sich dureh die Eigenschaft, Seide und
Wolle prachtvoll orange zu firben, auszeichnet. Von verschiedenen
Seiten, namentlich von Hrn, Nélting in Lyon und Hru. Q. Meister
in Thalweil, auf die Aechnlichkeit dieser Substanz mit einem von mir
beschriebenen Korper aufmerksam gemacht, habe ich mich bemiiht,
die Zusammensetzung dieses Farbstoffes festzustellen.

Obgleich die Menge des mir zur Verfiigang stehenden Materials
zu gering war, als dass damit eine eingehende Untersuchang hitte
vorgenommen werden kénnen, so gelang es namentlich darch mir von
Hrn, Nolting giitigst gemachten Mittheilungen doch, den Kérper zu
identificiren.

Das Handelsprodukt bildet ein ziegelrothes Pulver und 18st sich
in Wasser auf; durch Umkrystallisiren erhilt man rothbraune Krystalle,
das Ammoniaksalz einer bei 238° unter Zersetzung schmelzenden
Sédure, weleche nach allen Eigenschaften zweifellos mit dem von mir
in diesen Berichten') beschriebenen Dipicrylamin (Hexanitrodiphenyl-
amin) identisch ist. Der firbende Bestandtheil der Handelswaare ist
somit das von mir ebenfalls beschriebene Ammoniaksalz des Hexa-
nitrodiphenylamins.

Die firbenden Eigenschaften des Hexanitrodiphenylamins und
seiner Salze, welche mir schon linger bekannt sind, veranlassten mich,
in der bekannten Anilinfarbenfabrik von Bindschedler und Busch
in Basel, Versuche im Grossen zur Bereitung von Orangefarbstoffen
vorzunehmen. Schon im Spitjahr 1874 wurde das Ammoniumhexa-

1) Diese Berichte, VII, 1399. Irrthiimlicher Weise ist hier der Schmelz-
punkt zu 233° — 234" angegeben, withrend er spitter bei 238° gefunden wurde.



