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194. J u l i u s  R e n n i n g :  ober kochbesthdige Heferassen. 
(Vorlaufige Mitteilung) . 

(Eingegangen nm 13. Mar2 1929.) 

Die in der einschlagigen Literatur vorhandenen Angaben iiber die Wider- 
standsfahigkeit der verschiedenen Heferassen gegen Erhitzung in feuchtem 
Zustande lauten meist dahingehend, daQ die Hefen schon durch relativ 
geringe Warmegrade abgetotet werden. Einzig Saccharomyces thermanti- 
tonum sou die Erwarmung auf 84O einige Zeit ohne Schaden aushalten. Uber 
die H i t  ze - Best  a n d  i g kei  t v o n H e  f e -S p o re xi konnten keine Angaben 
gefunden werden. 

In zahlreichen Versuchsreihen wurde nun gefunden, da13 die im Handel 
crhaltlichen sog. Si idwein-Hefen (d. 11. Hefen, die bis zu 15:; Alkohol 
und dariiber zu bilden vermogen) resp. ihre Sporen die Erhitzung sehr wohl 
uberstehen, die notwendig ist, uni den von ihnen in einer 30-35-proz. nahr- 
kraftigen Zuckerlosung gebildeten Alkohol abzudestillieren. Denn eine 
neue Garung tritt regelmaBig wieder ein, wenn der abgekiihlte Destillations- 
Riickstand einschl. der inzwischen abgesetzten, durch Umschwenken wieder 
aufgeschiittelten Hefe in einer sorgfaltig gereinigten Flasche mit ungefhr 
der gleichen Menge einer Stde. gekochten zo-proz. Zuckerlosung ver- 
mischt wurde, so daQ eine ca. Io-proz. Zuckerlosung entstand, und die Fliissig- 
keit mit einer Olschicht abgeschlossen wurde. 

Die neue Garung beginnt in der Regel am 4. bis 6. Tage nach dem Ver- 
mixhen der Fliissigkeiten. Um eine Wirkutlg von Enzymen kann es sich 
also nicht handeln, denn diese niiil3te ja schon wahrend der Abkiihlung des 
Destillations-Riickstandes oder niindestens unmittelbar nach der Zufiigtmg 
der Zuckerlosung eintreten. Die neue Garung wird vielmehr sicherlich von 
den aus den hitze-bestandigen Sporen gebildeten neuen Hefezellen veranlaflt, 
denn sie tritt erst nach Ablauf der fur die Bildung der neuen Zellen not- 
wendigen ,,Tnkubationszeit" ein und liefert nach Herstellung und Einhalten 
der gleichen Garungs-Bedingungen wie bei der Ausgangs-Hefe eine Alkohol- 
Ausbeute von der gleichen GroQenordnung wie die Ausgangs-Hefe. 

Die Ubereinstimmung der Ausbeuten beider Garungen ist im Hinblick 
auf die Ausbeute-Schwankungen, wie sie auch bei normalen Garfiihrungen 
von Fall zu Fall auftreten, vollig befriedigend. Waihrend einige Ansatze 
genau die gleiche Ausbeute lieferten, war sie bei anderen etwas niedriger, 
bei einer weiteren Gruppe sogar etwas hoher als diejenige der Ausgangs- 
Garung; die erzeugten Alkohol-Mengen entsprechen einer Bildung von 12 bis 
14 Val.-%. 

Verfahren  w r d e  in allen Fallen wie folgt: Die zu untersuchenden Hefen wurden 
in I-liter-Flaschen mit GiirverschluB in iiblicker Weise herangezogen. Nach beendeter 
Giirung wurde zunachst eine Kontroll-Destillation vorgenonimen, um die von der Aus- 
gangs-Garung gebildete Alkohol-Menge festzustellen. Zu diesem Zweck wurde ein goo-ccm- 
Kolben init ca. 385 ccm der vergorenen Fliissigkeit, aus welcher sich die Hefe z u m  
goBten Teil am Boden der Garflasche abgesetzt hatte. beschickt, der Kolben mit dem 
Verbindungsrohr zum Kiihler versehen und in ein KochgefaB eingesetzt, daa mit soviel 
Wasser gefiillt wurde, daB der Kolben bis ca. 2 cm unter dem Halsansatz im Wasser 
stand, und die Verbindung mit dem Kiihler hergestellt. Das KochgefBB wiirde mit 
einem Gasbrenner geheizt, und zwar die ersten 10 Min. mit groBer F l a m e ,  bis das 
Wasser fast bis zum Kochen erw5mt war; zu diesem Zeitpunkt war auch der Kolben- 
inhalt soweit erwaxmt, daO der Kochbeginn deutlich sichtbar war; nun wurde die F l a m e  
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bis auf die Halfte reduziert, norauf nach einigen Min. der Alkohol abzudestillieren be- 
gann; nach weiteren ca. 25 Min. wurde die Flamme nieder voll vergroI3ert und damit 
wahrend 10 Min. das Wasser zum starken Sieden gebracht, uni die letzten Alkohol- 
-4nteile auszutreiben. Die Gesamtdauer des Kochprozesses betrug somit ca. 50 Min. 

Wenn durch diese Tlordestillation festgestellt war, daR die Hefe die zu erwartende 
Alkohol-Menge gehildet liatte, nurde in einer 2. Operation auch die Hefe dem Koch- 
prozeI3 untenvorfen. Aus dern Gargefal3, das nunmehr noch ca. 600 ccm Fliissigkeit 
einschlieDlich der abgelagerten Hefe enthielt, wurde die Halfte der Fliissigkeit in ein 
VorratsgefPD abgegossen, in den rerbleibenden ca. 300 ccni die Hefe durch Umschwenken 
gut verteilt und mit dieser Sufschwemmung der gleiche. sorgfaltig gereinigte 500-ccm- 
Ruadkolben beschickt, worauf das an ca. 385 ccm noch fehlende Quantum aus dem 
VorratsgefaI3 erganzt wurde. Auf diese \Veise gelangte die Ccsamtinenge der Hefc i n  
das Destillations-GefaI3. 

Das .%bdestillieren des Alkohols nurde nunmehr in genau der gleichen Weise wie 
bei der Rontroll-Destillation vorgenomnien. so daR auch hierbei die Gesamtdauer des 
Prozesses ca. 50 Min. betrug. Nach beendigter Destillation wurde das absteigende Ende 
des Verbindungsrohrs ails dem Kuhlerkopf gelost und sofort mit einem starken Pfropfen 
steriler Watte verschlossen, der Kolben samt Verbindungsrohr aus dern KochgefaB 
genoinmen und zum Abkiihlen beiseite gestellt. Inzaischen waren in einem sauberen 
GefaI3 100 g Wiirfelzucker in 500 ccni Wasser aufgelost und darnach zum Sieden erhitzt 
worden ; ron dein Zeitpunkt an, bei welchem bei aufgelegtem Deckel kraftiger Dampf- 
austritt zu sehen war, wurde die Zuckerlosung noch .30--j5 Min. niit kleiner Flamme 
weitergekoclit und schliefilich, zugedeckt, abkiihlen gelassen. 

Das Vermischen der bdden Fliissigkeitp erfolgte immer in einer sorg- 
faltig gereinigten 3/,-Liter-Weinflasche aus farblosem Glas mit atfgewolbtenz 
Boden; in dern Kolbeninhalt wurde die abgesetzte Hefe durch Umschwenken 
wieder verteilt, das Verbindungsrohr samt Stopfen abgenommen und die 
Fliissigkeit in die Flasche gegossen, wonach sie etwa ZLU Halfte gefiillt war ; 
darauf wurde die Zuckerlosung in kriiftigem Strahl dazugegeben, bis die 
Flasche bis auf einige cm unter dem Rand gefiillt war; unmittelbar darauf 
wmde eine ra. 2 cm starke Olschicht aufgebracht. 

Wenn sich nach einiger Zeit die Hefe und der ,,Trub" am Flaschen- 
boden abgesetzt haben, so ist eine 1-3 cm hohe Ringschicht in dem Raume 
zwischen Flaschenwand und den1 aufgewolbten Boden entstanden ; wenn 
nach Ablauf der fiir die Ausbildung der neuen Hefezellen aus den Sporen 
notwendigen Zeit die neue Garung beginnt, so ist das Erscheinen und der 
Austritt der ersten Kohlensaure-Blasen, sowie die weitere Entwicklung der 
Garung ails dieser Bodenschicht einwandfrei zu beobachten. Die sich all- 
mahlich verstarkende Garung ist gewohnlich, die notige Garwamie voraus- 
gesetzt, in ca. 8-10 Stdn. voll in Gang gekomnien. 

Nunmehr wurde dieser gut garenden Fliissigkeit der notige Nahrstoff 
zugefugt, indem man sie (nach Entfernung der Olschicht), genau wie es 
bei der Bereitung der Ausgangs-Garungsflussigkeit geschehen war, in einem 
I-Liter-Pulverglas mit 150 g zerschnittenen Feigen an warmem Ort stehen 
lieB, wobei unter deutlicher Garungssteigerung die in den Feigen enthaltenen 
Nahrstoffe und der Zucker zuxn groflten Teil herausgelost werden, danach 
wurde die Fliissigkeit von den Feigen abgeseiht, in die gereinigte I-Liter- 
flasche, die zur A4usgangs-Giirung benutzt worden war, abgefiillt und sovie1 
Zucker darin zur Auflosung gebracht, dafl nach Erganzung des an ca. einem 
Liter fehlenden Quantums durch reines Wasser inter Einrechnung des aus 
der gekochten Zuckerlosung schon vorhandenen und des aus den Feigen 
herausgelosten Zuckers e k e  ca. 30 -35-proz. Losung entstand. 
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Damit waren fur die zweite Gsrung die vollig gleichen Verhaltnisse 
hergestellt, wie Pie bei der Ausgangs-Garung geherrscht hatten ; die neue 
Giirung verlief dementsprechend, wenn tunlichst fiir annahernd die gleiche 
Garwarme Sorge getragen wurde, vollig gleichlaufend wie die Ausgangs- 
Gbung;  nach beendeter Garung wurde die Alkohol-Ausbeute in der gleichen 
Weise wie bei jener durch eine Kontroll-Destillation festgestellt. Die in 
beiden Fallen gefundenen Ausbeuten sind also zweifellos unmittelbar ver- 
gleichbar, und ihre gute Ubereinstimmung bedeutet, daQ in beiden Fallen 
die gleichen Ursachen wirksam waren. 

LaRt man bei kritischer Wiirdigung obiger Befunde die Existenz koch- 
bestandiger Hefe-Sporen zunachst &ma1 dahingestellt, so bleibt nur die 
Moglichkeit, da13 die neue Garung durch auf irgendeine Weise in die gekochten 
Fliissigkeiten gelangte Hefe-Keime veranlaBt wird. Eine direkte Infektion 
mit lebenden Zellen der untersuchten Hefen ist bei der strikte durchgefiihrten 
exakten Reinigung aller GefaiQe und sachgemaBen Arbeitsweise ausgeschlossen, 
schon aus dem Grunde, weil ja in diesem Falle die neue Garung sicherlich 
nicht erst am 4.--6. Tag, sondern innerhalb der ersten 24 Stdn. eingesetzt 
haben wiirde. 

Es bleibt somit nur noch die Annahme ubrig, daB entweder mit der 
Zuckerlosung die Garungs-Erreger eingefiihrt werden, oder da0 durch die 
beim Einfullen der Fliissigkeiten in die Garflasche mithineingewirbelte Luft 
Hefe-Keime hinzugelangen. Nimmt man an, daQ durch die Zuckerlosung 
die Erreger der neuen Garung eingefiihrt werden, so ist damit natiirlich 
die Existenz einer in waoriger Losung kochbestandigen Hefe resp. ihrer 
Sporen akzeptiert, denn die Zuckerlosung wurde ja '1. Stde. gekocht. Nun 
tritt aber auch, wie mehrfach einwandfrei festgestellt wurde, die neue Garung 
in gleicher Weise ein, entwickelt sich analog und liefert unter denselben 
Bedingungen die gleiche Ausbeute, wenn man den fur das Ingangkommen 
der neuen Garung notigen Zucker nicht erst dem Destillations-Riickstand 
in der gekochten Zuckerlosung zufiihrt, sondern ihn bereits vor der Destil- 
lation der vergorenen, die zu untersuchende Hefe enthaltenden Fliissigkeit 
zusetzt. 

Dies wurde bewiesen, indem aus einem 2-Liter-Ausgangs-Garansatz nach 
vorgenommener Kontroll-Destillation eine 2-malige Beschickung des Destil- 
lations-Kolbens mit nachfolgendem KochprozeB vorgenommen wurde, wobei 
in beiden Fallen durch entsprechende Auflockerung d-r Hefe dafiir gesorgt 
war, da13 das entsprechende Hefe- Quantum in den Kolben gelangte. Wahrend 
die erste Destillation normal durchgefiihrt und dern Destillations-Riickstand 
die gekochte Zuckerlosung zugefiigt wurde, wurden in dem 2. Kolbeninhalt 
40 g Wiufelzucker zur Auflosung gehracht, darauf die Destillation in gleicher 
Weise durchgefiihrt und der Destillations-Riickstand samt der Hefe in eine 
entsprechende kleinere (sog. halbe) Flasche abgefiillt und mit 0 1  verschlossen. 

Die neue Garung begann in beiden Fallen nach Ablauf fast genau der 
gleichen Zeit (vom Zeitpunkt der Abfiillung an gerechnet) und entwickelte 
sich in gleicher Weise; die gut garenden Fliissigkeiten wurden danach in 
in beschriebener Weise mit Nahrstoff versehen, wobei im 2 .  Falle das fehlende 
Fliissigkeitsquantum durch Wasser erganzt wurde. Nachdem die beiden 
Ansatze wie oben in I-Liter-Flaschen iibergefiihrt und mit dem notigen 
Zucker versehen waren, verlief die Garung vollig analog, und die Kontroll- 
Destillationen ergaben eine genau ubereinstirnmende Ausbeute. 
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Nach diesem Befund miiBte also der kaufliche Wiirfelzucker, wenn er 
fiir die neue Garung die Veranlassung sein  SO!^, eine Hefe mit Siidwein-Hefen- 
Charakter enthalten, deren Sporen in alkoholisch-waBriger Losung koch- 
bestandig sind - eine doch etwas unwahrscheinliche Annahme; daW auch 
nicht durch das Wasser, in welchem der Zucker aufgelost war, die Erreger 
der neuen Garung zugefiihrt wurden, ergibt sich aus diesem Befund ebenfalls 
rnit Sicherheit, denn der 2.  schon zucker-ha1 tige Destillations-Riickstand 
wurde j a  unverdiinnt abgefiillt. 

Zur Beurteiluag der Moglichkeit, daB beim Vermischen der Fliissigkeiten 
aus der Luft Hefe-Keime in die Mischung gelangt sein konnten, wurden 
wiederholt Zuckerlosungen untersucht, welche, teils rnit anorganischem, teils 
rnit organischem Nahrstoff versehen, mehrere Stunden bis zu einem Tag 
in offenen GefaBen, ofter umgeriihrt, in dem Arbeitsraum gestanden hatten, 
in welchem die Vermischungen vorgenommen wurden; in keinem Fall wurde 
der Eintritt einer Garung innerhalb 8 Tagen beobachtet. DaB die Losungen 
jeweils fur den Eintritt und die Entwicklung einer Garung geeignet waren, 
wurde durch Impfen mit einer einem normalen Ansatz entnommenen Hefe 
festgestellt. 

In  Anbetracht der Tatsache, daB bei gleicher Alkohol-Ausbeute unter 
gleichen Garbedingungen auch annahernd die gleichen Hefemengen vor- 
handen gewesen sein mussen, kommt die Infektion mit Luft-Hefekeimen als 
alleinige Ursache der neuen Garung nicht in Frage; denn es muBten ja in 
der relativ kleinen Luftmenge, die mechanisch in die Mischung gelangt, 
so reichlich Keime vorhanden sein, da13 sich daraus soviel Hefezellen ent- 
wickeln konnen, wie in der Ausgangs-Garung vorhanden waren, deren Hefe 
gewohnlich in mehreren Generationen herangeziichtet, d. h. vermehrt worden 
war; dies kann wohl als ausgeschlossen gelten. 

Es bleibt somit nur die Moglichkeit iibrig, daB die neue Garung durch 
die Hefezellen veranlaBt wird, die sich aus den kochbestandigen Sporen 
der Ausgangs-Hefe gebildet haben. 

DaB die Bildung kochbestandiger Sporen nicht allein auf die reinge- 
geziichteten Sudwein-Hef en  beschriinkt ist, scheint aus Untersuchungen 
hervorzugehen, die an Abkochungen verschiedener Friichte vorgenommen 
wurden. Bei sachgemaWer Herstellung unter Beifiigung von soviel Zucker, 
daB ca. ro-proz. Losungen entstehen, ergab sich bei der Mehrzahl der Eintritt 
eiuer Garung am 4.-6. Tag nach dem Abfiillen, was die Anwesenheit von 
mindestens in Wasser kochbestandigen Sporen bedeutet. Fur zwei Formen 
der diesen Garungen zugrunde liegenden Frucht-Hefen wurde bereits fest- 
gestellt, daB ihre Sporen auch den Destillations-ProzeR iiberstehen. Die 
iibrigen bediirfen noch weiteren Studiums; die hierfiir notigen Versuche 
sind im Gange. Ich bitte daher die Herren Fachgenossen, mir dieses Arbeits- 
gebiet noch einige Zeit iiberlassen zu wollen. 




