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A. Einleitung und Literaturangaben.

Bei gewissen Kisesorten, wie Harzkise, Romadour, Limburger,
Camembert und Tilsiter tritt im Laufe der Reifung eine gelb- bis orange-
braune Firbung der Oberfliche auf. Diese Erscheinung ist zuriickzu-
fithren auf zahlreiche verschiedene Arten farbstoffbildender Bakterien,
die sich auf der Rinde ansiedeln und zusammen mit dem von ihnen ober-
flichlich gelosten Kiseeiweifl eine rotbraune, schmierige Masse bilden,
die Rotschmiere. In gut arbeitenden Kisereien finden sich diese ,,Rot-
bakterien‘‘ iiberall im Kisekeller, an den Winden, auf den Brettern
usw. Sie stellen sich spontan auf der Kéaseoberfliche ein und werden
dann durch das Streichen von Kise zu Kise iibertragen. Diese Bakterien
sind fiir die richtige Reifung der Kise von grofier Bedeutung. Durch
proteolytische Fermente haben sie Anteil an dem EiweiBabbau von der
Rinde her, ferner bedingen sie zum Teil das Kasearoma und verleihen
der Rinde die fiir diese Kisesorten gewiinschte rétlichbraune Farbe.

Milchwirtschaftliche Forschungen. 9. 1



2 F. Steinfatt:

Es war sehr naheliegend, daB diese fiir die Praxis so wichtige Gruppe der
Kiserotbakterien genaueren wissenschaftlichen Untersuchungen unterworfen
wurde. Mazé 35 isolierte verschiedene Bakterienstimme von reifendem Camembert
und beobachtete den durch sie bewirkten EiweiBabbau in Milch. Wolff4 ziichtete
aus der Kiserotschmiere von Tilsiter-, Romadour- und Rahmkise der Kieler
Versuchsmolkerei mehrere gelbe und orange Kurzstibchen und Kokken, und unter-
suchte eingehender die Farbstoffbildung und das Verhalten der einzelnen Stimme
auf Quarg. Spiter, 1924, beschrieb Pefers® eine groBiere Anzahl Kurzstibchen
und Kokken verschiedener Herkunft, die als Farbstoffbildner in der Schmiere
der Weichkise eine Rolle spielten. In diesen letzten beiden Arbeiten wurde in
erster Linie — neben morphologisch-physiologischen Studien —— die Farbstoff-
aromabildung behandelt. Wolff unterschied weiter nach dem Verhalten auf Quarg
und nach der durch die Bakterien bedingten Reifung von Versuchskisen zwischen
wichtigen und weniger brauchbaren Stimmen. Dabei machte er besonders auf
ein Kurzstibchen aufmerksam, das durch seinen Caseinabbau und durch seine
schone Farbstoff- und Aromabildung auffiel. Nach den Angaben in einer spiteren
Arbeit® wurde dieses Bakterium auch im Rouge eines echten Camembertkises
in erheblicher Menge angetroffen. Nach dem Vorschlag von Weigmann wurde es
als Bacterium linens bezeichnet, und wird heute als ,,Kieler Rotkultur® an die
Kisereien in Reinkultur abgegeben.

Man schreibt nach den Ergebnissen aller bisherigen Versuche dem Bacterium
linens eine besondere Bedeutung fiir die Késereifung zu. Dabei mu8 man jedoch
beachten, dafl, abgesehen von der Mitwirkung von Lab, Siure, Kochsalz u. a.,
eine Reihe biologisch-enzymatischer Prozesse die Kisereifung hervorruft,
daB die Flora des Kiseinnern zusammenarbeitet mit der Flora der Rinde, daB
mehrere physiologische Gruppen von Mikroorganismen mit- und nacheinander
wirksam sind. Erst im Laufe der Reifung, 5—10—12 Tage nach der Herstellung
der Kase, entwickeln sich die Rotbakterien auf der Rinde und kénnen nun in den
ProzeBl der Reifung eingreifen. Sie verdringen dabei langsam die vorher auf der
Oberflache herrschende Flora. Es kommt also stets, selbst bei Anwendung von
Bacterium linens-Reinkulturen zum Streichen der Kése, zu Wechselbeziehungen
zwischen Bacterium linens und den auf der Oberfliche vorhandenen Mikroben
einerseits und zwischen Bacterium linens und der im Innern durch ihre Fermente
wirksamen Késeflora andererseits.

Die zur Bezeichnung von Wechselbeziehungen und ihren besonderen Erschei-
nungsformen gebrauchten Ausdriicke werden in der Literatur nicht immer in dem-
selben Sinne angewandt. Es sollen hier kurz die eindeutigen und iibersichtlichen
Ausfiihrungen von Behrens® mitgeteilt werden, um spater darauf zuriickgreifen
zu kénnen. Die in der Natur sehr héufig zu beobachtende Erscheinung von Wechsel-
beziehungen zwischen einzelnen oder Gruppen von Mikroorganismen nennt man
schlechthin Symbiose, d. h. verbundene Lebensfiihrung. Nach der Art des Ver-
haltens zweier Mikroben bei wechselseitiger Einwirkung unterscheidet man folgende
Einzelfalle der Symbiose:

1. Die Conjunctsymbiose. Hier liegt eine besonders feste Verbundenheit
unter den Organismen vor, wobei beide Arten ihren Vorteil haben konnen (Mutua-
lismus), oder nur eine Art, zum Schaden der anderen (Parasitismus).

2. Die Disjunktsymbiose. Es besteht kein so fester Zusammenhang zwischen
den beiden symbiontischen Formen, doch iiben die Produkte der Lebensfiihrung
der einen Art einen giinstigen (Metabiose) oder ungiinstigen EinfluB auf die andere
Art aus (Antagonismus).

Bei fritheren Untersuchungen iiber die Késerotbakterien wurden einige Fille
von Symbiose bereits mit in Betracht gezogen. So sagt Pefers® u. a., daB das
Verhalten dieser Bakterien zu anderen Kiseorganismen durch die ausschlieBlich
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.alkalische Bevorzugung des Nihrbodens als eine Metabiose diesen gegeniiber ge-
kennzeichnet ist. Mazé® fand, daB 8 von ihm isolierte Stdmme sich nicht gleich
-zeitig in Milch entwickelten, sondern gema B dem Widerstand gegeniiber dem Séure-
grad der geronnenen Milch nacheinander; und zwar erschienen die Widerstands-
fahigsten zuerst und bereiteten durch die Alkalibildung den Boden fiir die ,,Schwa-
cheren‘“ vor. Wolff* machte die auBerordentlich interessante Beobachtung,
dafl Versuchskise bessere Reifungserscheinungen zeigten, wenn zum Bestreichen
der Kiseoberfliche statt Reinkulturen Mischungen von Bacterium linens mit
einem zitronengelben Kurzstibchen angewandt wurden.

Hieran wurden von mir weitere Versuche angeschlossen, die sich auf fir die
Praxis wichtige Fragen bezogen. So wurde vor allen Dingen durch zahlreiche
chemische Analysen der Eiweilabbau des Bacterium linens naher studiert. AuBler-
dem wurde eine gréflere Zahl verschiedener anderer Bakterien von der Kiseober-
fliche in derselben Richtung untersucht und die Beziehungen dieser Stimme zu
Bacterium linens erforscht, wobei der EiweiBabbau in Symbiose besondere Beriick-
sichtigung fand. Derartige Symbiosestudien sind fiir die Praxis der Kéaserei von
Bedeutung. Es sind namlich in der Literatur Fille bekannt, wo die normale
Eiweif3zersetzung einer Bakterienart durch das Zusammenarbeiten mit einem
anderen Stamm in wesentlich andere Bahnen gelenkt wurde.

Léhnis® berichtet iiber die Ergebnisse eines solchen Versuches. Es handelte
sich um ein siure- und labbildendes Stdbchen, B. Casei limburgensis und um
micrococcus casei liquefaciens, die beide bei der Reifung von Backsteinkase nach
Limburger Art eine hervorragende Rolle spielen. Die gebildeten Mengen an 1os-
lichem Stickstoff, Amid-Stickstoff und Ammoniak-Stickstoff ausgedriickt in
Prozenten des Gesamt-Stickstoffs waren folgende:

LosLN. | Amid-N. | NHgN.
B. casei limburgensis. . . . . . 1,26 —1,50 1,13
M. casei liquefaciens . . . . 51,06 6,06 1,13
Die Mischkultur beider Arten B 78,28 31,88 9,30

Grimmer und Brand® untersuchten den Caseinabbau von Bacillus mesen-
tericus in Symbiose mit Paraplectrum foetidum. Bei der Einwirkung von Bacillus
mesentericus auf Casein entstanden reichlich Aminosiuren und Amine, dagegen
wenig Ammoniak und fliichtige Sduren. In Symbiose mit Paraplectrum foetidum
ging der Abbau weiter, und es wurden Fettsiuren und Ammoniak in grofier Menge
gebildet.

B. Eigene Untersuchungen.

1. Isolierung der Stamme und Arbeitsmethoden.

Durch einige Voruntersuchungen war die Anwesenheit des Bacteriums linens
auf im Keller der Versuchsmolkerei der Kieler Foschungsanstalt lagernden Til-
siter- und Friihstiickskisen festgestellt worden. Darauf wurden weitere Stdémme
isoliert. Es sollten nun nicht nur die mit Bacterium linens zusammen in der Schmiere
vorkommenden Bakterien beriicksichtigt werden, sondern auch diejenigen, welche
vor der Entwicklung der Rotschmiere auf dem Kése eine Rolle spielten. Aus diesem
Grunde wurden stets Proben entnommen von Késen, die sich in verschiedenen
Stadien der Reifung befanden, namlich: I. 2—4 Tage nach dem Salzen, II. 8 Tage
alt, zu Beginn der Schmierebildung, und III. 4 Wochen alt, mit schoner orange
Schmiere. Die Isolierung geschah nach dem Plattenverfahren bei Zimmertempera-
tur; es wurden nur Bakterien beriicksichtigt. Chinablauagar erwies sich als recht
brauchbar, da er ohne weiteres die Siurebildner an der Tiefblaufirbung erkennen
lieB. Durch nahere Beobachtung der Kolonie und nach dem mikroskopischen
Bild der Bakterien liel sich ungefihr angeben, zu welcher groBeren Gruppe der

1*
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betreffende Stamm gehorte. Auf diese Weise wurden in der Schmiere vorherr-
schende Gruppen von Bakterien leicht erkannt. Durch einen Zusatz von 3%
Kochsalz zum Nihragar wurden zufillig anwesende und an das Leben auf der
salzhaltigen Késerinde nicht angepafite Arten wenigstens zum Teil ausgeschaltet.
Durch wiederholte Plattenpassage wurden Reinkulturen erhalten. Von den iso-
lierten 112 verschiedenen Bakterien wurden 19 zur genaueren Untersuchung aus-
gewihlt. Auf der Rinde von frischem Kise, 2 Tage nach dem Salzen, kamen in
erster Linie Milchsidurebakterien, Kokken und Stibchen, vor. Daneben war die
Gruppe der Siure-Lab-Kokken sehr zahlreich vertreten. Von diesen Bakterien
wurden néher untersucht: Nr. 1 (ein Streptobacterium casei var.), Nr. 2 (ein Strep-
tococcus lactis var.), Nr. 7, 10 und 12 (Saure-Lab-Kokken). Proben von 8 Tage
alten Kisen, die gerade anfingen die Orangeschmiere zu bilden, zeigten folgende
Zusammensetzung: Bei weitem am zahlreichsten waren die Siure-Lab-Kokken,
daneben wurden mehr oder weniger farbstoffbildende Kurzstibchen, Coryne-
bakterien und Coli-Arogenes-Bakterien gefunden. Die Zahl der echten Milch-
sidurebakterien war stark zuriickgegangen. Bei einigen Proben wurden die Stimme
1 und 2 wiedergefunden, 7 und 12 kamen noch hiufiger vor. Es wurden hier isoliert
die spiiter beschriebenen Stimme: Bacterium linens, die Mikrokokken 8, 9, 10,
13 und 14, die Corynebakterien 18, 19 und 20, ein orange Kurzstibchen Nr. 5 und
ein drogenesihnlicher Stamm 3. Auf etwa 4 Wochen alten Kisen, die eine sehr
schéne orange Schmiere gebildet hatten, waren meist die Kokken noch immer in
iiberwiegender Zahl vorhanden, dann folgten die Kurzstibchen und Coryne-
bakterien. Milchsiurebakterien sowie die Gruppe der Coli-Arogenes-Bakterien waren
nur noch sehr schwach vertreten. Die Stamme 12, 14, 9 und Bacterium linens wurden
auch hier fast in allen Proben wieder beobachtet. Zur genaueren Bearbeitung
kamen neu hinzu die Corynebakterien 15 und 16 und der colidhnliche Stamm 4.

Nach Mitteilung von Herrn Prof. Henneberg wurden die Stimme 3, 5, 7, 11,
14, 15, 16, 17, 18, 19 und 20 auch frither schon aus der Kiseschmiere isoliert und
befinden sich in der Sammlung des Instituts. Bei einem Vergleich der Kulturen
wurden Ubereinstimmungen festgestellt. Ein in der Sammlung als Stamm 6
bezeichnetes orange Kurzstibchen, bei fritheren Untersuchungen auf Kése gefun-
den, fiel wegen seiner groBen Ahnlichkeit mit Bacterium linens auf hinsichtlich
der Farbe und der morphologischen Eigenschaften. Es ist sehr wohl méglich, daf
es deshalb von mir iibersehen wurde. Zum Zwecke eingehender Studien iiber den
EiweiBabbau im Vergleich zu Bacterium linens wurde dieser Stamm von mir als
Stamm 6 weitergefithrt und untersucht.

Die Kulturen wurden nach der Reinheitspriifung im Federstrich mit Ausnahme
der Milchsiurebakterien auf Bouillonschrigagar geimpft und aufbewahrt. Ein Zu-
satz von 10—20% XKartoffelsaft forderte das Gedeihen der Bakterien erheblich.
Die Milchséurebakterien wurden in Kreidemaische weiter geziichtet. Jeden zwei-
ten Monat wurden die Kulturen einmal durch Milch geschickt zur Auffrischung.

Die weitere Bearbeitung der Stamme erstreckte sich zunachst auf allgemeine
morphologische und physiologische Untersuchungen. AuBerdem wurde durch
quantitativ-chemische Analysen der durch sie bewirkte EiweiBabbau in Milch
verfolgt. Anschliefend hieran wurden sie naher studiert in Wechselwirkung mit
Bacterium linens. Dabei wurde beobachtet: 1. Das Verhalten der beiden Stimme
zueinander auf Labquarg, in Milch und auf Milchagarplatten. 2. Der MilcheiweiB-
abbau in Symbiose, quantitativ-chemisch gemessen.

Uber ecinzelne Methoden mag vorweg folgendes bemerkt werden:

Auf Fettspaltung wurde allgemein gepriift nach der Vollmilch-Federstrich-
Methode von Henneberg?®. Die Beobachtungszeit dehnte sich bis auf 2 Monate aus.

Zur Feststellung der Gelatineverfliissigung diente einfache Bouillongelatine,
ferner 2proz. Traubenzucker- und 2proz. Milchzuckergelatine.
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Die Zuckersiuerung wurde bei allenStémmen in einer Mischung von Bouillon
und Hefewasser zu gleichen Teilen unter Hinzufiigung von 2% des betr. Zuckers
beobachtet.

Auf Schwefelwasserstoffbildung wurde iiber einer gut gewachsenen Bouillon-
kultur mit Bleiacetatpapier gepriift. Zur Kontrolle kamen Bouillonagar-Blei-
carbonatplatten zur Anwendung.

Bei mehreren Stimmen wurde die Ausnutzung einzelner Stickstoffquellen unter-
sucht. Da durchweg alle ein ausgesprochenes Oberflichenwachstum zeigten, wurde
nicht mit Fliissigkeiten, sondern mit Schrigagarrohrchen gearbeitet. Ein kiinstlicher
Nihragar enthielt die wichtigsten Salze und hatte folgende Zusammensetzung:

0,1 K,HPO, 0,05 NaCl
0,05 KH,PO, 0,05 CaCO,
0,05 MgSO, 2,0 Agar

auf 100 destilliertes Wasser.

Diesem Nihragar wurden die einzelnen Stickstoffquellen in verschiedenen
Mengen zugesetzt, und zwar:

Pepton 2% Glykoll 2% Harnstoff 2%
Asparagin 2% Tyrosin 1%
Leucin 1% Alanin 1%

In ghnlicher Weise wurde die Ausnutzung verschiedener N- Quellen in fliissigen
Nihrbéden von Peters® untersucht. Auf Agar war jedoch nach meinen Erfahrungen
das Wachstum der vorliegenden Stimme besser zu beobachten.

Fiir die Untersuchungen iiber den EiweiBabbau wurde Magermilch genommen.
Je 100 ccm Milch, ausgewogen und in Erlenmeyerkolben sterilisiert, wurden mit
den betreffenden Staimmen beimpft. Bei den Symbiosestudien kam es darauf an,
bei allen Milchproben Bacterium linens in ungefihr gleicher Zahl einzusien und
die iibrigen Stamme dann in einem bestimmten Verhéltnis hierzu. Von 3 Tage alten
Schrigagarkulturen wurde eine bestimmte Anzahl gleicher Osen in je 20 ccm ste-
riless Wasser gebracht und durch Schiitteln eine gleichmiBige Aufschwemmung
von ungefihr bestimmtem Keimgehalt hergestellt. Von diesen Bakterienauf-
schwemmungen kamen auf die einzelnen Kolben mit je 100 cem Milch:

1. 1 ccm Stamm a 7. 1 ccm Stamm a und
2. dasselbe 1 ccm Bet. linens

3. 1 cecm Bet. linens 8. 1/, ccm Stamm a und
4. dasselbe 1 cecm Bet. linens

5. unbeimpft 9. 1/, ccm Stamm a und
6. unbeimpft 1 ccm Bet. linens.

2 Proben dienten also den Untersuchungen des EiweiBabbaues der betreffen-
den Stamme allein, 2 wurden mit Bacterium linens beimpft. Diese 4 Kolben bil-
deten dann gleichzeitig die Kontrolle fiir die 3 anderen Milchen, wo die genannten
Stimme in verschiedenen Mengen mit Bacterium linens zusammen eingesit
wurden. 2 Proben blieben als Kontrolle fiir die ganze Versuchsreihe unbeimptt.

Durch gleichzeitige Herstellung von Keimzihlplatten wurde die Einsaat
ermittelt. Darauf wurden die Milchen im Kisekeller bei einer Temperatur von
nahezu konstant 15° 2 Monate lang aufbewahrt, auftretende Veranderungen
beobachtet und notiert. Dann wurden die Kolben gedffnet und auf Reinheit der
Kulturen gepriift. Dies geschah mittels Bouillonagarplatten, durch Abimpfung
einiger Osen in Bouillon oder durch Anfertigen von Federstrichen. AuBerdem
wurden die Bakterien stets im direkten mikroskopischen Priparat beobachtet.
Nachdem die durch das Beimpfen oder durch Verdunstung entstandenen Diffe-
renzen durch Wasserzugabe ausgeglichen waren, begannen die chemischen Ana-
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lysen*, Durch quantitative Bestimmung gewisser Gruppen von EiweiBspalt-
produkten wurde die Art des Abbaus charakterisiert. Die Ausfiihrung der Ana-
lysen geschah unter Benutzung der Angaben von Engel und Schlag?, Grimmer?,
van Slyke*?, Jensen®®, Huesmann2® und Triiper4s.

Es wurde bestimmt:

1. Der Gesamt-Stickstoff : 10 ccm Milch wurden nach Kjeldahl mit 20ccm H,SO,
und Hg80,, CuS0,und K,80, als Katalysatoren verbrannt, das Ammoniak in 50 com
n/,0 Hy80, iiberdestilliert und mit Kongorot als Indikator gegen 2/, NaOH titriert.
Aus den verbrauchten cem 2/;, H,SO, berechnete sich der Wert fiir Stickstoff.

2. Der Casein-Stickstoff: 10 ccem Milch wurden mit 50 cem Wasser verdiinnt
und bei 40° mit gesittigter Kaliumalaunlésung versetzt bis keine Ausflockung mehr
erfolgte. Nach 24 Stunden wurde filtriert, der Niederschlag gut ausgewaschen und
weiter wie oben nach Kjeldahl verbrannt und der Stickstoffwert ermittelt. Alaun
fallte das gelste Eiweil3 (Casein, Paracasein und Albumosen)sowie die Zellsubstanzen.

Durch Subtraktion, Gesamt-N minus Casein-N, lieB sich der nach der Alaun-
fallung noch in Losung befindliche Stickstoff errechnen, der von mir stets als 16s-
licher Stickstoff bezeichnet und in den Tabellen aufgefiihrt wurde.

3. Der Pepton-Stickstoff: Im Filtrat des Caseinniederschlags wurden durch
Almensche Gerbsiurelésung Albumin, Globulin und héhere Peptone ausgefillt,
nach 24 Stunden abfiltriert und der Niederschlag weiter nach Kjeldahl behandelt.

4. Der Aminosauren-Stickstoff: 10 ccm Milch wurden im 100 cem MeSkolben
mit 25 com H,S0, (25% ) und 25 ccm Phosphorwolframséurelssung (10 % ) versetzt.
Nach etwa 18 Stunden wurde auf 100 ccm aufgefiillt, der Niederschlag abfiltriert
und in 50 ccm des Filtrates (= 5 ccm Milch) der Stickstoffwert wie oben ermittelt.

Im Filtrat der Phosphorwolframséurefillung befinden sich die Aminosduren.

5. Der Ammoniak-Stickstoff: 10 ccm Milch wurden mit Wasser verdiinnt
und im Claisen-Kolben mit Magnesiumoxyd bei 16 mm Druck und 35° eine halbe
Stunde lang der Vakuumdestillation unterworfen, das iibergehende Ammoniak
in 50 ccm 1/, H,80, aufgefangen. Um das Schiumen der Milch zu verhindern,
wurden mit gutem Erfolg 2—4 Tropfen Oktylalkohol zugesetzt.

Die Menge des loslichen Stickstoffs gibt ein Bild von dem ganzen Umfang
der EiweiBspaltung, durch den Pepton-, Aminosiduren- und Ammoniak-Stickstoff
wird der weitere Abbau gekennzeichnet. In den Tabellen sind die einzelnen
Werte in Prozenten des Gesamt-Stickstoffs angegeben. Soweit nicht besonders
vermerkt sind die Resultate der unbeimpften Kontrollmilchen stets abgerechnet,
so daf die Zahlen direkt die Leistungen der Bakterien angeben.

Zur Priifung der Reaktion der Milch diente im allgemeinen Lackmus. Soweit
es bei der oft sehr stark verfirbten Milch noch méglich war wurden auBerdem
Titrationen ausgefiihrt, Phenolphthalein als Indikator.

Mit diesen quantitativen Milchuntersuchungen liefen zum Vergleich parallel
Versuche in Milchréhrchen. Da nun der Abbauproze8 in Milch wegen des etwa
20mal so groBen Wassergehaltes und wegen des vorhandenen Milchzuckers sicher
etwas anders verlduft als im Kése, wurden, um die Werte der Milchuntersuchungen
auf die Verhiltnisse im Kise iibertragen zu kénnen, vergleichende Versuche mit
sterilem Labquarg, wie er zur Herstellung der Friihstiickskise Verwendung findet,
angestellt. Sie erstreckten sich auf die direkte mikroskopische und makroskopische

Beobachtung der eintretenden Verdnderungen, sowie auf die Priifung von Geruch
und Geschmack der Proben.

Besondere Untersuchungen iiber das Verhalten der Stimme zu Bacterium
linens wurden nach der von Garré’s beim Studium des Antagonismus angegebenen
Plattenmethode ausgefiihrt. Garré impfte zwei verschiedene Stimme gekreuzt oder

* Herrn Prof. Dr. Burr sage ich fiir die Unterstiitzung bei der Ausfiihrung
der chemischen Arbeiten meinen verbindlichsten Dank.
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in parallelen Strichen auf Bouillonagarplatten und beobachtete nun bei gewissen
Arten Wachstumshemmungen auf den einander zugewandten Seiten desImpfstriches.
Durch kleinere Abénderungen dieser Methode wurden im allgemeinen noch bessere
Resultate erhalten. Dabei wurde folgendermafien verfahren: Ein Stamm wurde
zahlreich in den noch fliissigen Agar eingesit, die Platten gegossen, und nun der
andere Stamm auf den erstarrten Agar als groBe Kolonie mit der Ose darauf geimptt.

Nach einigen Tagen zeigte sich eine von folgenden Erscheinungen:

1. Um die grofie Kolonie herum hatten sich die kleinen Kolonien vollkommen
gleichméaBig auf der ganzen Platte entwickelt. Eine gegenseitige Beeinflussung der
beiden Stdmme war offenbar nicht eingetreten.

2. Die kleinen Kolonien wuchsen schneller und kréftiger in der Néhe der groflen
Kolonie. Durch diese Wachstumsférderung wurde ein Fall von Metabiose demon-
striert.

3. Die kleinen Kolonien fanden sich erst in einem mehr oder weniger weiten
Abstand von der groBien Kolonie. Die offenbare Wachstumshemmung deutete
auf Antagonismus hin.

Waurde statt des gewohnlichen Néhragars Milchagar 7 8 in Platten verwandt,
so traten hiufiger auflerdem besondere Aufhellungszonen auf, die Anderungen
im normalen Caseinabbau anzeigten.

Bei der groflen Zahl der Moglichkeiten ist es sehr schwer zu entscheiden, worin
die Ursachen fiir die beobachteten Erscheinungen der Wachstumsférderung oder
Hemmung zu suchen sind. Pringsheim® macht auf diese Schwierigkeiten unter
besonderer Beriicksichtigung der Plattenversuche aufmerksam. Es sei hier das
Wichtigste angefiihrt.

1. Gegenseitige Entziehung von Néhrstoffen wirkt fiir beide Organismen
gleich hemmend, wenn nicht einer von ihnen schneller wichst.

2. Eine Art schlieBt Nahrstoffe auf, die von dem anderen Stamm nun schneller
und leichter aufgenommen werden und damit wachstumsférdernd wirken.

3. Schédliche Stoffwechselprodukte der einen Art kénnen eine Reizwirkung,
dariiber hinaus aber eine Wachstumshemmung oder gar Abtétung bei der anderen
Art hervorrufen.

4. Stoffwechselprodukte, deren Anhiufung fiir den einen Organismus schid-
lich ist, werden durch den anderen weiter verarbeitet.

5. Der eine Stamm verdndert die Reaktion des Néhrbodens in einer fiir die
andere Art glinstigen oder ungiinstigen Weise.

6. Eine Summierung mehrerer Faktoren macht eine Erklirung der Erschei-
nungen bedeutend schwieriger.

Auf diese Fragen nach den Ursachen konnte stets nur ganz kurz eingegangen
werden. Der Wert der Milchagarplattenversuche lag in der Erkennung und De-
monstration von Bakteriensymbiosen.

II. Bacterium linens.

In allen Proben der Kaserotschmiere wurde das von Wolff4 beschrie-
bene Bet. linens nur in verhaltnismafBig geringer Menge angetroffen.

Auf dem 14 Tage alten Kise herrschten zweifellos Kokken vor und
auch spiter waren Kokken, Kurzstdbchen und andere Corynebakterien
in iiberwiegender Zahl vorhanden.

Mit Hinweis auf genaue Beschreibungen dieses Bakteriums von
Wolff*4?, Henneberg®, und Peters® sollen nur die wichtigsten Eigenschaf-
ten kurz hervorgehoben werden.

Bacterium linens wuchs als unbewegliches Kurzstibchen von etwa 0,6 X 0,8
— 1 u, doch war die Form und auch die GréBe sehr schwankend. Auf Labquarg
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und in Milch konnten kréftigere und lingere Stibchen beobachtet werden, die Zellen
zu Fiden zusammenhingend. Besonders in ilteren Bouillonkulturen sah man
héufiger abweichende Formen, Stibchen, an einem Ende keulenférmig angeschwol-
len, daneben ganz kleine Zellen, fast kokkenférmig. Sternformige und palisaden-
formige Zusammenlagerungen wurden in Federstrichen gelegentlich, spitzwink-
liges Zusammenliegen zweier Stabchen sehr hiufig beobachtet.

Kisskalt und Berend® fanden dies typisch fiir die Corynebakterien. Bei Beob-
achtungen an Corynebacterium diphtheriae kam es bei der Vermehrung der Zellen
zuniichst zu einer Durchschniirung in der Mitte, dann streckten sich die beiden
Stiabchen. Da sie sich mit den etwas zugespitzten Zellenden beriihrten, kam es plotz-
lich — vielleicht durch Aufsto8en auf ein Hindernis — zur Bildung dieser V-Form.

Bacterium linens wuchs bei Temperaturen zwischen 37° und 9°, am besten
bei 30—20° und bevorzugte alkalische Nahrboden. In Bouillon von verschiedenem
py zeigte sich nach 10 Tagen bei py 6,2 noch kein Wachstum, von py 6,6—8,4
steigend schwache bis starke Triibung der Réhrchen. Auf Bouillonagar bildeten
sich sehr schone, feuchtglinzende, orange Kolonien. Auf Kartoffel war das Wachs-
tum etwas méBiger, die Kartoffel wurde dunkel verfarbt. Quarg wurde sehr bald
schon orange und dabei stark abgebaut. Der Geruch und Geschmack war angenehm
kisig. Gelatine wurde verfliissigt, muldenférmig. Bei Milchzucker- und Trauben-
zuckergelatine schritt die Verfliissigung viel langsamer vorwirts. Diese Erschei-
nung wurde auch bei allen anderen hier behandelten Bakterien beobachtet, und
ist nach Awerbach? auf eine direkte Hemmung in der Bildung der Fermente durch
Zucker zuriickzufiihren. Milchfett wurde angegriffen. Nach 20 Tagen waren im
Vollmilchfederstrich die Fettkiigelchen korrodiert und zum Teil schon in feine
Kristallmassen verwandelt. Dieser ProzeB verlief weiter und nach 1!/, Monaten
sah man fast nur noch Kugeln aus feinsten Kristallen durchsetzt mit einigen
gréBeren, meist gebogenen Nadeln. Zucker wurden nicht gesduert. Die Versuche
wurden angestellt mit Glucose, Lactose, Saccharose, Galactose, Glycerin, Mannit,
Arabinose, Raffinose, mit Dextrin und dem Glucosid Salicin. Selbst in einer
72tédgigen Milch, die total durch Bacterium linens abgebaut war, konnte durch
quantitativ chemische Analysen eine Verringerung des Milchzuckergehaltes nicht
nachgewiesen werden.

Die fritheren Untersuchungen wurden weiter erginzt durch genauere Studien
iiber den EiweiBabbau in Milch. Bei 37° wurde Milch offenbar nur wenig ange-
griffen, nach einem Monat war eine unvollstindige Gerinnung einge treten, die
Farbe rétlich und die Reaktion gegen Lackmus alkalisch. Bei 30° ging die Zer-
getzung offenbar am schnellsten vor sich. Schon nach 7 Tagen war die Milch
etwas orange, nach 13 Tagen rétlich und alkalisch, dann wurde sie dunkler und der
orange Farbton trat mehr und mehr hervor. Bei 18 und 15° traten die Verinde-
rungen der Milch ungefiahr gleich schnell, jedoch langsamer als bei 30° auf, ver-
liefen im iibrigen aber in derselben Weise. Der gleichzeitig hiermit auftretende
Saureriickgang wurde durch einige Titrationen verfolgt. Eine Milch, mit Bacterium
linens beimpft, wurde nach verschiedenen Zeiten mit ©/;, KOH titriert, Phenol-
phthalein als Indikator.

Auf 100 cem Mileh kamen nach:

0Txige¥1 7‘ 11 Tagen 1 17 Ta;gen ,744272Tagen
|

cem "/, KOH . . . . 22,00 15,00 12,00 ?
. . | schwach | deutlich | intensiv
Farbe der Milch . . . weill { | orange orange | orange

Am 22. Tag war eine Titration gegen Phenolphthalein wegen der starken
Verfirbung der Milch nicht mehr méoglich.
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Der Eiweiflabbau in Milech wurde durch quantitativ-chemische Analysen
nidher erforscht. Die Resultate sind in Tabellen zusammengestellt. Die ersten
Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt, die zwischen 18 und 21°
schwankte. 6 Proben derselben Milch wurden gleichmafig mit einer Ose Schrig-
agarkultur beimpft, und je 2 Milchen zusammen mit einer Kontrolle nach verschie-
denen Zeiten analysiert. Die Tab. la enthalt die Zahlen so wie sie gefunden wurden.
Bei 1b sind die Resultate der Kontrollen von den Bacterium linens-Werten in Ab-
zug gebracht, so daB hier allein die durch die Bakterien erzeugten Mengen an
léslichem N, Aminosiuren- und Ammoniak-Stickstoff angegeben sind.

Tabelle 1la. Der EiweifBabbau in Milch durch Bacterium linens nach verschiedenen
Zeiten ber 18—20°.

Nach 25 Tagen Nach 456 Tagen Nach 72 Tagen
linens | linens 1531111; linens | linens 53111: linens | linens tlr{:))lllz
Loslicher N. . .| 42,39| 41,23 | 15,00| 60,67 | 62,19 14,07] 61,27 57,73| 14,82
Pepton-N. . . .]10,55, 9,61 9,24| 3,06, 5,85| 881| 3,36| 2,42| 9,04
Aminosduren-N. | 16,14 | 18,43 4,93| 33,90 | 35,55| 4,32} 30,13 | 31,09 4,84
Ammoniak-N. .| 4,59, 3,88 0,84| 17,66 16,22| 0,74| 22,27 | 22,34, 0,75
) orange dunkel-
Bemerkungen. . | blaB-orange {linens-Hau t orange

Tabelle 1b. Die Leistungen des Bacterium linens (nach Abzug der Kontrollen.)

Nach 256 Tagen Nach 45 Tagen Nach 72 Tagen
linens I linens linens linens linens linens
Loslicher N. . . 27,39 26,23 46,60 48,12 46,45 4291
Pepton-N. . . . 1,31 0,37 | — 5,75 —2,96 | — 5,68 — 6,62
Aminosduren-N. 11,21 13,50 29,58 31,23 25,29 26,25
Ammoniak-N. . 3,75 ] 3,04 16,92 15,48 21,52 21,59

Es war folgendes daraus ersichtlich:

1. Die Bildung von lsslichem Stickstoff erreichte ein Maximum mit etwa
50% des Gesamt-Stickstoffs. Bei lingerer Aufbewahrung der Kultur nahm diese
Menge wieder ab; die EiweiBispaltprodukte wurden offenbar zum Aufbau der
Zellen verbraucht.

2. Bacterium linens bildete anfangs geringe Mengen Peptone. Spiter wurden
die Peptone schneller abgebaut als eine Neubildung aus dem Eiwei erfolgte.
Dabei sank der Stickstoffwert unter den der Kontrolle.

3. Der Aminosiuren-Stickstoff zeigte ebenso wie der losliche Stickstoff ein
Stadium langsamen Anwachsens, des Maximums und des Riickgangs. Maximal
wurden etwa 30% des Gesamt-Stickstoffs als Aminoséuren-Stickstoff gefunden.
Auch die Zeiten des Maximums an loslichem und Aminosiuren-Stickstoff schienen
ungefdhr zusammenzufallen und waren nach etwa 45 Tagen bei Zimmertemperatur
erreicht.

4. Bei der Bildung des Ammoniak-Stickstoffs dagegen war ein stindiger An-
stieg zu beobachten, erst langsam beginnend (1. bis 25. Tag), dann stéirker ver-
laufend (25. bis 45. Tag) und darauf weiter wieder langsamer fortschreitend (45.
bis 72. Tag).

Bei Untersuchungen iiber das Caseinspaltungsvermigen einiger Milchsiure-
bakterien fand Barthel3, daB jeder Stamm ein spezifisches Maximum an léslichem
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Stickstoff bildete. Da Konzentrationsinderungen im Nihrboden hieran nichts
anderten, folgerte Barthel, daB jede Art durch spezifische Fermente nur einen ge-
wissen Teil des Caseinkomplexes zu spalten verméchte, Nachdem dies geschehen,
ware eine weitere Bildung loslichen Stickstoffs nicht mehr méglich und somit
das Maximum erreicht.

In &hnlicher Weise wiirde vielleicht durch die begrenzte Wirkungsweite der
Fermente des Bacterium linens die Entstehung des Maximums an l6slichem Ei-
weiB erklirt werden kénnen. Der Riickgang des 16slichen Stickstoffs in #lteren
Kulturen . war vielleicht auf die weiter fortschreitende Zellvermehrung zuriick-
zufiihren. Alaun fillte auch die Zellsubstanzen mit aus, und somit verschwand
ein Teil der vorher vorhandenen léslichen Stickstoffkérper. Wahrscheinlich wurden
u. a. auch die Aminosiduren von Bacterium linens zum Zellaufbau verwendet.
Damit wiirde der gleichzeitige Riickgang der Aminosduren verstindlich werden.
Mit Hilfe von kiinstlichen Nahrb6den konnte nachgewiesen werden, da3 Bacterium
linens Pepton und Aminosiduren als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zugleich
ausnutzen konnte. So wurde mehr oder weniger starkes und typisches Wachs-
tum beobachtet auf Pepton-, Tyrosin-, Leucin, Asparagin-, Glykokoll- und Ala-
nin-Néhragar. Bei Harnstoffzusatz trat keine Entwicklung ein.

Ein zweiter Versuch diente dem vergleichenden Studium des EiweiBabbaus
von Bacterium linens in Milch und Kreidemilch. 4 Proben wurden mit der gleichen
Menge einer Bakterienaufschwemmung beimpft, 2 Milchen enthielten 2% Kreide.
Von Anfang an entwickelte sich Bacterium linens hier friiher und stirker. Wihrend
aber die einfache Milch langsam eine schon orange Farbe annahm, die im Laufe
des Versuchs immer intensiver wurde, wurde die Kreidemilch bald dunkel und
miBfarben.

Nach 2 Monaten Aufbewahrung bei 15° wurde analysiert (siche Tab. 2).
Im wesentlichen konnte nur eine Vermehrung des Ammoniak-Stickstoffs in der
Kreidemilch festgestellt werden.

Tabelle 2.
Bacterium linens in Milch und Kreidemilch nach 2 Monaten bes 15°.
Milch Milch Kﬂ;;‘g;' lg 3‘:;
Loslicher N. . . . . . 50,83 50,64 50,00 49,81
Aminosguren-N. . . . . 30,23 28,46 30,42 30,23
Ammoniak-N, . . . . . 8,63 6,74 11,89 12,38

In dhnlicher Weise wurde von Grimmer, Bodschwinna und Lignau®* bei
Untersuchungen iiber den Caseinabbau von Oidium lactis durch Calciumcarbonat-
zusatz eine Forderung in der Tiefe des Abbaus beobachtet.

Untersuchungen iiber die EiweiBzersetzung von Bet. linens wurden
héufiger wiederholt, und zwar bei der in der Praxis im Késereifungskeller
gegebenen Temperatur von 15°C. (vgl. Tabelle 3). Die untereinander
bestehenden geringen Abweichungen sind wohl in der Hauptsache da-
durch zu erkliren, da8 fiir die zu ganz verschiedenen Zeiten angestellten
Versuche nicht die gleichen Milchen zur Verwendung kamen. Im all-
gemeinen war jedoch der Abbau in der gleichen Weise verlaufen. Es
wurden etwa 50% des Gesamtstickstoffs in losliche Produkte iiber-
fithrt, 28% wurden als Aminosiuren- und etwa 7% als Ammoniak-
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Stickstoff gefunden. Aufillig war die geringe Menge Ammoniak-
Stickstoff den Milchproben gegeniiber, die bei 20° gestanden hatten
(s. Tabelle 1).

Tabelle 3. Zusammenstellung von 6 verschiedenen Bestimmungen iiber den Eiweip-
abbaw in Milch durch Bacterium linens nach 2 Monaten bet ca. 15°.

Ia | 16 | ma | 1v | 1118 | b IVaJ wb | va ] vb | via

Vib
Loslicher N . .}50,83|50,6447,42)48,37 52,08 53,11 48,95‘47,4.7 45,76 47,49)152,49 52,03
Aminossuren-N | 30,23 | 28,4627,39|27,39|23,92 | 25,42 29,61 | 29,51 | 24,33 | 23,75| 32,41 | 32,04
Ammoniak-N .| 8,53| 6,74¢] 8,52| 8,33| 6,31| 7,15| 6,50| 545| 5,59| 5,19] 8,21| 7,91

Wegen seiner guten Farbstoff- und Aromabildung, verbunden mit
einem durch chemische Analysen genauer erforschten umfangreichen und
sehr kriaftigen EiweiBabbau, verdient Bet. linens in der Tat eine besondere
Beachtung als Kisereifungspilz.

Nach den Angaben von Wolff*" steht Bect.linens dem Bacterium
fuscum nahe, das neuerdings von Lehmann und Neumann®® zu Coryne-
bacterinum bruneum gestellt wird. Bei meinen Untersuchungen unter-
schied sich Bet. linens von Bet. fuscum aufler durch die von Wolff
erwihnte Gelatineverflisssigung auch durch das Kolonienwachstum.
Eine Faltenbildung der Agarstrichkolonien, wie sie fiir Bet. fuscum an-
gegeben wird, konnte von mir niemals beobachtet werden, und auch
Wolff, der hieriiber nicht berichtete, scheint sie nicht gesehen zu haben.
Dagegen bestanden weitgehende Ubereinstimmungen sowohl in morpho-
logischer wie in physiologischer Hinsicht zwischen Bet. linens und
Corynebacterium bruneum, soweit letzteres in der Literatur beschrieben
ist. Die Zugehorigkeit zu den Corynebakterien diirfte daher nicht
linger zweifelhaft sein. '

II1. Bacterium linens in Beziehung zu einigen seiner Begleitorganismen
beim Eiweifabbau in Milch.

Von den isolierten Bakterien wurden zur genaueren Bearbeitung
solche mit moglichst verschiedenen Eigenschaften ausgewahlt. Sie
lassen sich zu folgenden Gruppen zusammenfassen:

1. Milchséurebakterien.

II. Mikrokokken.

III. Corynebakterien.

IV. Farbstoffbildende Kurzstibchen (zweifelhafte Corynebakterien).
V. Coli-Aerogenes-Bakterien (atypische Arten).

IIIa. Bacterium linens und Milchsiurebakierien.

Im Innern und auf der Oberfliche von frischem Kise werden Milchsiure-
bakterien aller Art stets in sehr groBer Zahl gefunden. Sie entfalten nach Weig-
mann4® ihre hauptsichlichste Titigkeit bei dem Proze8 der Siuerung, den jeder
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Kise, ob Lab- oder Sauermilchkise, anfinglich durchmacht. AuBerdem betei-
ligen sie sich vermdoge ihrer proteolytischen Fermente an dem EiweiBabbau.

Die nach der Neutralisation der Saure auf der Oberfliche durch Hefen, Oidien
und andere Mikroben sich langsam entwickelnden Kéaserotbakterien finden damit
einen durch die Milchsiurebakterien bereits verinderten und in gewisser Weise vor-
bearbeiteten Nahrboden vor. Zum genaueren Studium dieser Verhéltnisse wurden
daher auch einige Milchsdurebakterien mit zu den Untersuchungen herangezogen.

Von mehreren verschiedenen Arten wurden hier nur 2 Stdmme berticksichtigt,
die héufiger und in gréBerer Menge auf der Rinde von frisch geformtem und ge-
salzenem Kise vorkamen. Es handelt sich nach der von Orla Jensen?® gegebenen
Einteilung der Milchsdurebakterien entsprechend ihren morphologischen und
physiologischen Eigenschaften um typische Stimme der Gruppe Streptobacterium
casei und Streptococcus lactis (siehe Tab. 4). Nach Weigmann®®, Barthel® 4 und
Orla Jensen®® sind gerade Milchsdurebakterien dieser Art durch Saurebildung und
EiweiBspaltung fiir die Kéasereifung im allgemeinen von Bedeutung.

Keiner der beiden Stimme verflissigte Gelatine. In Bouillongelatine war
das Wachstum nur schwach, weitaus besser in Traubenzucker- und Milchzucker-
Gelatine. Es bildete sich im Stichkanal perlenschnurartig eine grofie Zahl kleiner
Kolonien, die besonders unten im Réohrchen, also mehr anidrob gut gediehen.
Stamm 1 legte Milch bei 37° nach 40 Stunden und bei 30° nach 48 Stunden glatt
dick. Die bei 45, 18 und 15° aufbewahrten Milchen zeigten selbst nach 8 Tagen
noch keine Gerinnung. Stamm 2 siuerte anfangs etwas stérker und koagulierte
Milch bei 37 und 30° bereits nach 24 Stunden. Bei 45 und 15° war auch nach
7 Tagen noch keine sichtbare Verinderung eingetreten. Néheres iiber den Verlauf
der Saurebildung dieser beiden Stimme in Milch ist aus den Kurven bei Tab. 4
zu ersehen.

Um die Bedeutung der vorhergehenden Einwirkung dieser beiden Bakterien
auf das Milcheiweil fiir die nachfolgende Entwicklung und Fermentwirkung des
Bacterium linens zu erforschen, wurden folgende Versuche angestellt.

Je 100 ccm 2proz. Kreidemilch wurden mit Bacterium linens, Stamm 1 und
Stamm 2 fiir sich allein beimpft. Ferner wurden je 2 Proben reichlich mit Bacterium
linens und einem der beiden Milchsidurebakterien zusammen beimpft. 2 Kontrollen
blieben steril. Die Kolben wurden nun bei der Zimmertemperatur von durchschnitt-
lich 20° 2 Monate lang aufbewahrt und beobachtet. Dabei zeigten sich im einzelnen
folgende Verinderungen. In den Symbiose-Milchen kamen zundchst die Milch-
siurebakterien zur Entwicklung und verursachten die Siurung des Milchzuckers.
Durch tagliches Umschiitteln der Kolben wurde die Milchsiure immer wieder
durch die Kreide gebunden, und damit der auf der Késerinde durch Mikroben
bewirkte ProzeB der Neutralisation nachgeahmt. Nach Beendigung der Haupt-
gérung begann auch Bacterium linens sich langsam zu entwickeln. Dabei bildeten
sich — zuerst in einem Kolben mit Bacterium linens und Stamm 2 nach 15 Tagen —
an den Glaswandungen in den vom Umschiitteln anhaftenden Milchresten rot-
braune Kolonien, die sich nach und nach auf den ganzen Kolbeninhalt ausbrei-
teten. In den Linens-Milchen hatten sich die Bakterien durch keine Saurebildung
behindert von Anfang an viel schneller und stirker vermehrt. Dementsprechend
war hier der Abbau bereits weit vorgeschritten zu einer Zeit, als in den Symbiose-
Proben Bacterium linens gerade anfing sichtbare Verdnderungen hervorzurufen.
Nach 2 Monaten hatte Bacterium linens die Milch dunkel-graugelb verfarbt und
total abgebaut. In Symbiose mit Stamm 1 hatte Bacterium linens sich recht
kriftig entwickelt und bildete eine schwimmende, leuchtend orange Haut mit
dicken, faltigen Inseln auf den schwach gelbbraunen Milchen. AuBerlich ganz
ahnliche Verdnderungen waren auch bei den Symbiose-Milchen mit Stamm 2
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aufgetreten. Bei den durch Stamm 1 und 2 zersetzten Milchen lag am Boden des
GefiaBes ein flockiger, weiller Niederschlag von gefalltem Casein und unverbrauchter
Kreide, dariiber stand weiBlich-triibe oder klare Molke. Bei Bacterium casei var.
konnte ein ganz deutlicher Kasegeruch festgestellt werden. Auffillig war, daB
Bacterium linens in den geséuerten und wieder neutralisierten Milchen zum Teil
ein viel iippigeres Wachstum zeigte, als in den nicht durch Milchsiurebakterien
vorbereiteten Proben.

Bei der Reinheitspriifung der Kulturen ergab sich u. a., da3 in den
Symbiose-Milchen die Milchsédurebakterien trotz der weitgehenden Ver-
anderungen durch Bct. linens noch am Leben waren. Die Ergebnisse
der chemischen Analysen sind in Tabelle 5 zusammengestellt. Die Unter-
schiede in den Resultaten zwischen zwei Paralleluntersuchungen sind
hier gréBer als bei Untersuchungen mit anderen Bakterien. Sie sind auf
gegenseitige Beeinflussung von Sauerungs- und EiweiBabbauprozef3
zuriickzufithren. Im {ibrigen sind die Differenzen so gering, da das
Gesamtbild des Abbaus dadurch nicht gestort wird.

Tabelle 5. Der Eiweifabbau der Milchsiurebakierien 1 und 2 in Kreidemilch allein
und zusammen mit Bacterium linens nach 2 Monaten bei 18—20°.

Kontrolle| Kontrolle| 11 | 111 | 21 | e2m
Loslicher N. . . . . . . — — 16,45 | 16,63 |—0,23 |— 0,05
Aminosiuren-N. . . . . — — 15,66 16,44 1,67 1,82
Ammoniak-N. . . . . . — — | 0,95 0,95 0 0
Proz. Milchzucker . . . 4,63 4,72 | Spuren — 1,06 0,80
Reaktion gegen Lackmus | sauer | sauer | sauer | sauer | sauer | sauer
Caseingerinnsel, Casei . !
Bemerkungen . . . . . — — klare Molke, k- asgl ngerinnsez,
I . ] triibe Molke
siger Geruch
linens I [ linens T ' 1+linens I ) 1+linens Hf 2+linens I !2+ linens IT
Leéslicher N. . . . . . .. 50,74 52,45 54,17 57,36 ‘ 43,82 36,93
Aminosduren-N. . . . . . . 33,35 31,05 36,94 38,13 13,61 9,12
Ammoniak-N. . . . . . .. 18,20 21,00 6,18 8,77 2,14 1,36
Proz. Milchzucker . . . . . 4,46 | 4,58 | Spuren | Spuren — | Spuren
Reaktion gegen Lackmus. . alkalisch schwach alkalisch | schwach alkalisch
Milch: dunkel- schwach orange, schwach orange,
Bemerkungen . . . . . . { graugelb starke linens-Haut linens-Haut

In Ubereinstimmung mit den in Tabelle 2 fiir Bet. linens in Kreide-
milch angegebenen Werten wurde auch hier ein sehr hoher Prozentsatz
Ammoniak-Stickstoff gefunden. Bet. casei var. bildete eine erhebliche
Menge loslicher EiweiBkorper, die restlos aus Aminosduren bestanden,
denn beide Stickstoffwerte waren nahezu gleich. AuBlerdem waren fast
1% Ammoniak-Stickstoff entstanden. Nach Barthelt und Jensen® spalten
die Milchsiurestibchen das Casein direkt in Aminosduren ohne Bildung
von Zwischenprodukten.
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Bei Stamm 2 trat eine ganz geringe Vermehrung der Aminoséuren
auf, wihrend die Menge der 16slichen EiweiBkorper sogar etwas zurtick-
gegangen war. Beim Zusammenwirken dieser Milchsdurebakterien mit
Bet. linens zeigten sich iiberraschende Ergebnisse. Durch den ebenfalls
eiweilspaltenden Stamm 1 wurde der Abbau des Bet. linens in eigen-
artiger Weise verdndert. Es trat eine Vermehrung des 16slichen Stick-
stoffs und Aminosiduren-Stickstoffs auf iber alle bisher maximal er-
haltenen Mengen. Andererseits wurde weit weniger Ammoniak-Stickstoff
gebildet.

Bei unseren heute noch minimalen Kenntnissen von den Eiweill spaltenden
Fermenten der Bakterien ist es nicht leicht, eine richtige Erklirung fiir diese Er-
scheinungen zu geben.. Es besteht aber sehr wohl die Méglichkeit, daB Eiweil3-
korper, die von Bacterium linens offenbar nicht gespalten werden konnten, durch
die Fermente dieser Milchsdurebakterien fiir weitere Zersetzungen ,,aufgeschlossen‘
wurden. Die Widerstandsfiahigkeit genuiner EiweiBkorper gegen gewisse Fermente
liegt nach Oppehheimer®® in einer bestimmten Struktur der Proteine begriindet.
Es geniigen geringe Eingriffe, um den Widerstand zu brechen. So werden z. B.
durch eine unbedeutende vorangehende Pepsinwirkung Proteine durch Trypsin
viel leichter gespalten. Uberhaupt, sagt Oppenheimer, gilt allgemein der Satz,
daB die Pepsinwirkung Stoffe schafft, die dann das Trypsin leichter angreifen kann.

Da man nun bei Stamm 1 entsprechend der Wirkung bei saurer
Reaktion andersartige Fermente annehmen muB, als bei dem bei al-
kalischer Reaktion spaltenden Bet. linens, liele sich der durch beide
Bakterien zusammen erweiterte EiweiBabbau ganz zwanglos durch ein
Zusammenarbeiten verschiedenartiger Fermente erkliren, wie es ahnlich
von Pepsin-Trypsin bekannt ist.

Die Forderung im Abbau war um so bemerkenswerter, als Bet.
linens durch den anfinglichen SduerungsprozeB stark gehemmt wurde
und erst etwa 20 Tage spéter als in den Bet. linens-Milchen zur Ent-
wicklung kam. AuBerdem war selbst nach 2 Monaten die Reaktion der
Symbiose-Milchen gegeniiber den stark basischen Linens-Kontrollen nur
schwach alkalisch gegen Lackmus.

Obwohl die Milchen mit Bet. linens und Stamm 2 sich rein duBerlich
im Farbton und nach der Entwicklung des Bet. linens nicht unterschie-
den von den Symbiose-Proben mit Stamm 1, verlief doch die Eiweif-
spaltung in ganz anderen Bahnen. Nach den Ergebnissen der Analysen
war hier im Gegensatz zu den Symbiose-Milchen mit Stamm 1 ein an
Umfang und Tiefe geringerer Abbau eingetreten als in den linens-
Kontrollen.

Nach diesen beiden Versuchen scheinen proteolytische Milchsiure-
bakterien den Néhrboden firr Bet. linens in giinstiger Weise vorzube-
reiten und iberhaupt den gemeinsamen Abbau zu férdern, die reinen
Siurebildner dagegen — wohl durch die Saurebildung — Hemmungen
hervorzurufen. Weitere Untersuchungen mii8ten ergeben, wie weit die
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hier gefundenen Resultate allgemeine Bedeutung und Wert fur die
Praxis besitzen. Die Nachahmung der Verhaltnisse im Kise ist ja nur
bis zu einem gewissen Grade gelungen. Eine sehr wesentliche Ab-
weichung besteht darin, da die Neutralisation der Milchsdure im
Versuch durch Kreide geschah, wihrend unter natiirlichen Bedingungen

Abb, 2.

Abb. 1.

bei diesem ProzeB vor
allen Dingen Oidien und
Kahmbhefen tétig sind, die
sich weiterhin aber auch
durch proteolytische Fer-
mente am Abbau betei-
ligen. Im Laboratoriums-
versuch liBt sich jedoch
der so auBerordentlich
komplizierte Reifungsvor-
gang im Kése nur Schritt
fir Schritt verfolgen, und
nur so sollen und diir-
fen die beiden beschriebe-
nen Versuche gewertet

werden.
Beim Studium der
wechselseitigen Beziehun-
gen zwischen Bet. linens und den bei-
den Milchsdurebakterien auf Platten
verhielten sich letztere im wesent-
lichen gleich. Wurde nach der Garré-
schen Methode verfahren und die
beiden Stimme in Strichen nebenein-
ander auf die Milchagarplatte geimpft,
so dehnte sich alsbald die von der
Milchsiurebakterienkolonie aufgehellte
Zone gegen Bet. linens hin weiter aus,
und gleichzeitig damit trat ein ver-
stiarktes Wachstum der Milchsdurebak-
terien auf derselben Seite ein. Anderer-
seits wurde auch bei der Linens-Kolonie

auf der den Milchsiurebakterien zugewandten Seite besseres Wachstum
und schnellere Aufhellung des Agars beobachtet. Bei lingerer Dauer
der Versuche wuchs schlieBlich Bet. linens in die von den Milchsiure-
bakterien gebildete Aufhellungszone hinein und entwickelte sich hier
ganz besonders iippig.

Ein anderer Versuch zeigte diese Verhiltnisse noch deutlicher.
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Bacterium linens wurde reichlich in den fliissigen Milchagar eingesit, die
Platte gegossen und nun Streptococcus lactis var. als groBe Kolonie darauf geimpft.
Nach mehreren Tagen war folgendes Bild entstanden (vgl. Abb. 1).

Infolge der Saurebildung waren direkt um die Milchséurebakterien-
kolonie keine Linens-Bakterien aufgekommen. In einiger Entfernung
dagegen hatten sie sich ganz auBergewdhnlich stark entwickelt. Hier-
durch wurden offenbar auch wiederum die Milchsdurebakterien zu stér-
kerem Wachstum angeregt. Die Ursache der gegenseitigen Wachstums-
férderung diirfte hauptsichlich in einer Verinderung des MilcheiweiBes
durch das Zusammenwirken beider Stdmme zu suchen sein. Auf Milch-
zucker-Bouillonagarplatten trat nimlich nur die oben beobachtete
Hemmung der Linens-Kolonien durch die Séurebildung der Milchséure-
bakterien ein. Zu einer entsprechenden Wachstumsférderung kam es
nicht, weil die Platte die fiir beide Stamme leicht angreifbaren Peptone
enthielt (vgl. Abb. 2).

Nach den Ergebnissen der Plattenversuche stehen die Milchsdure-
bakterien einerseits durch ihre Sdurebildung dem Bct. linens als Anta-
gonisten gegeniiber, andererseits konnen sie durch ihre Einwirkung auf
das MilcheiweiB auch als Metabionten eine Rolle spielen.

Die groBen Unterschiede zwischen den Stdmmen 1 und 2 beim Ei-
weiBabbau in Milch kamen auf den Symbiose-Milchagarplatten nicht
zum Ausdruck.

I1Ib. Bacterium linens und Mikrokokken.

In allen Stadien der Reifung wurden auf der Kiserinde Mikrokokken in auBer-
ordentlich groBer Zahl gefunden. Die ndher bearbeiteten Stimme waren teils
Saure-Lab-Kokken, die Milch mehr oder weniger stark verdnderten (7, 10, 11, 12,
14), teils Arten, die sich Milch gegeniiber fast indifferent verhielten (8 und 13).
Ein Stamm zersetzte Milch bei alkalischer Reaktion (9).

Sie waren alle sehr salzfest, selbst 8% Kochsalz wurden durchweg gut ver-
tragen. So konnten sie sich auf der salzhaltigen Kaseoberfliche sehr gut halten
und entwickeln. Alle Stimme waren bewegungslos, gram-positiv, indol-negativ;
Schwefelwasserstoff wurde nicht gebildet. Sie wuchsen auf Bouillonagar als
weille oder gefirbte Kolonien von meist groBeren AusmaBen, auf der Oberfliche
besser als in der Tiefe. Eine Ubersicht iiber die wichtigsten Eigenschaften gibt
die Tab. 6.

8 und 9 verhielten sich den verschiedenen Zuckern gegeniiber véllig indiffe-
rent, Lackmus wurde besonders von 9 stark reduziert. Die anderen 6 Stimme
siuerten alle Traubenzucker und Milchzucker, im iibrigen traten aber einige Unter-
schiede auf. Orla Jensen?® hilt die Zuckerreihe fiir die Bestimmung und Unter-
scheidung von Kokken dieser Art (Tetrakokken, Jensen) nicht fiir sehr brauchbar.
Mit Ausnahme von 8 zersetzten alle Stimme Milcheiweifl. Bei den Saure-Lab-
EKokken vor allen Dingen kam es zur Bildung von 16slichen Stickstoffkérpern.
Einige Stimme bildeten mehr oder weniger grof3e Mengen Aminoséuren (9,12,14).
Andere hingegen bauten selbst den in der Milch an sich vorhandenen Aminoséuren-
Stickstoff weiter ab. Dadurch treten in der Tabelle Minuswerte auf (10, 11, 13).
Nur wenige Kokken zersctzten Eiweill bzw. Aminosiuren weiter bis zum Ammoniak

Milchwirtschaftliche Forschungen. 9. 9
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Tabelle 6. Ubersicht iiber die wichtigsten

! 5 g Saurebildung ans
£ |
S Mikroskopisches Bild ‘ 3 g % r o !
R 3 i -5
8 im Bouillon. Federstrich Kolonien auf Bouillonagar % 5 g E 2 2 N 8 t "
E g 2 |£|% 518 8 28
E03 | =<|z|s|3 5% %
2 = < < ‘ s} > -
1 |
|
J 0,6—0,8 u, | blaB gelbbraun, |
12 einzeln, zu zweien, | feucht-glinzend, — [30—20° — | + [+ |+ ] + |+ 1+
l kurze, unregelm. Ketten starkes Wachstum |
[ 0,6—0,8 | grauweiB, J
71| Tetraden, einzeln oder feucht-glinzend, — 30° (+)]) — | —|—] + |+ |+
l zu zweien | Wachstum gut ! |
0,6—0,9 u weil3, !
104| einzeln, zu zweien oder ‘ feucht-glinzend, (-+) 30° - () ++)+ |+ ‘ +
in unregelm. Ketten ‘ Wachstum gut. |
0,6—0,9 1 blaB-orange, |
14| einzeln, zu zweien oder |  feucht-glinzend, (+)[20=30° | (+)| + |+(+{ 4+ {+ “ +
in unregelm. Ketten | Wachstum gut. \
| 0,9—1,5u ‘ grauweil, ,
114|  einzeln, zu zweien, | feucht-glinzend, — 30° — ()| +H |+ ]+ |+ ‘ +
Tetraden, kurze Ketten | Wachstum gut ‘
1—1,5-—2 ¢ blaB-orange,
13]| zu zweien, Tetraden, | feucht-glinzend, (+)]20—-30°| — ()| +|+ |+ |+ +
unregelm. Ketten Wachstum gut
0,5—0,6 « gelbbraun,
8 einzeln, zu zweien, |,  feucht-glinzend, — 30° -l ===~
selten unregelm. Ketten | Wachstum maBig i ‘
0,6—0,9 ¢ i griinlichgelb,
9 einzeln, zu zweien, | feucht-glinzend, + 30° O e I e B e
unregelm. Ketten | starkes Wachstum |

(10, 12, 14). In Ubereinstimmung hiermit zeigten auch diese 3 Stamme auf kiinst-
lichen Nahrboden unter Zugabe einzelner Aminosiuren deutlicheres Wachstum.
14 entwickelte sich z. B. auf Alanin-, Leucin-, Glykokoll-, Asparagin- und Tyro-
sin-Agar, 12 auf Alanin- und Leucin-Nihrbéden. Bei Peptonzugabe wuchsen alle
Stamme normal. Zwischen 37 und 9° konnte bei allen Stimmen Koloniebildung
auf Agar beobachtet werden, bei 45° nur noch bei Kokkus 12. Bei einer Tempera-
tur von ca. 30° war im allgemeinen das Wachstum stirker, auch wurden die Milchen
schneller verandert, bei 20—15° war die Farbstoffbildung intensiver. Die Stimme
7, 10, 11, 13 und 14 waren Saure-Lab-Kokken, wie sie ahnlich bei Untersuchungen
von Milch und Kiase stets gefunden wurden, z. B. im Bakteriologischen Institut
der Forschungsanstalt Kiel bei sehr vielen Milch- und Kiseanalysen. Nach den
Arbeiten von Gorinil® 17, Boekhout und de Vries®, Evans, Hastings und Hart'% 13,
Théni u. a.* spielen sie bei der Kasereifung eine bedeutende Rolle. Von Grimmer
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Eigenschaften der Kokken.

und Prinz2 und Grimmer und Aronson® wurden sie speziell auch im Tilsiter Kése
nachgewiesen. Ahnliche Stimme wurden von Pefers®®, Wolff4® %, v. Freudenreich't
und Jensen?® aus Milch und Kise isoliert und beschrieben. Nach Angaben von
TV olf*8 und Gorini 1® zeigten Kokken dieser Art eine grofle Variabilitat der morpho-
logischen und physiologischen Eigenschaften. Dies konnte auch von mir bei den
Stiammen 7 und 10 hinsichtlich der Intensitit der Gelatineverfliissigung festgestellt
werden. Durch Kartoffelagarpassage wurden die alten Eigenschaften wieder
erhalten. Eine Ubereinstimmung meiner Stimme mit bekannten Arten konnte
teils wegen der sehr unzureichenden Beschreibungen in der Literatur, teils auch wohl
wegen der Variabilitit in ihren Eigenschaften nicht in allen Fillen festgestellt
werden. Die Kokken 7, 10, 11, 13 und 14 lassen sich zwanglos in die Gruppe des
Micrococcus pyogenes Rosenbach® einfiigen. Stamm 9 scheint identisch mit
Micrococcus galbanatus Zimmermann®.

t]I_lQe[:i:l;;] Verfliissigung von Verhalg,::inlitsnn Milch Milcheiweilsabbelimlu5 onach 2 Mon.
r . so |23 | L2 | = g
sl 2 lglelzls| B2 22122 =] g | g | &
SRR KL SRR IR £ = 218"
@™ g | = A 0 o 0
E | % | % | %
\ |
+ — | =M=+ +++‘—I—+]—I—+ —|+ |+ | + [gravorange| 25,7| 42|08
" s
_ _ . _ weil},
=l | = [ B = [ +] ++ ) + |+ + 4| 4 ] b oo | 06|04
. N ‘ . . _ {{schneeweiB3, _
G EC R } - + 4|+ [[Canseretilis | —25) 24
+|=| - ~/(+)~+ RN FUTY (N + 4l b o | 4917
‘ | dicklich e
|
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Das Verhalten der Kokken in Milck, auf Milchagar und Quarg allein und in Symbiose
mit Bacterium linens.

Stamm 12

legte Milch bei 45, 37 und 30° nach 2 Tagen durch Siure und Lab dick. Bei 37
und 30° wurde das Koagulum langsam bei saurer Reaktion peptonisiert. Bei
20 und 15° trat die Gerinnung viel spiter und undeutlicher auf, da ebenso schnell
von oben her der Eiweilabbau einsetzte. Mit Bacterium linens zusammen wurde
die Milch dem Aussehen nach schneller und stirker veriandert.

Bei 15° auf Quarg wuchs Stamm 12 in weit ausgedehnten orangegelben Ko-
lonien. Dabei trat — wie in Milch — ein eigenartig stechender und unangenehmer
Geruch auf, der Geschmack war bitter. Mit Bacterium linens zusammen geimpft
entwickelten sich beide Bakterien miteinander, der Quarg wurde wie die Linens-
Kontrolle stark abgebaut, roch angenehm kisig und zeigte einen kiisigen, nur noch
schwach Dbitteren Geschmack. Auf Milchagarplatten hatten die gelbbraunen
Kokken-Kolonien nach einigen Tagen, scharf gegen den weiBen Agar abgesetzt,
eine breite Zone um sich herum total aufgehellt. Eine wesentliche gegenseitige
Beeinflussung von Bacterium linens und Kokkus 12 konnte nach den angegebenen
Methoden auf Milchagar nicht beobachtet werden.

Die Ergebnisse der chemischen Untersuchungen iiber den Eiweilabbau sind
in Tab. 7 zusammengestellt.

Tabelle 7. Der Eiweifabbau in Milch durch Kokkus 12 allein und in Symbiose mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

121 | 121 | lin.T | linII \ 12+linensI | 12+linens II | 12+linens ITT| XOD-
trolle
Mill. Keime Einsaat 42 42 85 85 42 1+ 85 l 21 +85 | 10,5 4 85 0
Loslicher N 25,77 | 25,68 | 45,76 | 47,49 53,09 53,67 53,34 —
Aminosiduren-N. . 4,06 | 4,34 24,33 | 23,75 27,51 28,96 27,69 —_
Ammoniak-N. . . 082 | 0,82 | 5,59 | 5,19 7,33 6,85 7,03 —
Reakt. geg. Lackm sauer alkalisch | alkalisch | alkalisch | alkalisch | sauer
Farbe grauorange orange orange orange orange —
Bemerkungen o . . { Auf Platten 30—'40%.K0kken _
neben Bacterium linens
unang. kisig, schwach unangenehm, kisig .
Geruch . . . . . { stechend } késig ‘1 stechend
Geschmack . . . késig-bitter : ! kisig, schwach bitter —

Nach 2 Monaten waren die Kokkus 12-Milchen total abgebaut und grauorange, die
Linens-Proben durch und durch gelborange, die Symbiose-Milchen tief braunorange.
Von Anfang an waren hier in Ubereinstimmung mit den Vorversuchen die Verinde-
rungen am deutlichsten und starksten aufgetreten. Auffillig war der fiir Kokkus 12
bei starker Verfarbung der Milch doch nur verhaltnismaBig geringe EiweiBabbau.
Es wurden ca. 25% loslicher Stickstoff, 4% Aminosiduren- und 0,8% Ammoniak-
Stickstoff gebildet. Beim Zusammenwirken von 12 und Bacterium linens wurde
nur wenig mehr Milcheiweill gespalten als durch Bacterium linens allein, auBerdem
aberder Ammoniak-Stickstoff vermehrt. Dabei gediehen beide Stamme offenbar sehr
gut nebeneinander, wie die Versuche auf Milchagarplatten und Quarg bestatigten.

Kokkus 12 besafl durch die orange Farbstoffbildung und durch sein gutes
Wachstum auf Quarg erwiinschte Eigenschaften der ,,Rotbakterien®, diirfte aber
praktisch wegen seiner schlechten Aromabildung nicht in ¥rage kommen. Bemer-
kenswert war, da Entwicklung und Abbau bereits bei saurer Reaktion eintrat.
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Dadurch auch konnte dieser Stamm frither auf der Kéiseoberfliche aufkommen,
als das alkalilicbende Bacterium linens, was mit den Befunden beim Isolieren
ibereinstimmte. Ein Stamm mit guter Aromabildung, sonst aber denselben
Eigenschaften, diirfte zur Unterstiitzung des Bacterium linens besonders bei Beginn
des Reifungsprozesses recht brauchbar sein.

Stamm 7

brachte Milch bei 37 und 30° innerhalb weniger Tage, bei 18 und 15° erst nach
Wochen durch Sdure und Lab zur Gerinnung, ohne sie weiter zu verindern. Mit
Bacterium linens zusammen trat die Gerinnung frither ein. Im weiteren Verlauf
wurde die Milch mehr und mehr orange und das Gerinnsel allméahlich wieder auf-

Abb. 8. Bacterium linens allein auf Milchagar nach 8 Tagen.

gelost. Die Reaktion gegen Lackmus war dabei sauer. Der Abbau ging langsamer
vor sich als durch Bacterium linens allein.

Auf Labquarg zeigte Stamm 7 nur sehr geringes Wachstum. Mit Bacterium
linens zusammen dagegen entwickelten sich die Kokken anfangs recht gut, bis sie
durch das starke Wachstum der Bakterien unterdriickt wurden. In der Art des
Abbaus wurden keine duBerlich wahrnehmbaren Unterschiede einer Linens-Kon-
trolle gegeniiber beobachtet.

Auf Milchagarplatten traten Erscheinungen auf wie sie dhnlich bei den Milch-
saurebakterien beobachtet wurden. Die weifle Kokken-Kolonie bildete eine
ziemlich groBe und scharf abgesetzte Aufhellungszone, die sich gegen eine in die
Nihe geimpfte Linens-Kolonie weit ausdehnte. Die Caseinzersetzung der Kokken
wurde demnach durch Bacterium linens verstirkt. Ein anderer Plattenversuch
zeigte dies noch anschaulicher. Kokkus 7 wurde reichlich in fliissigen Milchagar
eingesit, die Platte gegossen und nun Bacterium linens in zwei grofien Kolonien
darauf geimpft. Wahrend die Kontrolle —— Bacterium linens allein auf Milchagar —
nach 3 Tagen noch keine sichtbaren Verdnderungen aufwies, war im Hauptversuch
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um die beiden Linens-Kolonien eine breite Aufhellungszone entstanden, in der die
kleinen Kokken-Kolonien bereits ganz deutlich zu sehen waren. Auf der ganzen
iibrigen Platte dagegen hatten sie sich noch nicht entwickelt (vgl. Abb. 3 und 4).

Irgendwelche Stoffe, die von der linens-Kolonie aus in den Milchagar ein-
gedrungen waren, ohne dabei jedoch sichtbare Verinderungen hervorzurufen,
hatten die Kokken zu kriftigem Wachstum angeregt, wobei dann gleichzeitig
eine Aufhellung des Agars eingetreten war. Ob nun diese Aufhellung allein durch
die sich schnell entwickelnden Kokken hervorgerufen wurde, oder ob Fermente
von der Linens-Kolonie direkt mitwirkten, lie sich nicht ohne weiteres entscheiden.

Wie dieser Versuch sehr schén zum Ausdruck brachte, liegt der besondere
Wert der Milchagarplatte in der Moglichkeit, mit der Darstellung einer Metabiose

Abb..4. Bacterium linens und Kokkus 7 auf Milchagar nach 3 Tagen.

gleichzeitig eine auBergewdhnliche Caseinzersetzung sichtbar zu machen. Es muB
jedoch hervorgehoben werden, daB mit dem Auftreten oder Fehlen von solchen
besonderen Erscheinungen bei Symbioseversuchen auf Milchagar keinerlei Anhalts-
punkte gegeben wurden fiir den in Milch durch beide Stimme zusammen bewirkten
EiweiBabbau.

Durch andere Versuche konnte auch eine geringe Wachstumsforderung
kleiner Linens-Kolonien durch eine grofle Kokkus 7-Kolonie beobachtet werden.

Die zu quantitativen Untersuchungen bei 15° angestellten Milchversuche
zeigten einen etwas anderen Verlauf als die erwdhnten Vorversuche bei Zimmer-
temperatur (siehe Tab. 8). Die 7-Milch war schneeweill und nur am Boden geron-
nen. Mit Bacterium linens zusammen trat nach einigen Tagen eine unvollstindige
Koagulation ein, die aber bald durch die sich sehr stark entwickelnden Bakterien
wieder aufgehoben wurde. Der Abbau in diesen Milchen ging offenbar schneller
vonstatten als in den Linens-Kontrollen. Die Farbe war intensiv orange. Nach
Beendigung des Versuches konnten neben Bacterium linens auch sehr viele Kokken
direkt mikroskopisch und auf Platten festgestellt werden. Kokkus 7 bildete ca.
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30% loslichen Stickstoff, weniger als 1% Aminosiauren- und ebensowenig Amino-
niak-Stickstoff. In Symbiose mit Kokkus 7 wurde der normale EiweiBabbau
des Bacterium linens sehr wesentlich erweitert. Es entstanden dabei etwa 15%
mehr loslicher Stickstoff, wihrend die Werte fiir Aminosduren- und Ammoniak-
Stickstoff mit denen der Kontrollen fast iibereinstimmten.

Tabelle 8. Der Eiweifabbau in Milch durch Kokkus 7 allein und in Symbiose mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

i1 | o | it | i 7+lin.1 4+lm I | 74lin.III | Kontrolle
= 7!' = e = e
Mill. Keime Einsaat 40 | 40 80 | 80 \ 40 + 80 { 20 4+ 80 | 10 4 80 0
Lodicher N.. . . .| 28,28 | 30,59 |50,83 |50,64 & 6534 | 6524 | 6552 | —
Aminosuren-N. . 0,74 | 037 |3023 |2846 3058 | 3345 | 30,58 —
Ammoniak-N. . 046 | 036 | 853 | 674 721 | 804 8,50 —
3.157/598,351/5, | " ' 2,17/,
Reakt. geg. Lackm. { KOH | KOH } alkalisch ;| neutral neutral neutral{ KOH a.
‘ sauer | sauer | "10 cem
Farbe weil} | orange leuchtend orange I —
' . Auf Platten 10—20% Kokken |
Bemerkungen . . | { neben Bacterium linens '
Geruch . . .". . .|\ ganz schwach o Lo | e 5o
Geschmack . . . } kiisig ! kisig kisig { kasig kisig —

Die Resultate dieser Versuche erinnerten an dhnliche Ergebnisse bei der Sym-
biose von Streptobacterium casei var. 1 mit Bacterium linens (8. 14), und bei dem
von Lohnis erwahnten Zusammenwirken von Bacterium casei limburgensis mit
Micrococcus liquefaciens (vgl. S. 3). In allen 3 Fillen war stets einer der Symbion-
ten ein siaure-proteolytisches Bacterium, wihrend der andere die Milch mehr bei
alkalischer Reaktion zersetzte. Auf die Moglichkeit einer Erklarung, daf durch
die bei saurer Reaktion verlaufende Proteolyse der einen Art Eiweillkérper fiir
weitere Angriffe durch die Fermente der anderen Bakterien aufgeschlossen wiirden,
ist bereits auf S. 15 hingewiesen.

Stamm 10

erzeugte in Milch bei 30° nach 14 Tagen, bei 18 und 15° erst nach lingerer Zeit
eine Siure-Lab-Gerinnung. Eine weitere Zersetzung trat nicht ein. Nach 2 Mo-
naten konnte ein kisiger Geruch und Geschmack festgestellt werden. Auf Quarg
verhielt sich Kokkus 10 allein und auch in Symbiose mit Bacterium linens genau
so wie Stamm 7. Erst nach mehreren Tagen entstand auf Milchagar um die weille
Kokken-Kolonie ein kleiner, durchsichtiger Hof. Zusammen mit Bacterium linens
traten dieselben Metabiose- und Aufhellungserscheinungen auf wie bei Kokkus 7,
nur langsamer und in sehr viel schwacherem Mafe.

Die bei Kisereifungstemperatur angestellten Milchversuche zeigten im ein-
zelnen folgende Ergebnisse (vgl. Tab. 9). Die Kokkus 10-Milch war rein weill
geblieben und nur am Boden etwas dick gelegt. Bei den Symbiose-Milchen wurde
suBerlich ein Unterschied den Linens-Kontrollen gegeniiber bis zu Schlufl des
Versuches nicht beobachtet. Dabei hatten sich aber die Kokken neben Bacterium
linens reichlich vermehrt. Kokkus 10 zeigte nur einen ganz geringen EiweiBabbau.
Es waren ca. 18% loslicher Stickstoff und etwa 2,4% Ammoniak-Stickstoff ent-
standen, der Aminosiuren-Stickstoff war sogar der unbeimpften Kontrolle gegen-
iiber um 2,5% zuriickgegangen. Die Kokken schienen also die Fahigkeit zu be-
sitzen, Aminosiauren abzubauen und fiir sich auszunutzen, ohne jedoch Eiweil} bis
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zu den Aminosiuren spalten zu kénnen. Nach den Resultaten der Analysen wurde
der normale Linens-Abbau durch das Zusammenwirken mit den Kokken etwas
gestort. Die Bildung des 16slichen und des Aminosauren-Stickstoffs war etwas
zuriickgegangen, der Ammoniak-Stickstoff dagegen hatte wenig zugenommen.

Tabelle 9. Der Eiweifabbaw in Milch durch Kokkus 10 allein und in Symbiose mat
Bacterium linens nach 2 Monaten bes 15°.

| 101 | 01 |'71ir;.717§ Jin.IT i ”10+1in.;h‘ 10+1in. 1T | 10+1in. I | Kontrolle
— ‘ N \ \
Mill. Keime Einsaat | 58 | 58 | 85 . 8 58 + 85 290+85 14,5485 O
Loslicher N.. . . .| 17,71 | 18,55 |52,08 |5311 50,19 | 50,47 | 50,33 —
Aminosduren-N. . . |—2,64 |— 245 123,92 2542 ? 20,53 19,58 21,28 b=
Ammoniak-N. . . .| 2,44 235 | 631 | 7,015 7,72 7,53 838 | —
n 1 12,102/,
Reakt. geg. Lackm. { 295 /10 KOH } alkalisch ' alkalisch | alkalisch a]kalisch{ KOH a.
sauer |
| 10 ccm
Farbe . . . . .. weil} orange | orange | orange | orange o—
Auf Platten etwa 10—12% |
k C — — 0 —
Bemerkungen { Kokken neben Bact. linens
Geruch . . . . . . — kasig kisig kisig | kisig —
Geschmack . . . . — » ”» » 1 » o

Vielleicht war das Plus an Ammoniak-Stickstoff und das Minus an Amino-
sduren-Stickstoff auf das Konto der Kokken zu setzen, die ja in Milch fiir sich allein
Verianderungen in demselben Sinne verursachten.

Kokkus 10 zeigte im ganzen sehr dhnliche wenn auch schwicher ausgeprigte
Eigenschaften als Stamm 7. Im EiweiBabbau traten einige Unterschiede auf,
die sich auch auf den Milchabbau in Symbiose auswirkten.

Stamm 14

legte Milch bei 37 und 30 ° nach gut 10 Tagen, bei 18 und 15° erst nach etwa 1 Monat
durch Siure und Lab dick. Ein weiterer Abbau wurde nicht beobachtet, der Ge-
ruch und Geschmack der Proben war schwach kisig. Zusammen mit Bacterium
linens trat nur am Boden des Gefafles eine schwache Koagulation auf, wihrend
von oben her bereits der EiweiBabbau begann. Dabei entwickelten sich die Kokken
mit den Stibchen sehr gut, die Reaktion der Symbiose-Milchen war selbst nach
2 Monaten noch schwach sauer gegen Lackmus. Der normale EiweiBlabbau des
Bacterium linens wurde nach dem helleren Farbton zu schlielen etwas gestort.
In seinem Verhalten und Wachstum auf Quarg schlieBt sich Kokkus 14 den soeben
besprochenen Staimmer. 7 und 10 an. Auch auf Milchagarplatten traten mit
Bacterium linens dieselben sehr schwachen Metabioseerscheinungen auf wie bei 10.

Die Resultate der quantitativen Eiweiflabbauuntersuchungen sind in Tab. 10
zusammengefafit.

Zum ersten Male machte sich durch die verschieden starke Beimpfung der
Symbiose-Kolben I, II und III ein Unterschied im Abbau deutlich bemerkbar.
Milch I, die mit der groBten Zahl Kokken beimpft war, wurde wie die 14-Milchen
am Boden dick gelegt und erst gegen Ende des Versuches durch Bacterium linens
schwach orange gefirbt. Auch II erreichte den schonen orange Farbton der Li-
nens-Kontrollen nicht ganz; IIT schien etwas dunkler. Dementsprechend waren
auch die Resultate der Analysen schr verschicden. Kokkus 14 hatte ca. 19%
léslichen Stickstoff, 5% Aminosiuren- und 1,6% Ammoniak-Stickstoff gebildet.
Die Symbiose-Milch I war nur wenig tiefer abgebaut, wihrend bei 11 und III,
abgesechen von einer geringen Vermehrung des Ammoniak-Stickstoffs, ungefihr
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Tabelle 10. Der Eiweifabbaw in Milch durch Kokkus 14 allein und in Symbiose mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°,

141 ‘ 1411 ‘[ lin. X i lin. II 14+lin. I | 14+1in. I |14+Iin.III Kontrolle
Mill. Keime Einsaat 40 : 40 50 ‘ 50 40 + 50 | 20 - 50 J 10 - 50 0
Loslicher N.. 19,23 | 18,68 |48,95 |4747 | 25,23 47,90 | 49,23 —
Aminosiuren-N. . 4,75 5,03 |29,61 | 29,51 | 16,51 29,46 | 29,79 —
Ammoniak-N. . 1,67 1,67 6,50 | 545 1,24 8,45 ‘ 8,11 —
3.0m/10 | 3,17/5 6,01/y, 2,310
Reakt. geg.Lackm.{ KOH | KOH } alkalisch { KOH } alkalisch { KOH a.
sauer | sauer sauer 10 ccm
Farbe weill orange { ‘ Sgcellll‘;vl?s}}ll } orange —
Auf Platten etwa
Bemerkungen . — — { | 60% | 12—20% —
Kokken neben Bct. linens
Geruch - - - Vschwach kisig | kasig { Sclf;g;h Jrasig | lasig | —
dieselben Werte wie bei den Linens-Milchen erhalten wurden. Nach dem direkten
mikroskopischen Bild und nach den Ergebnissen der Plattenmethode waren in
der Symbiose-Milch I die Kokken vorherrschend, wéhrend in den anderen beiden
Kolben Kokken und Stabchen etwa in gleich groBer Zahl gefunden wurden. Auf-
fillig war ferner die in Probe I durch Bacterium linens offenbar stark angeregte
Saurebildung der Kokken.
Stamm 11
erzeugte in Milch bei 30 und 37° nach etwa 1 Monat eine glatte Siure-Lab-Gerin-
nung, bei 18 und 15° dagegen blieben die Milchen selbst 2 Monate lang duBerlich
unverdndert. Mit Bacterium linens zusammen in Milch entwickelten sich die
Kokken recht gut, ohne dabei den Abbau sichtbar zu beeinflussen. Auf Quarg
verhielt sich Stamm 11 wie die Kokken 7, 10 und 14. Die Metabioseerscheinungen
mit Bacterium linens auf Milchagarplatten erinnerten an éhnliche Beobachtungen
bei Stamm 14. Sie waren nur noch undeutlicher, traten erst nach etwa 14 Tagen
auf und ergaben eine gegenseitige schwache Wachstumsférderung.
Die quantitativen Milchversuche zeigten etwa folgenden Verlauf (siehe Tab. 11).
Tabelle 11. Der Eiweifabbaw in Milch durch Kokkus 11 allein und in Symbiose mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.
11 UL | lin.T | linIL | 10+linT | 11+lin. I | 11+1in. III | Kontrolle
Mill. Keime Einsaat 84 84 57 57 84 57 | 42 4- 57 | 21 + 57 0
Loslicher N.. .| 14,00 | 13,51 |52,49 | 52,03 | 51,38 52,58 50,93 —
Aminosduren-N. . . [—1,11 |—1,11 |32,41 32,04 | 29,09 29,09 29,46 —
Ammoniak-N. . 0,09 | 0,09 | 8,21 \ 7,91 8,93 9,24 8,74 —
‘ 22 l]/ 10
Reakt. geg. La(:km.{ 2,45 :/10 KOH } alkalisch | alkalisch | alkalisch alkalisch{ KOH a.
auer
‘ 10 cem
Farbe weill orange | orange | orange orange —
Bemerkuneen . o o { Auf Platten etwa 2—5% .
© Kokken neben Bct. linens
Geruch . — kisig " kisig | kasig kisig —
Geschmack — > » o » ”» —
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Stamm 11 veréinderte die Milch wihrend der 2 Monate bei 15° duBerlich nicht.
In den Symbiose-Proben trat anfangs eine schnellere Verfirbung ein als in den
Linens-Kontrollen, nach 2 Monaten waren jedoch alle anfinglichen Unterschiede
wieder ausgeglichen. Nach dem direkten mikroskopischen Bild und auf Platten
war Bacterium linens stark vorherrschend, die Kokken dagegen nur noch in ge-
ringer Zahl lebend vorhanden. Stamm 11 hatte nur etwa 14 % loslichen Stickstoff
gebildet, auBlerdem Spuren von Ammoniak-Stickstoff, wihrend der Wert fiir den
Aminosiuren-Stickstoff gegen den der unbeimpften Kontrolle sogar zuriick-
gegangen war (vgl. Stamm 10, Tab. 9). Der EiweiBabbau durch beide Stdmme
zusammen war, abgesehen von geringen Abweichungen bei den Werten fiir Amino-
siuren- und Ammoniak-Stickstoff, ebenso verlaufen wie durch Bacterium linens
allein.

Die im allgemeinen in ihren Eigenschaften sehr dhnlichen Kokken 10 und 11
zeigten auch bei der EiweiBzersetzung gewisse Ubereinstimmungen, die selbst in
der Art der Beeinflussung des Milchabbaus in Symbiose mit Bacterium linens noch
bemerkbar waren.

Stamm 13

verhielt sich Milch gegeniiber bei Temperaturen von 37—15° ziemlich indifferent.
Es kam zu einer geringen Zellvermehrung, der Siduregrad stieg dabei langsam an;
die Milch blieb unverandert weil. Mit Bacterium linens zusammen dagegen ent-
wickelten sich die Kokken viel stirker und wirkten dabei hemmend auf den Milch-
abbau ein. In seinem Verhalten und Wachstum auf Quarg glich Kokkus 13 den
iibrigen Siure-Lab-Kokken 7, 10 und 11. Auf Milchagarplatten wuchs Stamm 13
als gelblichbraune Kolonie, um die erst nach ca. 1 Monat eine ganz schmale auf-
gehellte Zone sichtbar wurde. Mit Bacterium linens konnten auf Milchagarplatten
keine wesentlichen Beeinflussungen festgestellt werden.

Entsprechend den geringen Verinderungen der Milchen durch Kokkus 13
war auch chemisch nur eine schwache EiweiBspaltung festzustellen (siehe Tab. 12).

Tabelle 12. Der EiwesfBabbaw in Milch durch Kokkus 13 allein und in Symbiose mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

I 131 ‘ 1311 lin. I i lin. IT ‘ 13+1in. I ‘1 13-+lin, IT \‘13+lin. III fKontrolle
J— - - I

Mill. Keime Binsaat | 118° | 118 | 85 | 85 118—{—85‘59—}—85 20585 0
Léslicher N.. . . .| 17,34 % 7,03 |45,76

4749 | 41,89 43,63 44,60 —
Aminosduren-N. . . |—1,16 '—1,16 |24,33 [23,75 | 15,93 18,25 19,69 —
Ammoniak-N.. . .| 019 | 024 | 559 | 519 | 5,59 6,02 6,37 —
2,501/14 12,55 1/1, 2,251/,
Reakt. geg. Lackm.{ KOH | KOH } alkalisch | alkalisch | alkalisch ‘alkalisch{ KOH a.
sauer ' sauer 10 ccm
Farbe . . . . . . weill orange graugelb | graugelb ' graugelb —
Bemerkungen . . . . . { Auf Platten 3—5°% Kokken .
neben Bacterium linens
Geruch . . . . . . — kasig kisig kisig ' kasig —
Geschmack . . . . — 1 ' | ’e ‘ - 4 —

|

Es waren etwa 7 % loslicher und 0,2 % Ammoniak-Stickstoff entstanden, wah-
rend der in der Milch an sich vorhandene Aminosauren-Stickstoff um 1,2% ab-
genommen hatte. Wie bei den Vorversuchen traten bei den Symbiose-Milchen
besonders anfangs Stérungen auf, die sich in den mit der gréfiten Menge Kokken
beimpften Proben am stirksten duBerten. Nach 2 Monaten zeigten sie einen etwas
eigenartig grauorange Farbton. Bacterium linens wurde auf Platten vorwiegend,
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Kokkus 13 nur sehr wenig nachgewiesen. In den Symbiose-Milchen wurde dem
normalen Linens-Abbau gegeniiber eine Verminderung an léslichem und Amino-
séuren-Stickstoff und eine Vermehrung an Ammoniak-Stickstoff festgestellt.
Kokkus 13 schlo8 sich in der Art des Eiweiabbaus den Stammen 10 und 11 an,
unterschied sich aber von ihnen durch die in Symbiose mit Bacterium linens ver-
ursachten starkeren Hemmungen.

Stamm 8

wuchs in Milch und auf Quarg allein nicht, wohl aber mit Bacterium linens zusam-
men. Bei lange wihrenden Versuchen wurden die Kokken durch das iippige
Wachstum der Stibchen wieder unterdriickt. Die starke Beeinflussung durch
Bacterium linens lieB sich besonders schén auf Milchagarplatten sichtbar machen.
Kokkus 8 zeigte auch hier fiir sich allein kein Wachstum. Dagegen traten auf einer
mit Kokkus 8 besiten und mit einer groBen Linens-Kolonie betupften Milchagar-
platte bereits nach wenigen Tagen im weiten Umkreis um Bacterium linens iiberall
die kleinen gelben Kokkenkolonien deutlich sichtbar hervor. Die groBie Entfer-
nung, in der noch eine Beeinflussung der Kokken stattfand, war bezeichnend
fiir die ausgedehnte Wirkungsweite der Bacterium Linens-Kolonie auf Milchagar,
die anders weder durch Aufhellung noch durch sonst irgendeine Veranderung des
Agars angezeigt wurde.

Eine Wachstumsforderung der Linensbakterien durch Kokkus 8 konnte nicht
beobachtet werden. Auf Bouillonagarplatten wurde auch keine Wachstums-
forderung der Kokken durch Bacterium linens bewirkt. Kokkus 8 wuchs auf der
ganzen Platte gleich gut. Dies wird wohl damit zu erkliren sein, daf Bacterium li-
nens auf der Milchagarplatte erst die fiir die Entwicklung der Kokken giinstigen
Lebensbedingungen schaffen muBlte, die in Bouillonagar von vornherein gegeben
waren, mag es sich da nun um die schwach alkalische Reaktion oder um die leicht
angreifbaren Peptone oder sonstige Faktoren handeln.

Bei den quantitativen chemischen Untersuchungen zeigte es sich, daB Kokkus 8
MilcheiweiB praktisch nicht zersetzte (vgl. Tab. 13). Auch die normalen Milch-
veranderungen durch Bacterium linens wurden durch die Kokken in keiner Weise
beeinfluBt, kein Unterschied in der Verfiarbung trat auf, keine Verinderung des
Geruchs und Geschmacks und auch keine wesentliche Abweichung in den Resul-
taten der Analysen. Zusammenhénge zwischen den Metabioseerscheinungen auf
Milchagar und den Leistungen der beiden Stimme beim EiweiBlabbau in Milch
waren nicht zu erkennen.

Tabelle 13. Der Eiweifabbau in Milch durch Kokkus § allein und zusammen mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

81 811 lin.T | lin.I1 [ 8+lin.1 | 8+lin. 11 | 8+lin.111 | Kontrolte

Mill. Keime Einsaat 124 124 85 | 85 |124 + 85| 62 +85 | 31 +85 0

Loslicher N . . . . 0,20 0,36 [52,08 | 53,11 53,30 53,86 52,55 —
Aminosduren-N . . — — 23,92 | 25.42 25,23 | 28,44 26,56 —
Ammoniak-N . . . — — 6,31 | 7.15 6,40 7,94 7,25

2,151/54[ 2,20 1/y4 : 2,100/,
Reakt.geg.Lackm.{ KOH | KOH } alkalisch | alkalisch | alkalisch alkalisch{ KOH a.
sauer sauer | 10 cem
Farbe . . . . . . weil} orangegelb orange orange orange —
Auf Platten etwa 2% Kokken
Bemerkungen . . . - _ { neben Bacterium linens -
Geruch . . . . . . — kisig kisig ‘ kisig kisig —
Geschmack . . . - —

LR i
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Stamm 9

machte Milch stark alkalisch und firbte sie unter gleichzeitiger Peptonisation ganz
allmihlich braun. Bei 30 und 37° verliefen diese Verdnderungen am schnellsten.
Der Riickgang der Saure bei 18° wurde durch Titration verfolgt.

Auf 100 cem Milch kamen nach:

0 Tagen 11 Tagen 17 Tagen ’ 22 Tagen
cem 8/ -KOH . . . . 22 10 7 2,5
Farbe der Milch . . . weill etwas dunkler { Sc}l Wa(,:h briunlich
briaunlich

Mit Bacterium linens zusammen traten die Verfirbungen in Milch stirker auf,
und zwar mehr nach rotorange hin.

Quarg wurde von den Kokken schnell iiberwachsen und abgebaut. Wie in
Milch war der Geruch kisig, der Geschmack schwach bitter. In Symbiose mit
Bacterium linens schien die Zersetzung etwas schneller vor sich zu gehen; es trat
dabei eine mehr braunorange Farbung des Quargs auf. Auf Milchagar wuchs
Kokkus 9 in griinlichgelben Kolonien. Eine deutliche Aufhellung trat nicht ein,
erst ganz allméhlich farbte sich der Agar etwas dunkler und wurde durchscheinend.
Zwischen Bacterium linens und Kokkus 9 konnten keinerlei Wechselbeziehungen
auf Platten beobachtet werden.

In den im Kasekeller bei 15° angestellten Milchversuchen waren nach 2 Mo-
naten folgende Verdnderungen aufgetreten. Stamm 9 hatte die Milchen hellbraun
verfarbt. Die Symbiose-Milchen waren wie bei den Vorversuchen mehr rotorange
und schienen wohl starker zersetzt als die Linens-Kontrollen. Das Eiweifspaltungs-
vermégen der Kokken war recht erheblich. Es wurden etwa 33% l6slicher Stick-
stoff, 17% Aminosiduren-Stickstoff, aber auffallend wenig, nur etwa 0,2% Ammo-
niak-Stickstoff, gebildet. Der Abbau des Bacterium linens wurde durch die Kokken
durch Vermehrung des Aminoséiuren-Stickstoffs um etwa 5% und des Ammoniak-
Stickstoffs um reichlich 4% nur in der Tiefe, im Umfang dagegen nicht wesentlich
erweitert.

Tabelle 14. Der EiweifBabbau in Milch durch Kokkus 9 allein und in Symbiose mit
Bacterium linens nach 2 Monaten ber 15°.

91 } 911 lin.I | lin. I 9+lin. I 9+1in. II | 9+1lin. I1I Kon-
| ‘ trolle
Mill. Keime Einsaat. . 66 66 85 ’ 85 66 + 85 | 33 + 85 116,5 + 85| 0
Loslicher N . . . . . 34,37 | 31,55 |52,08 153,11 54,80 54,05 52,64 —
Aminosiduren-N 17,33 | 16,01 (23,92 12542 | 30,13 31,07 31,64 —
Ammoniak-N . 0,24 | 0,18 | 6,31 | 7,15 11,20 11,86 11,77 —
Reaktion geg. Lackmus alkalisch alkalisch | alkalisch | alkalisch | alkalisch | sauer
Farbe . . . . . . .. braunorange | gelborange rotlichorange —
Auf Platten 5—10% Kokken
Bemerkungen - - { neben Bacterium linens -
Geruch . . . . . .. kasig kisig kasig ‘ kiisig kiisig —
kisig, schwach I
Geschmack . { bitter } I ” 1 ” ” ‘
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IlIc. Bacterium linens und Corynebakterien.

Aus allen Proben der Kiserotschmiere wurden Corynebakterien isoliert.
Sie scheinen dort haufiger und vielleicht allgemein vorzukommen und als Farbstoff-
bildner eine Rolle zu spielen. Henneberg isolierte eine ganze Reihe von Arten
aus der Milch, aus Butter und Kise (vgl. Wandtafeln, Verlag P. Parey, Berlin).
Auch Wolff** fand sie bei seinen Untersuchungen iiber Rotschmiere. Einige von
ihm als Kurzstibchen beschriebene und als Organismus I, IIT und IX bezeich-
nete Stimme gehoren entsprechend neueren Untersuchungen von Kisskalt und
Berend3! zu den Corynebakterien.

Die von mir untersuchten Stimme waren alle sehr salzfest, leicht nach Gram,
nicht nach Ziehl farbbar, bildeten kein Indol und keinen Schwefelwasserstoff.
In morphologischer wie in physiologischer Hinsicht wurden im iibrigen die groBten
Verschiedenheiten beobachtet. Eine Ubersicht iiber die wichtigsten Eigenschaften
gibt die Tab. 15, S. 30 u. 31.

Zucker wurden nur von Stamm 19 gesduert, die iibrigen bildeten meist durch
EiweiBzersetzung Alkali oder Lackmus reduzierende Stoffe. Auf Platten wuchsen
alle zwischen 37 und 9°, das Optimum lag zwischen 20 und 30°. Bei der Ziichtung
der Stamme fiel die stark variierende Form und GréBe der Zellen auf; eine be-
stimmte Zellform war jedoch fiir jede Art besonders typisch und konnte immer
wieder beobachtet werden. Daneben fanden sich — meist auf besonderen Nahr-
béden oder in alten Kulturen — ganz andersartige Zellen, verzweigte oder kokken-
ihnliche Formen, oder auch unregelmiBige, meist langgestreckte Stédbchen, in
deren Innern zuweilen stirker lichtbrechende Korper sichtbar waren. Diese Kor-
perchen firbten sich mit Methylenblau deutlich dunkler, so da3 dann die Zelle
unterbrochen gefarbt erschien. Die Rénder der Zelle waren dabei sehr wenig
scharf. Es machte ganz den Eindruck eines unter Zusammenziehung des Plasmas
vor sich gehenden Zellzerfalls. Diese eigenartigen Erscheinungen sind in Abb. §
dargestellt.

Abb. 5. 1000 fache VergroBerung.

Es handelte sich um ein vitalgefiarbtes, einfaches, von ciner Kartoffelkultur
angefertigtes Priaparat von Corynebacterium 19. In der ganzen Kultur wurden
normale Zellen kaum gefunden. Dagegen konnten nach Abimpfung und 24stiin-
diger Bebriitung in Bouillon bei 30° fast nur mehr typische Formen festgestellt
werden.

Eine ganz ihnliche Beobachtung wurde bei Corynebacterium 15 gemacht.
Dieser Stamm wuchs auf Bouillonagar als griinlichgraue Kolonie. Nach einigen
Wochen bildeten sich um manche dieser etwas dickeren Primirkolonien ecine ganz
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Tabelle 15. Ubersicht iiber die wichtigsten
Wachstum auf § Bildung
E | »
E . . gk . a 2
g Mikroskopisches Bild im Kolonie - o .
% Bouillon-Federstrich auf Bouillonagar - ’ w0 g §' ..E *_;
= l & 8
|
! Kurzstiabchen, verschieden blaB, sehr gut,
15{: groB3, abgerundete Zellenden griinlichgelb, griinlich- } gut 30—20° + | — | —
0,4—0,8 X 0,8—2,5 groB _gelb
Kurzstibchen, | -
16 in GréBe variierend. [ grinlichgelb, gut, } gut 30—20° + | — | —
groB gelb.
0,4—0,8 X 0,8—4 n |
Lange und kurze Stibchen, J leuchtend sehr gut
17 { gerade oder gebogen j orange, groB, orange, } gut |30—20°|(+)|— | —
0,5—0,8 X 2—6 u ‘[ erhaben Idicke Kolonie
: Kurzstibchen-Kokken, | :
18{1 in Haufen oder Ketten gr;:;; vi:le’ } — — 30° | —|—-1—
f 0,6—1 X 1—2,5 u
Lange oder kurze Stibchen,
19{ gebogen, Enden abgerundet Ef;g?rat%? gragu“elb }méBig 20° | — |+ |+
0,4—0,7 X 2—6 g8 g
Kurzstiabchen-Kokken, s .
20{ in Ketten oder Haufen g’““hf}}}gelb’ mff{)g’ Jmagig| 30° | — |- |-
0,6—1 X 1—3 &r g

diinn auf dem Agar aufliegende, am Rande feinzackige Sekundirkolonie. Bei der
mikroskopischen Untersuchung stellte sich heraus, daB in den Primérkolonien nur

Abb. 8. 500 fache VergroBerung.

Abb. 7. 500{fache VergroBerung.

Kokken- und Kurzstibchenformen vorhanden waren (Abb. 6), wihrend in den Se-
kundarkolonien ganz unregelméBige, vielfach verzweigte Stiabchen vorkamen (Abb.7).

Bei genauerer Betrachtung war hier ebenfalls eine nicht ganz gleichmaBige
Farbung der Zellen zu erkennen, eine so typische Kornchenbildung, wie in Abb. 5,
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Eigenschaften der Corynebakierien.
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war allerdings nicht aufgetreten. Nach Abimpfung dieser Stdbchen in Bouillon und
24 stiindiger Aufbewahrung bei 30° wurden nur noch kokkenéhnliche Formen, zum
Teil Ketten zusammenhingend, gefunden.

Bei allen Corynebakterien wurden im Laufe der Untersuchungen solche oder
ahnliche seltene Zellbildungen beobachtet. Sie wurden durch exakte Zeichnungen
im Bild festgehalten und mit den normalen Formen in einer Tafel zusammengestellt.
In der Literatur ist hieriiber bereits manches berichtet. So beobachtete Spirig
bei Corynebacterium diphtheriae ungleich groBe, kugelige Gebilde, die in einer sehr
schwer sichtbaren Scheide unregelmiBig reihenformig angeordnet waren. Sie
traten durch einfache Farbung deutlicher hervor. Spirig konnte weiter verfolgen,
wie diese Korperchen sich umgestalteten und wieder zu normalen Stibchen
wurden. Diese als Gonidien bezeichneten kugeligen Korper wurden auch von
de Negri®®, Almquist und Koraen' und von Mellon®® beobachtet. Solche in
neuerer Zeit an mehreren Corynebakterien von Enderlein'® ganz eingehend
untersuchten und beschriebenen Erscheinungen wurden von ihm in Beziehung
gebracht zur Cyclogenie dieserBakterien.

Nach den Angaben in der Literatur scheint Corynebacterium 17 nahe ver-
wandt oder gar identisch mit Corynebacterium bruneum (Schréter®). Die Stimme
15 und 16 stehen dem Corynebacterium erythrogenes (Grotenfelt**) und dem
von Wolf* in der Rotschmiere gefundenen Organismus II sehr nahe.
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Das Verhalten der Corynebakterien in Milch, auf Milchagar und Quarg fiir sich
allein und zusammen mit Bacterium linens.

Stamm 15

veranderte Milch bei 45° nicht. Bei 37° wurde sie nach einiger Zeit schwach rosa
verfarbt und im unteren Teil des Rohrchens bei neutraler Reaktion dick gelegt.
Eine weitere Zersetzung trat wihrend eines Monats nicht ein. Dagegen wurde
Milch bei Temperaturen von 30, 18 und 15° sehr schnell peptonisiert. Nach wenigen
Tagen begann der Abbau, am schnellsten und stirksten bei 30°, Die Milch wurde
von oben her braunlich, wihrend am Boden des Réhrchens zuweilen ein flockiges
Gerinnsel entstand. Nach einigen Wochen war die ganze Fliissigkeit rétlichbraun
und fast klar. Dabei war die Reaktion gegen Lackmus lange Zeit sauer bis neutral.
Der mit der Verfairbung der Milch langsam fortschreitende Siureriickgang wurde
durch Titration verfolgt.

Auf 100 ccm Milch wurden titriert nach:

0 Tagen | 8 Tagen ' 11 Tagen
cem 2/, - KOH . . . . 22 19 18
Farbe der Milch . . . weill etwas dunkler | rotlichwei3

Mit Bacterium linens zusammen nahm der Milchabbau, abgesehen von einer
etwas stiarkeren Rotfarbung, einen dhnlichen Verlauf wie durch Stamm 15 allein.
Quarg wurde bei Zimmertemperatur durch die Corynebakterien etwas rétlich ver-
farbt und sehr stark zersetzt. Der Geruch und Geschmack war typisch kasig.
Bei Symbioseversuchen mit Bacterium linens wurde neben der recht kriftigen
Eiweifispaltung ebenso wie bei den Milchversuchen eine verstirkte Rotfirbung
beobachtet. Auf Milchagar bildete Corynebacterium 15 grau-griinlichgelbe
Kolonien, die nach wenigen Tagen den Milchagar in weitem Umkreis um sich herum
total aufhellten. Bei Symbiosestudien auf Platten traten Erscheinungen auf,
wie sie bei Kokkus 7 beobachtet und beschrieben wurden (vgl. S. 22). Auf einer
mit den Corynebakterien reichlich besiten Milchagarplatte war nach 3 Tagen
um die aufgetupfte Linens-Kolonie herum eine total aufgehellte Zone entstanden,
in der die kleinen Corynebakterienkolonien sich viel iippiger entwickelten als auf
der iibrigen Platte. Mit dem Auftreten der Metabioseerscheinung war demnach
gleichzeitig eine durch die Aufhellung des Agars angezeigte verstirkte Casein-
zersetzung verbunden. Bacterium linens allein hatte nach 3 Tagen die Platte
noch nicht sichtbar verindert. Durch einen weiteren Versuch konnte eine, wenn
auch nur schwache Wachstumsforderung kleiner Linens-Kolonien durch eine
grofle Corynebacterium 15-Kolonie beobachtet werden.

Bei den quantitativen Milchversuchen wurden durch Corynebacterium 15
in den Symbiose-Milchen gar die in 10mal so groBler Menge eingesiten Linens-
stibchen im Laufe des Versuches total unterdriickt. Bacterium linens war zum
Schluf} auf Platten nur noch zu 1—5% nachzuweisen. Der Abbau verlief in den
Symbiose-Proben anfangs etwas schneller als in den Linens- und Corynebacterium
15-Kontrollen. Nach 2 Monaten bestand duflerlich kein grofler Unterschied mehr.
Die Milchen waren alle total abgebaut, orange und rétlichorange (siche Tab. 16).
Corynebacterium 15 hatte Milcheiweill auBerordentlich stark zersetzt. Die Ana-
lysen ergaben etwa 65% loslichen, 48% Aminosduren- und 12,2% Ammoniak-
Stickstoff. Die Symbiose-Milchen I und II zeigten praktisch dieselben Werte,
IIT war auffallend rot und besaBl einen um 2% héheren Ammoniak-Stickstoff-
gehalt. Direkt mikroskopisch und durch Abimpfung auf Platten konnte bei
Probe III nichts AuBergewohnliches festgestellt werden.
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Tabelle 16. Der Eiweifabbaw in Milch durch Corynebacterium 15 allein und in
Symbiose mit Bacterium linens nach 2 Monaten ber 15°.

161 , 1511 \ lin. I ] lin.II | 15+lin.T | 15+lin.TI | 15+1in. I | Kontrolle
Mill. Keime Einsaat 20 l 20 50 50 20 + 50 | 10 4 50 5 4 50 0
Loslicher N . 65,50 | 63,94 | 48,95 | 47,47 65,55 65,83 62,71 —_
Aminosauren-N 48,39 | 46,87 | 29,61 | 29,51 47,06 44,03 47,06 —
Ammoniak-N 12,22 | 12,17 | 6,50 | 5,45 12,19 12,28 14,05 —
Reakt. geg. Lackmus | alkalisch alkalisch | alkalisch | alkalisch | alkalisch { sci;z::h
Farbe rotlichbraun | orangegelb rétlichbraun { schn;::zig- } weill

Bacterium linens auf Platten
Bemerkungen . — — { nur noch zu etwa 1—5% vor- —
handen
Geruch . . . | kisig-faulig . - . .
Geschmack . } siillich } kisig kisig-faulig
Stamm 16

zeigte in allen seinen Eigenschaften eine sehr groBe Ahnlichkeit mit Corynebac-
terium 15. In Milch kam es bei 37° nach einiger Zeit zu einer unvollstindigen
Labgerinnung bei neutraler Reaktion. Weitere tiefgreifende Zersetzungen traten
nicht ein. Bei 30° wurde Milch am schnellsten veréndert, bei 18 und 15° langsamer,
aber in derselben Weise. Der Abbau begann mit einer Braunfirbung der Milch
von oben her. Dabei bildete sich in den ersten Wochen héufiger ein weiSlich-
flockiges Gerinnsel. Spiter wurde die Milch griinlichgrau oder deutlich rot. Mit
dem EiweiBabbau lief ein langsamer Saureriickgang parallel. Titrationen ergaben
fast dieselben Werte, wie sie bei Stamm 15 gefunden wurden. Nach einem Monat
wurde héufiger bei total abgebauter Milch noch neutrale Reaktion gegen Lackmus
festgestellt. Mit Bacterium linens zusammen wurde Milch bei Zimmertemperatur
anfangs in genau derselben Weise verindert wie die Corynebacteriumkontrolle,
nach 11/, Monaten jedoch trat eine ganz deutliche Rotfirbung auf. Quarg wurde
von griinlichgelben Zellmassen iiberwachsen und stark abgebaut. Bei Gegenwart
von Bacterium linens wurde eine mehr braunliche Verfirbung der Oberfliche und
eine deutliche Rotung des Niahrbodens beobachtet. Auf Milchagarplatten bildete
Corynebacterium 16 grofe, griinlichgelbe Kolonien, die schon nach einigen Tagen
den Nihrboden stark aufhellten. In Symbiose mit Bacterium linens traten wieder
ganz dhnliche Erscheinungen auf wie bei Corynebacterium 15 und bei Kokkus 7.
Sie sind in Abb. 8, S. 34 wiedergegeben.

Auf der 3 Tage alten Milchagarplatte treten um die beiden Linens-Kolonien
herum in der aufgehellten Zone bereits ganz deutlich die kleinen Corynebacterium
16-Kolonien hervor, wiahrend sie auf der iibrigen Platte noch kleiner und nicht
ohne weiteres zu erkennen sind. Mit der Wachstumsférderung der Corynebakterien
ist aufs engste verkniipft eine verstirkte EiweiBlspaltung, die zu einer totalen
Aufhellung des Milchagars fiihrt. In der Linens-Kontrolle (siehe S. 21, Abb. 3)
ist nach 3 Tagen noch keine Verinderung des Milchagars sichtbar. Durch Um-
kehrung der Versuchsanordnung konnte auch eine geringe Wachstumsférderung
der kleinen Linens-Kolonien durch eine groBe Corynebakterienkolonie festgestellt
werden.

Die bei Kisereifungstemperatur angestellten EiweiBabbauversuche zeigten
folgenden Verlauf (vgl. Tab. 17).

Milchwirtschaftliche Forschungen. 9. 3
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Tabelle 17. Der Ewweifabbau in Milch durch Corynebacterium 16 allein und in
Symbiose mit Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

161 | 1611 lin. I lin. IT 16+1in. I 16+1in. IT ~ 16+1in. 11T | Kontrolle
Mill. Keime Einsaat .| 24 24 50 50 | 24 +4-50 | 12 4 50 | 6 4 50 0
Loslicher N . . . . 160,98 | 63,27 (48,95 |4747 | 63,87 64,32 64,51 —
Aminosduren-N . . . 48,54 | 46,34 |29,61 |29,51 48,58 48,92 46,31 —
Ammoniak-N . . .| 9,15 | 9,63 | 6,50 | 545 | 10,53 11,67 10,72 —
Reakt. geg. Lackmus alkalisch alkalisch | alkalisch | alkalisch alkalisch{ sci\:/lzlt':h
Farbe . . . . . .. rétlichorange | gelborange rotorange weill

Milch etwas | Bacterium linens nur noch zu
Bemerkungen . . . { schleimig- — etwa 10—20%. Milch schwach|  —

fadenziehend fadenziehend-schleimig
Geruch. . . . . . . kasig kasig | kasig-faulig —
Geschmack . . . . .| kasig-siiBlich ' | etwas siifllich —

Corynebacterium 16 hatte die Milch nach 2 Monaten durch und durch
braun gefirbt und total abgebaut; in Symbiose mit Bacterium linens herrschte
ein mehr rétlichbrauner Farbton vor. Alle diese Proben waren etwas faden-
ziehend-schleimig. Stamm 16 hatte Milcheiweif3 fast ebenso stark zersetzt wie

Abb. 8. Bacterium linens und (orynebacterium 16 auf Milchagar nach 8 Tagen.

Corynebacterium 15. Es waren dabei etwa 62% loslicher Stickstoff, 47,5%
Aminosiuren- und 9,4% Ammoniak-Stickstoff gebildet worden. Abgesehen von
einer geringen Erhohung des Ammoniak-Stickstoffs ergaben die Symbiose-Milchen
dieselben Resultate, der Abbau war ganz im Sinne der Corynebakterien verlaufen.
Nach den Feststellungen auf Platten war Bacterium linens an Zahl dem Coryne-
bacterium 16 unterlegen.
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Bacterium linens und die beiden Corynebakterien 15 und 16 zeigten gewisse
Ubereinstimmungen untereinander in ihrem Verhalten zur Milch. Alle 3 Stamme
bauten bei langsamem Saureriickgang das Eiweil3 ab, wobei betrdchtliche Mengen
léslichen, Aminosiduren- und Ammoniak-Stickstoffs gebildet wurden. Bacterium
linens stand nur in der Quantitat der Zersetzungsprodukte den beiden Coryne-
bakterien nach, die Richtung des Abbaues war dieselbe. Die Resultate der Sym-
biosenuntersuchungen mogen deshalb wohl darin ihre Erklirung finden, daf durch
das viel umfassendere Spaltungsvermégen der Corynebakterien auch gerade alle
diejenigen Teile des Eiweilles angegriffen wurden, die vom Bacterium linens zer-
setzt werden konnten. Damit war ein an Umfang iiber die Wirkungsweite der
Corynebakterien hinausgehender Abbau auch mit Bacterium linens zusammen
nicht denkbar. Die auf den Symbiose-Milchagarplatten entstandenen Aufhellungs-
zonen waren auf eine anfinglich verstirkte Caseinspaltung zurtickzufiihren, die auch
in den Symbiose-Milchen bei Stamm 15 stets beobachtet wurde. Auf den Endwert
blieb dies ohne Einfluf.

Stamm 17

entwickelte sich in Milch zwischen 37 und 15° nahezu in gleicher Weise, bei 37 und
30° etwas schneller als bei niedrigeren Temperaturen. Schon nach wenigen Tagen
bildete sich auf der Oberfliche eine schéne orange Haut, die im Laufe der Zeit
tiefer in die Milch hineinwuchs, haufiger auch an den Winden des GefiaBes empor-
stieg. Allméahlich wurden auch am Boden des Réhrchens orange Zellmassen sichtbar.
Die Milch blieb dabei lange Zeit rein weil3, nur direkt unter der Haut wurde eine
diinne Schicht braunlich durchscheinend. Zuweilen konnte auch eine unvollstindige
Labgerinnung beobachtet werden. Die Sdure der Milch ging sehr schnell zuriick.
Auf 100 cem Milch bei 18° wurden titriert nach:

3 Tagen b5 Tagen J 11 Tagen

n,com KOH . . . .| 22 145 | 10 7

Bei Beimpfung einer Milch mit Stamm 17 und Bacterium linens zusammen
entwickelte sich zunichst das Corynebacterium auf der Oberfliche in typischer
Weise als dicke Haut. Allmahlich begann darunter infolge von Entwicklung der
Linensbakterien ein stirkerer Eiweilabbau. Corynebakterium 17 schien sich
danach nicht weiter mehr auszubreiten. Auf Quarg bedeckte Corvnebacterium 17
bald die ganze Oberfliche mit seinen dicken, leuchtend orangefarbenen Zellmassen,
ohne jedoch das EiweiB stark zu zersetzen. Zusammen mit Bacterium linens trat
anfangs ganz dasselbe Bild auf, doch allméhlich setzte sich Bacterium linens durch,
und nun verlief der Abbau dem Aussehen nach wie in der Linens-Kontrolle. Auf
Milchagar entstand um die dicke orangefarbene Corynebaktcerienkolonie in den
ersten Tagen ein weiBer Ausfillungshof, der durch weitere Zersetzungen wieder
verschwand und dabei etwas dunkler durchscheinend wurde als die iibrige Platte.
Mit Bacterium linens zusammen konnte fiir beide Stimme weder eine deutliche
Foérderung noch eine Hemmung im Wachstum beobachtet werden. Bei den
quantitativen Versuchen traten folgende Verinderungen der Milchen ein (vl
Tab. 18, S. 36).

Corynebacterium 17 entwickelte sich typisch. In den Symbiose-Proben
trat anfangs deutlich die dicke Corynebakterienhaut auf, bis allméhlich Bacterium
linens die Milch durch und durch orange verfirbte. Der EiweiBabbau durch
Corynebacterium 17 war trotz starker Entwicklung der Bakterien sehr gering.
s waren nur etwa 18 % loslicher Stickstoff, 9% Aminosiuren- und 1.2 % Ammoniak-
Stickstoff gebildet worden. Cegeniiber den Bacterium linens-Kontrollen war in
den Symbiose-Milchen die ganz wesentliche Vermehrung des Ammoniak-Stickstoffs

o %
3*
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Tabelle 18. Der Eiweifabbau in Milch durch Corynebacterium 17 allein und in
Symbiose mit Bactertum linens nach 2 Monaten ber 15°.

171

\ 1711 { lin. I |lin.II ‘ 17+1in. I

17+1in.II

17+lin. 1T ‘ Kontrolle

Mill. Keime Einsaat
Léslicher N . . . .
Aminosiuren-N . .
Ammoniak-N . . .
Reakt.geg. Lackmus

Farbe
Bemerkungen . . .

Geruch
Geschmack . . . .

40 ’ 40
18,58 17,82
10,04 8,51

1,15 1,24
stark alkalisch

schwach braunl.,
orange Zellhaut

ganz schwach
kasig

60 | 60
47,42 i48,37
27,39 |27,39
8,52 ’ 8,33

alkalisch

} orange

-

kisig

i3]

40 4- 60
47,80
29,69
15,32

20 4~ 60
47,70
28,75
14,75

stark alkalisch

dunkelorange

10 4 60
48,18
28,93
14,27

Stamm 17 zu etwa 3—5%
nebenBacterium linens auf
Platten
‘ kasig ‘ kisig

i

kisig

E] 2

| o

sauer

um 6% und ein schwaches Anwachsen des Aminosduren-Stickstoffs eingetreten.
Bacterium linens wurde auf Platten in iiberwiegender Zahl gegeniiber den Coryne-
bakterien nachgewiesen.

Stamm 19.

Bei 18 und 30° war in Milch nach etwa 1 Monat an der Oberfliche eine ganz
schwache Peptonisation eingetreten. Dabei war der Sduregrad etwas gestiegen, die
Milch fadenziehend-schleimig. Mit Bacterium linens zusammen verlief der Abbau
aufBerlich wie in der Linens-Kontrolle. Auf Quarg trat bei gutem Wachstum der
Corynebakterien nur eine geringe EiweiBspaltung ein. Der Geruch und Geschmack
war wie in Milch ganz schwach kisig-bitter. Die Entwicklung und Wirkung des
Bacterium linens auf Quarg wurde durch Corynebacterium 19 nicht merklich
beeinfluBt. Auf Milchagar wuchs Corynebacterium 19 als braunlichgelbe Kolonie,
ohne die Platte irgendwie sichtbar zu verindern.

Die Ergebnisse der quantitativen Milchuntersuchungen sind in Tab. 19 zu-
sammengestellt.

Tabelle 19. Der Eiweifabbau in Milch durch Corynebacterium 19 allein und in
Symbiose mit Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

| 191

1911 ( lin. I llin.II I 19+1in. I | 1941in. IT | 194 1in. TIT

Kontrolle

Mill. Keime Einsaat
Loslicher N. . . .
Aminosguren-N . .
Ammoniak-N . . .

Reakt. geg. Lackm. {

......

Geschmack . . . {

60 60

80 80

60 4 80 | 30 80 | 15 4 80

7,64
0
0,46

9,98
0,55
0,46

50,83 | 50,64
30,23 | 28,46
8,53 | 6,74

32,90
16,63
3,68

31,97
18,11
2,46

46,76
25,43
6,10

12,35 1/,o-
KOH

sauer

2,301/,,-
KOH
sauer

weill

Milch etwas
schleimig

ganz schwach
bitter

} alkalisch

orange {

schwach
sauer

sauer sauer {

I
ganz schwach schwach
orange orange
Milch etwas schleimig.
Stamm 19 auf Platten zu etwa:
18—20% 5—10%
schwach kasig

kasig »
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Die mit Corynebakterien beimpften Milchen waren nach 2 Monaten noch un-
veréndert weifl, etwas schleimig, der Siuregrad wenig gestiegen. Durch chemische
Analysen konnte eine ganz geringe Eiweilspaltung festgestelit werden. Es waren
etwa 9% loslicher Stickstoff, Spuren von Aminoséuren- und Ammoniak-Stickstoff
entstanden. Bei den Symbiose-Proben traten zu Anfang die Verfarbungen friiher
ein als in den Linens-Kontrollen, blieben dann aber im Laufe des Versuches stark
zuriick. Die bereits duBerlich wahrnehmbaren Stérungen kamen noch deutlicher
in den Resultaten der chemischen Analysen zum Ausdruck. Es waren ganz bedeu-
tende Hemmungen im normalen Linens-Abbau eingetreten; Milch ITI, die mit der
kleinsten Menge Corynebakterien beimpft war, zeigte dabei die geringsten Abwei-
chungen. In allen 3 Milchen konnte Corynebacterium 19 mittels der Platten-
methode in méBig groBer Zahl neben sehr vielen Linensbakterien nachgewiesen
werden.

Stamm 18

vermehrte sich weder in Milch noch auf Quarg. Mit Bacterium linens zusammen
dagegen vermochte er sich sehr wohl zu entwickeln. Dabei traten besonders in
Milch stiarkere Hemmungen im Abbau ein. Corynebacterium 18 wuchs auf Milch-
agar auBerordentlich schwach als weile Kolonie. Durch Bacterium linens konnte
eine deutliche Wachstumsforderung der Corynebakterien auf Platten dargestellt
werden. Die quantitativen Milchversuche bestéitigten die bei den Vorversuchen
angestellten Beobachtungen (vgl. Tab. 20).

Tabelle 20. Der Eiweifabbau in Milch durch Corynebacterium 18 allein und in
Symbiose mit Bacterium linens nach 2 Monaten ber 15°.

81 | 11U | lnI | lin10 | 18411 | 18+1in. II | 18+lin. III | Kontrolle
Mill. Keime Einsaat 104 | 104 ‘ 80 1 80 |104 480 ' 52 -+ 80 | 26 + 80 0
Loslicher N. . . .| 0 0 150,83 |50,64 | 2338 | 2338 | 2310 | —
Aminosduren-N . . 0 0 30,23 | 28,46 5,36 5,54 4,62 —
Ammoniak-N . . .| 0,27 0,36 8,53 | 6,74 3,69 3,69 3,97 —
2510 Il/ 10
nj - .
Reakt. geg. Lackm.{ 1,95 53{111211-{ OH } alkalisch neutral | neutral neutral{ KOH a.
10 cem
Farbe . . . . .. weill orange wenig dunkler als die Kontrolle| —
. - Stamm 18 zu 3—5% neben .
Bemerkungen C Bacterium linens auf Platten
Geruch . . . . . . — kasig schwach kasig —
Geschmack . . . . — » desgl. —

In den mit Corynebacterium 18 beimpften Milchen konnte keine Eiweif3-
zersetzung festgestellt werden. Die Symbiose-Proben zeigten anfangs ganz nor-
male Abbauerscheinungen, doch blieben sie spiter den Linens-Kontrollen gegen-
iiber stark zuriick. Die Analysen ergaben, dafl diese Milchen nur héchstens halb
so stark abgebaut waren wie die Linens-Proben. Die Reaktion war neutral.
Bacterium linens hatte sich nur schwach vermehrt. Corynebatcerium 18 konnte
in allen 3 Milchen in geringer Zahl mittels Platten nachgewiesen werden.

Stamm 20
verursachte in Milch bei 30° nach 1 Monat eine glatte Siure-Lab-Gerinnung, bei
87° kam es nur zu einer sehr unvollstindigen Ausflockung des Caseins, Bei 18°
zeigte sich nach 2 Monaten neben einer lockeren, flockigen Gerinnung eine von der
Oberfliche her beginnende schwache Peptonisation. Die Reaktion war sauer.
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Mit Bacterium linens zusammen verlief der Abbau etwas langsamer als bei der
Linens-Kontrolle; auBerdem trat statt der schonen orange mehr eine graubraune
Verfirbung ein. Auf Quarg zeigten die Corynebakterien nur ein ganz unbedeutendes
Wachstum, Der EiweiBabbau des Bacterium linens wurde durch Stamm 20 nicht
sichtbar beeinfluft. Auf Milchagar bildeten die Corynebakterien hellgriinliche
Kolonien, von einer schmalen und schwach aufgehellten Zone umgeben. Durch
Bacterium linens wurde eine deutliche Wachstumsférderung der Corynebakterien
bewirkt,

Die bei Kisereifungstemperatur angestellten Milchversuche zeigten folgenden
Verlauf (vgl. Tab. 21).

Tabelle 21. Der EiweiBabbau in Milch durch Corynebacterium 20 allein und in
Symbiose mit Bacterium linens nach 2 Monaten bes 15°.

201 | 2011 | linX | linXT | 20+1in. I | 20+1lin IT | 20+1in, 11| XOm-
trolle
Millionen Keime Einsaat | 48 48 57 57 48 + 57 | 24 4 57 | 12 4+ 57 0
Loslicher N . . . . . . 16,12 | 15,94 | 52,49 (52,03 | 46,69 infiziert | 55,71 —
Aminosiuren-N . 9,21 | 7,74 | 32,41 32,04 | 27,62 — 34,80 —
Ammoniak-N . . . .. 0,73 | 0,36 | 8,21 | 7,91 4,96 — 6,81 —
Reaktion gegen Lackmus | sauer | sauer | alkal. | alkal. | alkalisch — alkalisch | sauer
ganz schwach ; :
........ { braunlich, be- | orange|orange l%rra,a:n — Err::n —
sonders oben

Die Corynebakterien zu 1—38 %

Bemerkungen . . . . . — — — ——{ neben Bacterium linens auf
Platten

Geruch . . ... .. o — — | kasig | kiisig | kasig kisig —

Geschmack . . ... .] — | —_ ’ . ’s » —_

Die Corynebakterium 20-Milch war nach 2 Monaten nur wenig dunkler und
von oben her etwas abgebaut. Dabei waren etwa 16 % loslicher Stickstoff, 8% Ami-
noséuren- und etwa 0,5 % Ammoniak-Stickstoff entstanden. Die Symbiose-Milchen
verfarbten sich zu Anfang schneller und stirker als die Kontrollen. Spiter glichen
sich diese Unterschiede aus; der Farbton wurde wie bei den Vorversuchen nicht
8o schén orange, sondern vielmehr graubraun. Corynebacterium 20 wurde mittels
der Plattenmethode in ziemlich groBer Zahl neben Bacterium linens festgestellt.
Alle mit Corynebacterium 20 beimpften Milchen waren etwas schleimig. Nach den
Resultaten der chemischen Analysen hatte eine reichliche Beimpfung einer Bac-
terium linens-Milch mit Corynebacterium 20 eine geringe Hemmung, eine schwache
Beimpfung ‘dagegen eine ebenso unbedeutende Forderung im EiweiBabbau be-
wirkt.

II1d. Bacterium linens wnd farbstoffbildende Kurzstibchen (2weifelhafie
Corynebakierien).

Die beiden Stamme 5 und 6 wurden als farbstoffbildende Kurzstibchen und
zweifelhafte Corynebakterien bezeichnet. Sie zeigten eine groBere GleichmaBigkeit
in der Form der Zellen; auch die bei den Corynebakterien hiufiger beobachtete
Gonidienbildung wurde nicht bemerkt. Andererseits waren so groBe Ubereinstim-
mungen mit Bacterium linens vorhanden, daB sie als wenig aktive Varianten des-
selben aufgefaBt werden konnten. In der Tab. 22 ist Bacterium linens zum Ver-
gleich mit angefithrt. Damit wiirden die Stimme 5 und 6 ebenfalls in die Nahe von
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Corynebacterium bruneum zu stellen sein. 6 wurde von Henneberg isoliert. 5 kam
hiufiger, aber nur in geringer Zahl neben vielen Arten von Kokken, Corynebak-
terien und Kurzstibchen in der Rotschmiere vor. Gerade wegen der grofien
Ahnlichkeit mit Bacterium linens wurden diese beiden Stimme zur weiteren Be-
arbeitung ausgewihit.

In der Form der Zellen und in der Farbe der Kolonien dem Bacterium linens
sehr dhnlich, unterschieden sie sich doch sehr wesentlich durch ihre geringe Gela-
tineverfliissigung und ihren nur sehr schwachen Milchabbau. In Bouillon und auf
Bouillonagar wurde bei Temperaturen von 20—30° stets sehr gutes Wachstum
beobachtet. Einzelheiten sind aus der Tab. 22, S. 40 ersichtlich.

Das Verhalten der Kurzstibchen in Milch, auf Milchagar und Quarg fir sich allein
und zusammen mit Bacterium linens.

Stamm 6

verdnderte Milch nur wenig. Bei 30° kam es nach 1 Monat zu einer unvollstandigen
Labgerinnung. Die Saure der Milch ging sehr langsam aber standig zuriick.
Zusammen mit Bacterium linens traten je nach der Beimpfung schwiéchere oder
ebenso starke Abbauerscheinungen auf wie in der Linens-Kontrolle. Auf Quarg
wuchs Stamm 6 recht gut, ohne das Eiweil stark anzugreifen. Bacterium linens
wurde in seiner Entwicklung und Wirkung auf Quarg durch Stamm 6 nicht merk-
lich behindert.

Die bei 15° angestellten quantitativen Milchversuche zeigten folgende Ergeb-
nisse (vgl. Tab. 23):

Tabelle 23. Der Eiweifabbau in Milch durch Stibchen 6 allein und in Symbiose
mit Bacterium linens nach 2 Monaten ber 15°.

61 | 61 | lnI |lnII| 6+linI | 6+linII | 6+lin. I Eontrolle
Mill. Keime Einsaat | 600 ‘ 600 60 60 | 600 -+ 60 300 + 60 | 150 + 60 0
Loslicher N'. . . .| 10,21 9,96 |47,42 (48,37 | 20,31 22,89 23,47 —
Aminoséuren-N . .} 1,72 0,77 |27,39 |27,39 9,26 13,22 12,26 —
Ammoniak-N . . .| 0,67 0,57 | 8,52 | 8,33 4,31 5,36 5,26 —
2,11/5,-
n/ . »1 %10
Reakt. geg. Lackm., { 1,8 %/-KOH alkal. | alkal. | alkalisch | alkalisch | alkalisch | KOH a.
sauer 10 com.
Farbe . . . . .. weil | wei |orange|orange schwach orange —
Stamm 6 zu etwa 50% neben
Bomerkungen . . .| — - - —{ Bacterium linens auf Platten|
ganz schwach s - s .
Geruch . . . . . { Kisig }ka,s1g kasig schwach kisig .
ganz schwach o - _
Geschmack . . . { cisig-bitter }kamg kasig desgl.

Stamm 6 hatte die Milch &uBerlich nicht sichthar verdndert. Nach den
Resultaten der chemischen Analysen war eine ganz geringe Eiweispaltung
eingetreten. Es wurden etwa 10% loslicher Stickstoff, 1,1% Aminosiuren-
und 0,6% Ammoniak-Stickstoff gefunden. Die Symbiose-Milchen zeigten zu An-
fang schnellere und stirkere Verfirbungen als die Linens-Proben. Im weiteren
Verlauf des Versuches blieben sie jedoch ganz bedeutend im Abbau zuriick, wie
aus den Zahlen in der Tabelle hervorgeht. Durch Abimpfung auf Gelatineplatten
konnte festgestellt werden, daB Stamm 6 sich recht stark vermehrt hatte und nach
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Schéatzung ebenso zahlreich vorhanden war wie Bacterium linens. Zur schnelleren
Unterscheidung der beiden Stdmme diente ihr verschieden starkes Gelatine-
verfliissigungsvermogen.

Stamm 5

zeigte in seinem Verhalten fiir sich allein und zusammen mit Bacterium linens in
Milch, auf Milchagar und Quarg eine fast vollige Ubereinstimmung mit Stamm 6.

Auch bei den quantitativen Bestimmungen iiber den EiweiBabbau traten
nur geringe Unterschiede auf (s. Tab. 24). Die mit Stamm 5 beimpfte Mileh war
vollkommen weifl und &uBerlich unverdndert geblieben, die Siure etwas zuriick-
gegangen. Durch die chemischen Analysen wurde eine noch geringere Eiweifl-
spaltung festgestellt als bei Stamm 6. Es waren etwa 8,6 % loslicher Stickstoff,
Spuren von Aminosiduren- und Ammoniak-Stickstoff gebildet worden. Die Symbiose-
Milchen waren nicht viel tiefer abgebaut. Dabei zeigte die mit der groBten Menge
Keime von Stamm 5 beimpfte Milch die stirksten Hemmungen. Auf Gelatine-
platten wurde Bacterium linens und Stamm 5 in etwa gleich grofer Zahl nach-
gewiesen.

Tabelle 24. Der Eiweifabbau in Milch durch Stibchen 5 allein und in Symbiose mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

bI 511 lin. I lin. IT 5+1in. I 5+lin. IT 5+1in. TII | Kontrolle
Mill. Keime Einsaat { 500 500 60 60 | 500 4 60 | 250 - 60 | 125 + 60 0
Loslicher N . . . 8,72 8,62 |47,42 |48,37 12,08 12,08 infiziert —_
Aminoséuren-N . .| 0,38 0,19 (27,39 |27,39 1,72 4,21 — —
Ammoniak-N . . .| 0,19 0,28 | 8,552 | 8,33 0,86 1,34 — —

1,8 n/10' l185‘1/10' 2,1 Il/10'
Reakt. geg.Lackm.{ KOH | KOH | alkal. | alkal. | neutral | neutral — { KOH a.
sauer | sauer 10 ccm
Farbe . . . . . . weill weil |orange|orange| schwach orange — —
Bemerkungen . . _ _ { Stamm 5 zu etwa 40—50% _
T neben Bet. linens auf Platten

Geruch . . . . . . — — kasig | késig nur ganz schwach kasig —
Geschmack . . . . — — " » desgl. —

Bei den quantitativen Symbioseversuchen wurden die Stdmme 5 und 6 stets
in einer 8—10mal so grofen Menge eingesét wie Bacterium linens. Dadurch war
die Hemmung in der Entwicklung und im EiweiBabbau bei Bacterium linens zu
erkliren. Durch die bei den quantitativen Versuchen vorgenommenen Differen-
zierungen in dem Verhiltnis der eingesiten Keimmengen beider Stamme traten
besonders bei Stamm 6 bereits geringe entsprechende Unterschiede auf. In einigen
anderen Versuchen, bei dem ein fiir Bacterium linens noch giinstigeres Verhilt-
nis der Keimeinsaat gewihlt wurde, trat die Stérung in der Milchzersetzung gar
nicht oder doch nur schwach auf. Eine auBerlich sichtbare Férderung im Abbau
wurde jedoch bei keinem Symbioseversuch beobachtet.

IIIe. Bacterium linens und Coli- Aerogenes-Bakterien (atypische Arten).

Von der Gruppe der Coli-Aerogenes-Bakterien, die in der Kaserotschmiere
jederzeit vertreten war, kamen nur 2 Stdmme zur genaueren Untersuchung, die
sich gelegentlich in gréBerer Zahl auf den Platten beim Isolieren vorfanden. Es
waren atypische Stamme, die gich durch ein sehr indifferentes Verhalten auszeich-
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neten. Sie bildeten beide aus Zuckerarten weder Gas noch Saure, farbten sich
nicht nach Gram, bildeten kein Indol und vermochten Nitrate nicht zu reduzieren.
Auf Kartoffel und auf Quarg wurde kein Wachstum beobachtet; die Verinderungen
der Milch waren minimal.

Stamm 4

bildete auf Bouillonagar griinlich-braungelbe Kolonien von nur schwachem Wachs-
tum. In Bouillonfederstrichen wurden kleine Stdbchen beobachtet von etwa
0,5 X 1,6—2 p, die meist zu zweien zusammenlagen. In sehr wenigen Fillen wur-
den die Zellen in Bewegung gesehen. Einfache Bouillongelatine wurde nach
Wochen schwach verfliissigt, Zuckergelatine nicht verdndert.

Dieser Stamm zeigte gewisse Ahnlichkeiten mit den von Hisenberg® beschrie-
benen Colivarianten, die dem Bacterium coli luteoliquefaciens nahestehen,
und diirfte wohl mit zu dieser Gruppe gehéren.

Stamm 3

wuchs auf Bouillonagar in weilen Kolonien. In Bouillonfederstrichen zeigten
sich sehr verschiedene Formen. Kleine Stibchen von 0,5—0,6 X 1,5—2 ¢ waren
in jungen Kulturen hiufig, meist in Diploform. In &lteren Priparaten kamen
gar nicht selten groBe, runde Zellen vor, kokkenartig, einzeln oder auch in kurzen
Ketten von bedeutend gréBeren AusmaBen, etwa 1,5—2,5 #im Durchmesser. Eigen-
bewegung war nicht vorhanden. In Bouillongelatine trat keine Verfliissigung ein.
Stamm 3 wurde als ein indifferenter Vertreter der Gruppe Bacterium aerogenes-
pneumoniae Friedlinder3® aufgefaBt, deren Arten sich nach Versuchen von Denys
und Martin® als sehr variabel in ihren Eigenschaften erwiesen.

Das Verhalten der Stimme 3 und 4 in Milch, auf Milchagar und Quarg allein und
zusammen mit Bacterium linens.

Stamm 4.

Innerhalb von 1—2 Monaten wurden in Milch bei Temperaturen von 37—15°
keine sichtbaren Verinderungen hervorgerufen. Die Zellen hatten. sich jedoch
bei 30° schwach vermehrt, und gleichzeitig damit war eine geringe Siurezunahme
eingetreten. Der Milchabbau des Bacterium linens wurde durch Stamm 4 anfangs
offenbar etwas gestort. Auf Quarg wuchs Stamm 4 allein nicht und vermochte
auch nicht den Abbau des Bacterium linens sichtbar zu beeinflussen. Entsprechend
seiner geringen Vermehrung in Milch bildete der Stamm auch auf Milchagar nur
schwache, gelborange Kolonien, die den Agar auch nach langerer Zeit nicht auf-
hellten. Eine Beeinflussung des Stammes 4 durch Bacterium linens konnte auf
Milchagarplatten nicht beobachtet werden, andererseits regte eine groBe Kolonie
von Stamm 4 umliegende kleine Linens-Kolonien zu etwas stirkerem Wachstum
an. Mit den Ergebnissen dieser qualitativen Versuche standen in Einklang die
Resultate der quantitativen Milchuntersuchungen (siehe Tab. 25).

Stamm 4 vermehrte sich offenbar unter Ausnutzung der Aminosiuren schwach
und bildete dabei etwas Saure. Eine EiweiBspaltung wurde nicht nachgewiesen.
Auch der normale Verlauf des EiweiBabbaues von Bacterium linens wurde durch
Stamm 4 kaum nachweisbar abgeindert.

Stamm 3.

Auch Stamm 3 brachte in Milch selbst nach Wochen und bei verschiedenen
Temperaturen keine sichtbaren Veranderungen hervor. Dabei war jedoch bei 30 und
20° eine geringe Zellvermehrung eingetreten und der Sauregrad der Milch gefallen.
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Tabelle 25. Der Eiweifabbaw tn Milch durch Stamm ¢ allein und zusammen mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°.

41 411 lin.I | lin.IT 4+lin.I 4+1in. II | -4+lin.III | Kontrolle
Mill. Keime Einsaat 112 112 85 8 [112-+85| 56 485 | 28 -85 0
Loslicher N . . — 0,67 | — 0,92 | 45,76 | 47,49 | 45,56 45,56 43,53 —
Aminossuren-N . — 1,16 | — 1,45 24,33 | 23,75 | 22,01 22,30 21,40 —
Ammoniak-N , . . 0 0 5,569 | 5,19 5,50 5,50 4,73 —
2,28/ -
n/ . s< /10
Reakt. geg. Lackm. { 31 *ho-KOH alkal. | alkal. | alkalisch | alkalisch alkalisch{ KOH a.
sauer 10 com
Farbe . . . . .. weill weil |orangeiorange orange | orange | orange —_
Stamm 4 auf Platten und
Bemerkungen . . — — — — { direkt mikroskopisch nicht —_
zu erkennen
Geruch . . . . . .| unverandert késig | kasig | kasig kasig kasig —
Geschmack . . . . ' ’ ' . 9 - —_

Besser gedieh Stamm 3 mit Bacterium linens zusammen in Milch und auf Quarg,
wenigstens solange der Abbau noch nicht allzuweit vorgeschritten war. Auf Milch-
agar wuchs 3 nur sehr schlecht als weile Kolonie. Durch Bacterium linens wurde
eine deutliche Forderung im Wachstum beobachtet.

Nach den Resultaten der chemischen Untersuchungen (vgl. Tab. 26) wurde
Milcheiweifs durch Stamm 3 praktisch nicht gespalten. In Ubereinstimmung mit
den Vorversuchen wurde der EiweiBabbau von Bacterium linens in Symbiose
gestért, Dabei trat ein mehr gelblichgrauer Farbton auf. Die chemischen Ana-
lysen ergaben, daB die Bildung von 1éslichem Stickstoff und Amindséuren-Stick-
stoff stark zuriickgeblieben, der Ammoniak-Stickstoff iibermaBig hoch ange-
stiegen war,

Tabelle 26. Der EiweiBabbaw in Milch durch Stamm 3 allein und zu n mit
Bacterium linens nach 2 Monaten bei 15°,
31 311 lin. I lin, IX 8+lin, I | 8+lin. II 3+lin. III | Kontrolle
Mill. Keime Einsaat 66 66 57 57 | 66 457 | 33 4 57 {16,5 4 57 0
Loglicher N . . . .| 0,47 0,47 52,49 |52,03 | 41,81 43,01 43,93 —
Amninoséuren-N . 0,55 0,37 |32,41 |32,04 | 13,99 14,73 15,84 —
Ammoniak-N . . .| 0,09 0,09 821 | 7,91 | 10,77 11,50 12,15 —
1,5 ll/10' 14 l‘/10' 2,2 n/lo
Reakt. geg. Lackm. { KOH | KOH | alkal. | alkal. | alkalisch | alkalisch alkalisch{ KOH a.
sauer | sauer 10 ccm
Farbe . . .. . .| weiB | weil |orange|orange| graugelb grauorange —
Bemerkungen _ _ _ _ { Stamm 3 zu etwa 4—6% auf|
v Platten nachweisbar
Geruch . . . . . .| — — | kasig | késig | késig kasig kisig —
Gesbhmack “ e v e -_— - 2 2 ” s ” -

Stamm 3, der sich Milch gegeniiber fast indifferent verhielt und der auch

auf Milchagarplatten mit Bacterium linens keine auBergew&hnlichen Metabiose-
erscheinungen zeigte, gab ein Beispiel, wie unberechenbar zuweilen sich ein
Bacterium beim EiweiBabbau in Symbiose auswirken kann.
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IV. Besondere Symbioseerscheinungen.

Im Laufe der Arbeit wurde hiufiger bemerkt, daf gewisse Stdmme
allein oder zusammen mit Bet. linens Milch, Quarg oder Milchagar
rot farbten. Da in der Praxis der Kiserei Félle von solchen anormalen
Rotfirbungen als Kiasefehler vorkommen (vgl. Peters®®), sollen hier
meine Beobachtungen kurz mitgeteilt werden. Experimentell war diese
Erscheinung sehr schon sichtbar zu machen bei Anwendung von Milch-
agar in hoher Schicht, am besten in weiten Reagensglisern. Diese Me-
thode war von Henneberg fiir den gleichen Zweck bei fritheren Unter-
suchungen angewandt. Die betreffenden Stimme wurden auf die
Oberfliche aufgeimpft und die in die Tiefe vordringenden Abbau- bzw.
Verfirbungszonen beobachtet. Einige in dieser Weise angesetzten
Versuche ergaben:

1. Kokkus 13 bildete nach 45 Tagen auf der Oberfliche nur einen diinnen,
orange Belag, eine Abbauzone war nicht sichtbar. Bacterium linens hatte etwa 3 cm
tief den Agar orange-dunkel verfirbt. Bei Bacterium linens und Kokkus 13 zu-
sammen war die ebenfalls etwa 2—3 cm tiefe Zone ganz deutlich rot.

2. Genau dieselben Erscheinungen wurden beobachtet bei Kokkus 14 und
Bacterium linens.

3. Bei Corynebacterium 15 war nach 40 Tagen eine 4 cm dicke rétliche Zone
entstanden. Bacterium linens hatte eine 3 cm hohe Agarschicht dunkel verfarbt.
Bei Bacterium linens und Corynebacterium 15 zusammen war eine tief dunkel-
rote Farbung aufgetreten, die sich 6 cm tief in den Agar hinein erstreckte.

Die beiden Corynebakterien 15 und 16 firbten Milch oder Quarg fast regel-
miBig rot, was ihrer nahen Verwandtschaft zum Corynebacterium erythrogenes
vollauf entspricht. Eine Rotfirbung der Nihrboden wurde fiir Corynebacterium
erythrogenes stets als typisch angegeben. Von Gorini'® wurde es als Erreger von
roten Streifen in Gorgonzola-Kise genannt. Besonders beachtenswert sind die in
Symbiose mit Bacterium linens allein oder verstirkt auftretenden Rotfirbungen.
Bei Bacterium linens allein konnte diese Erscheinung bei den sehr zahlreichen
Versuchen nur in 2 Fillen, in Milch bei 30 und 37° nach 15 Tagen, beobachtet
werden. Die Kulturen waren rein. Bei den Corynebakterien 15 und 16 wurde in
Milch fast stets eine intensivere Rotfirbung beobachtet, wenn Bacterium linens
gleichzeitig zugegen war.

Die Beobachtung, daB diese eigenartige Erscheinung bei Stimmen
auftrat, die das Eiweil der Milch allein oder in Symbiose mit Bet. linens
sehr stark, bis zum Ammoniak, abbauten, fithrte zu der Annahme, daf
durch weitere und besondere Zersetzungen gewisser Eiweiflspaltpro-
dukte diese rote Farbung der Néhrboden konnte hervorgerufen werden.
Es wurde versucht, auf kiinstlichem Néhragar unter Zusatz der einzelnen
Stickstoffquellen ebenfalls eine Rotfarbung hervorzurufen. Als Stick-
stoffquellen wurden verwandt: Pepton, Tyrosin, Leucin, Glykokoll,
Alanin und Asparagin. Auch die Zusammensetzung des Nahragars
wurde variiert; er enthielt einmal nur die anorganischen N&hrsalze,
zum andern die Nahrsalze und 2% Milchzucker, in einer dritten Versuchs-
reihe die Niahrsalze und 0,2% Glycerin und schlieBlich die Néhrsalze
unter gleichzeitigem Zusatz von Milchzucker und Glycerin. Die Unter-
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suchungen wurden mit den Stammen Bect. linens, Corynebet. 15 und
Kokkus 14 ausgefithrt. Die Aufbewahrung der Kulturen geschah beiTages-
licht und auBerdem in einer zweiten Versuchsreihe im Dunkeln. Alle Ver-
suche waren ergebnislos. In keinem Falle wurde eine Rotfarbung beob-
achtet, wahrend die als Kontrolle aufgestellten Milchagarréhrchen diese
Erscheinung deutlich zeigten.

Auf jeden Fall aber ist in der Praxis beim Auftreten von anormalen
Rotfirbungen im Kise auch mit der Moglichkeit symbiotischer Vor-
ginge zu rechnen, wobei auch Bct. linens, der sonst so erwiinschte
Késerotschmierepilz, eine schiddliche Rolle spielen kann.

Zusammenfassung.

Von den auf der Oberfliche gewisser Késesorten vorkommenden
Rotbakterien wird nach von Wolff eingeleiteten Untersuchungen Bet.
linens als besonders wichtig und wertvoll fiir den Proze der Kéasereifung
bei Weichkisesorten angesehen. Reinkulturen dieser Bakterien werden
auch heute als ,,Kieler Rotkultur*‘ zum Streichen der Kése empfohlen
und abgegeben. Bel dem durch das Mit- und Nacheinanderwirken von
verschiedenen Gruppen von Mikroben sehr komplizierten Prozef der
Kisereifung kommt den Rotbakterien nur ein gewisser Anteil zu. Selbst
bei Anwendung von Bct. linens-Reinkulturen zum Streichen der Kése
kommt es in der Praxis stets zu einem Zusammenarbeiten von Bet.
linens mit der durch ihre Fermente tdtigen Flora des Késeinnern einer-
seits, und von Bet. linens mit den auf der Oberfliche stets vorhandenen
Mikroben andererseits.

Zur niaheren Erforschung dieser Verhaltnisse wurden Untersuchungen
ausgefiihrt iiber Bet. linens und einige mit ihm zusammen vorkommende
Bakterien. Es wurde dabei besonders beriicksichtigt der Eiweilabbau
in Milch bei den einzelnen Arten fir sich und zusammen mit Bet. linens.
Die von mir isolierten und néher bearbeiteten Bakterien gehoérten zu
folgenden Gruppen: 1. Milchsdurebakterien, 2. Mikrokokken, 3. Coryne-
bakterien, 4. farbstoffbildende Kurzstiibchen (zweifelhafte Coryne-
bakterien) und 5. Coli-Aerogenes-Bakterien (atypische Arten). Die
fiir die Untersuchungen iiber den Eiweilabbau angewandte Methode der
Bestimmung gewisser charakteristischer Gruppen von Spaltprodukten
erwies sich als recht brauchbar. Der gebildete 1sliche Stickstoff zeigte
den Umfang der Proteolyse an, durch den Pepton-, Aminosiuren- und
Ammoniak-Stickstoff wurden Einzelheiten iiber die Art und die Tiefe des
Abbaues erkannt. Der Pepton-Stickstoff wurde nur bei den Unter-
suchungen iiber Bacterium linens bestimmt. Nur durch die Bestim-
mung mehrerer solcher Gruppen war ein iibersichtliches Bild iiber den
Verlauf der EiweiBzersetzung zu gewinnen.

Die bisherigen Studien iiber Bet. linens wurden durch chemische
Untersuchungen iiber den Eiweiabbau in Milch erweitert. Nach
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2 Monaten Aufbewahrung bei der Késereifungstemperatur von 15° wurde
ein ganz umfangreicher und fiir Bet. linens typischer Eiweilabbau
festgestellt. Es waren etwa 50% loslicher Stickstoff, 28% Aminoséuren-
Stickstoff und 7% Ammoniak-Stickstoff gebildet worden. Bei héheren
Temperaturen und bei Kreidezusatz trat stets eine betrichtliche
Vermehrung des Ammoniak-Stickstoffs ein. Maximal wurden etwa
50% loslicher Stickstoff und 30% Aminoséduren-Stickstoff gefunden, bei
langer wihrenden Versuchen gingen die Werte fiir beide Gruppen wieder
zuriick, wihrend der Ammoniak-Stickstoff weiter zunahm.

Die in dieser Arbeit sonst behandelten, in der Farbstoffbildung dem
Bet. linens sehr déhnlichen Stamme, Corynebet. 17, Sdure-Lab-Kokkus 12
und die Kurzstdbchen 6 und 5, die auch auf Quarg mehr oder weniger
gut gediehen, zeigten bei den Versuchen in Milch weder eine so schone
Aromabildung noch einen so tief und gleichméBig verlaufenden Abbau
wie Bet. linens.

Zwischen Bet. linens und einigen seiner Begleitorganismen konnten
in Versuchen auf Milchagarplatten Wechselwirkungen festgestellt werden,
die in einer Wachstumsférderung oder -hemmung zum Ausdruck kamen.
Zuweilen traten auBerdem besondere Aufhellungszonen auf, die auf eine
in Symbiose verstirkte Caseinzersetzung zuriickzufithren waren. Mit
einer gegenseitigen Beeinflussung im Wachstum zwischen Bet. linens
und einem der iibrigen Stamme war aber keineswegs stets eine deutliche
Verdnderung im MilcheiweiBlabbau festzustellen: Bei Bet. linens und
Kokkus 8 traten auf Milchagarplatten typische Metabioseerscheinungen
auf, die Eiweispaltung in Milch verlief in Symbiose wie bei Bet. linens
allein. Kokkus 7 und die beiden Corynebakterien 15 und 16 zeigten auf
Platten mit Bet. linens zusammen in fast der gleichen Weise eine ver-
starkte Caseinzersetzung. Der entsprechende in Milch verlaufende Eiweil3-
abbau fiuhrte zu ganz verschiedenen Resultaten.

Die Plattenversuche dienten lediglich zur Demonstration von Meta-
biose und Antagonismus. Bestimmte Zusammenhinge mit den auf
Milchagarplatten beobachteten Symbioseerscheinungen und den Re-
sultaten beim EiweiBabbau in Milch waren nicht festzustellen. Fast
jeder Stamm zeigte hier sein besonderes Verhalten.

Die Eiweifizersetzung des Bet. linens wurde in Symbiose in folgen-
der Weise abgeiandert:

1. Zwei Arten bewirkten eine erhebliche Erweiterung im Umfang
des Abbaus durch Vermehrung des léslichen Stickstoffs tiber die sonst
fiir Bet. linens maximal gefundene Menge. Es waren die beiden bei
saurer Reaktion Eiweifl zersetzenden Stimme Siure-Lab-Kokkus 7 und
Streptobacterium casei var. 1.

2. Durch tiefere Spaltung der Eiweifkorper kam es zur Bildung
einer iibermaBig groBen Menge Ammoniak-Stickstoffs. Der losliche
Stickstoff wurde dabei nicht vermehrt oder zum Teil sogar etwas ver-



Uber Bacterium linens beim EiweiBabbau in Milch. 47

ringert. Besonders hohe Ammoniakwerte wurden in Symbiose mit
Corynebet. 17 und Kokkus 9 erhalten, 2 Stimme, die Milch bei stark
alkalischer Reaktion zersetzten. Auch der aerogenesdhnliche Stamm 3,
der in Milch bei ganz minimaler Eiweillspaltung einen schwachen Saure-
rickgang bewirkte, beeinflulte in Symbiose den Abbau des Bet. linens
in derselben Richtung. Im ibrigen trat eine geringe Vermehrung des
Ammoniak-Stickstoffs haufiger ein beiverschiedenen Saure-Lab-Kokken,
z. B. bei Stamm 11 und 14.

3. Einige Bakterien, die die normale Entwicklung des Bet. linens
storten, bewirkten damit, soweit es sich um schwach peptonisierende
Arten handelte, eine mehr oder weniger weitgehende Hemmung der
EiweiBzersetzung im allgemeinen. Diese Erscheinungen traten besonders
deutlich hervor bei den Kurzstibchen 5 und 6, bei den Corynebakterien
18 und 19 und bei Kokkus 13. Die beiden Eiweifl in ahnlicher Weise,
aber bedeutend stidrker als Bet. linens spaltenden Corynebakterien 15
und 16 lenkten den Abbau bei Unterdriickung der Linensstdbchen in
den Milchen ganz in ihrem Sinne.

Bei den Symbioseversuchen wurde besonders Wert gelegt auf das
zahlenmé&Bige Verhaltnis der Keimeinsaat beider Stimme. Bakterien, die
sich in Milch langsamer vermehrten als Bet. linens, wurden mdglichst
in groBerer Menge eingesat. Umgekehrt wurden sich sehr schnell ent-
wickelnde Stimme in geringerer Keimzahl mit Bet. linens zusammen-
gebracht. Die bei der Beimpfung weiterhin durchgefiihrte Differenzie-
rung der relativen Keimeinsaat machte sich bei den Analysen nach
2 Monaten nur in 2 Fillen, bei Stamm 14 und 20, noch sehr deutlich be-
merkbar. Durch die im allgemeinen aber erst bei gréBeren Unterschie-
den in der Beimpfung auftretenden Verénderungen im Abbau gewannen
die hier angestellten Versuche eine mehr allgemeine Bedeutung.

Bei den vergleichenden Symbioseversuchen auf Quarg traten zum
Teil ganz dhnliche Verdnderungen auf wie bei den entsprechenden Milch-
kulturen. Esist daher wohl anzunehmen, daf} ganz dhnliche Verhéltnisse
auch auf dem Kise vorkommen.

Im Interesse der Praxis ist daher besonders hervorzuheben, daf} in
2 Fallen Sdureproteolyten (Stamm 1 und 7) den Néhrboden fiir ein
gutes Gedeihen des Bet. linens und fir einen erweiterten Eiweiflabbau vor-
bereiteten, wihrend durch den reinen Siaurebildner (Stamm 2) und durch
die anderen Saure-Lab-Kokken (Stamm 11 und 14) das Gegenteil bewirkt
wurde. Es wire zu versuchen, durch Herstellung von Kése aus moglichst
keimfreier, pasteurisierter Milch unter Verwendung von Reinkulturen
der Stimme 1 und 7 zur Siuerung und des Bet. linens zum Streichen
der Kise zu einem stets gleichméBigen und guten Fabrikat zu gelangen.

Da alle iibrigen hier untersuchten Stimme weder das Wachstum
noch den Eiweiflabbau des Bet. linens in wiinschenswerter Weise for-
derten, sollten sie moglichst von der Kaserinde fern gehalten werden.
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Dies konnte wohl zum Teil ebenfalls durch die Pasteurisierung der Kase-
milch erreicht werden, da viele Bakterienarten durch die Milch in den Kase
gelangen. Auch die beiden Corynebakterien 15 und 16, die an sich Eiweil3
sehr weitgehend zersetzten, diirften weder allein noch mit Bet. linens
zusammen zum Streichen der Kise in Frage kommen, da sie bei den Ver-
suchen fast stets eine starke Rotfarbung im Néahrsubstrat hervorriefen
und dadurch leicht Kasefarbfehler verursachen konnten. Besonders auf-
fallig waren die in Symbiose mit Bet. linens und Kokkus 13 und 14 auf-
tretenden Rotfarbungen in Milchagar sowie die bei den Corynebakterien
15 und 16 zusammen mit Bet. linens stets sehr wesentlich verstarkten
Verfarbungen. In der Praxis ist demnach beim Auftreten anormaler Rot-
farbungen im Kéase auch mit der Moglichkeit symbiotischer Vorgéinge
zu rechnen, wobei auch Bct. linens eine schédliche Rolle spielen kann.

Die Corynebakterien in ihren verschiedenen Formen.
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