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MEINEN ELTERN GEWIDMET



Einleitung.

Die altere Anschauung iiber die Stickstoffbestandteile der Milch
kannte nur eine EiweiBart, die ganz allgemein als Kisestoff bezeichnet
wurde. Die Kenntnis von der Existenz der 3 Eiweilstoffe der Milch
und deren weiteren stickstoffhaltigen Bestandteile ist erst neueren Da-
tums. Dies ist nicht weiter wunderlich, nachdem erst durch die klassi-
schen Arbeiten von Emil Fischer und anderer Forscher Licht in die Che-
mie der EiweilBstoffe gebracht und der Boden zu systematischer Be-
arbeitung dieser Stoffe gelegt worden war. Besonderes Interesse wurde
den genuinen EiweiBkorpern sowie deren Auf- und Abbauproduktion
in wichtigen Korperflissigkeiten wie Blut und Harn zugewandt. Im
Laufe der Entwicklung der klinischen Chemie auf diesem Gebiete war
die Ubertragung der Versuchsziele auch auf Kuh- und Frauenmilch ver-
sucht worden. Die Anpassung und Ausarbeitung der Methodik fiir die
qualitative und quantitative Bestimmung der verschiedenen KEiweil3-
bausteine bzw. der sog. Reststickstoffsubstanzen der Milch war vor
allem das Werk amerikanischer Forscher wie Folin, Wu, van Slyke u. a.
Es ist dies eine Folge der Rangstellung, welche in Amerika der Milch-
wirtschaft und deren Erzeugnissen von jeher anerkannt wurde. Seit
einigen Jahren wird auch bei uns in Deutschland dem Studium der nicht-
proteinartigen, stickstoffhaltigen Milchbestandteile groBere Bedeutung
zugemessen. Als Folge hiervon erschien eine Reihe von Abhandlungen,
welche sich mit diesen jetzt als wichtig anerkannten Inhaltstoffen der
Milch, den Abbauvorgingen in der Kiserei usw. befassen, wie W. Grim-
mer, C. Kurtenacker und R. Berg': Zur Kenntnis der Serumeiweil3-
korper der Milch, dann weiterhin B. Bleyer und 0. Kallmann?: Beitrige
zur Kenntnis einiger bisher wenig studierter Inhaltstoffe der Milch
(Kuhmilch) I.

Der Begriff Reststickstoff, zum erstenmal im Zusammenhang mit
den Blut- und Harnuntersuchungen aufgestellt und hier in seiner kli-
nischen Bedeutung erkannt, umfaft die Gesamtheit aller nichteiweiB-
artigen, stickstoffhaltigen Bestandteile der betreffenden serdsen Fliissig-
keit bzw. des betreffenden Sekretes. Man kann mit groBer Berech-
tigung auch von einem Reststickstoff der Milch sprechen, wenn auch
hier die Verhiltnisse nicht so einfach liegen. Das Blutserum lit sich
leicht und ohne allzu grobe Eingriffe gewinnen. Bei der Milch sind jedoch
zur restlosen Entfernung der Eiweill- und eiweiBartgen Korper Reagen-
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zien von starker Koagulationswirkung nétig. Es ist hierbei zu befirchten,
dal3 wegen des sehr labilen Proteinsystems der Milch bei der Bereitung
des Serums mit den urspriinglichen Stickstoffbestandteilen Verande-
rungen vor sich gehen. In diesem Falle erhilt man nicht mehr allein
den anfinglich vorhandenen, praformierten Reststickstoff, sondern evtl.
noch einen Zuwachs an nichteiweiflartigem Stickstoff als Folge des ge-
waltsamen FEingriffes in das Gefiige der Milch.

Im Verlauf des letzten Jahrzehntes haben namentlich in der Biochemie
Mikromethoden immer mehr Eingang gefunden. Wir waren daher bestrebt,
auch bei vorliegender Arbeit von Mikro- bzw. Halbmikrobestimmungen reichlichst
Gebrauch zu machen. Mustergiiltig mufl die Mikromethodik von L. Pincussen
zur quantitativen Bestimmung der Harn- und Blutbestandteile bezeichnet werden,
die uns vielfach als Richtlinie diente.

Die Bearbeitung des Stoffes wurde in nachstehender Weise gegliedert.

A. Methodik zur Bestimmung der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch.
I. Gesamtstickstoff der Milch.
IT. EiweiB und eiweiBartige Stoffe der Milch.

. Caseinstickstoff.

. Hitzekoagulabler EiweiBstickstoff, Albuminstickstoff.

. GesamteiweiBstickstoff.

. Albumosen- und Peptonstickstoff.

. Der Reststickstoff der Milch bei verschiedenen EnteiweiBungsverfahren.

. Methodik der Bestimmung des Reststickstoffes der Milch.

ie einzelnen Komponenten des Reststickstoffes.

. Aminoséurenstickstoff.

. Ammoniakstickstoff.

. Harnstoffstickstoff.

. Kreatin und Kreatinin.

. Harnséure.

B. Anwendung der Methodik.
1. Die Verteilung der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch normaler
Zusammensetzung, Einzelgemelke, Sammelmilch.
II. Die Veranderungen der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch anlaB-
lich der Sauerung.
III. Die Bewegung der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch durch Er-
hitzen der Milch.

[

III.
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Iv.
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A. Methodik zur Bestimmung der stickstoffhaltigen Bestandteile
der Milch.

1. Gesamtstickstoff der Milch.

10 cem Mileh werden in einen 100-ccm-MeBkolben pipettiert und mit Wasser
zur Marke aufgefiillt; 20 ccm der verdinnten Milch werden nach Zusatz von
7,5 cem konzentrierter Schwefelsaure, etwas Kupferoxyd und Kaliumsulfat
nach Kjeldahl verbrannt. Die Destillation des Ammoniaks erfolgt nach Zugabe
von etwa 22 ccm Natronlauge (33proz.); vorgelegt werden 30 cem ?/;; Schwefel-
siure, titriert mit n/;; Natronlauge. Indicator: Alizarinsulfosaures Natrium.
Der ermittelte Wert des Stickstoffs wird auf 100 cem Milch berechnet und in
Milligrammprozent angegeben.
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II. Eiwei und eiweiBartige Stoffe der Milch.
1. Caseinstickstoff.

Die Bestimmung des Caseinstickstoffes wurde in Anlehnung an das Verfahren
von Robertson — Abscheidung des Caseins in essigsaurer Losung — durchgefiihrt.
Bei richtig gewihlter Verdiinnung der Milch und sorgfaltig durchgefiihrter Koagu-
lation des EiweiBstoffes erzielt man eine geniigend grobflockige Ausfallung und ein
vollstandig klares Filtrat.

In einen 100-ccm-MeBkolben werden 10 ccm Milch abpipettiert, bis zur Marke
mit Wasser aufgefiillt und kraftig durchgemischt. Entsprechend 2 cem Vollmilch
pipettiert man hierauf 20 ccm der verdiinnten Milch in ein 50-cem-Becherglas
und gibt unter stindigem Umriihren moglichst langsam 3 cem 1/, Essigsdure
zu. Das Eiweifgerinnsel wird auf einem Filter gesammelt (Schleicher und Schiill
Nr. 589, Blauband oder 602 hart) und mit destilliertem Wasser gut ausgewaschen.
Filter samt Inhalt wird nach Zusatz von 7,5 ccm konzentrierter Schwefelsdure
kjeldahlisiert. Die Verbrennung hat anfinglich bei niederer Flamme zu erfolgen,
sie muB sehr vorsichtiz und langsam durchgefiihrt werden. Empfehlenswert
ist die Zugabe einiger Tropfen Perhydrol gegen Ende der Verbrennung, damit auch
die letzten Reste organischer Substanz noch oxydiert werden. Es sollten diese
Gesichtspunkte bei simtlichen Kjeldahlanalysen beachtet werden. Fiir die Destilla-
tion des Ammoniaks werden 30 ccm ?/;; Schwefelsiure vorgelegt, die Titration
mit B/;; Natronlauge mit alizarinsulfosaurem Natrium (0,5proz. Losung) als In-
dicator durchgefiihrt. Berechnung auf 100 ccm Vollmilch in Milligrammprozent.

Bei stark gesiuerten Milchen kann man von einer Zugabe der Essigsiure
Abstand nehmen. Ist man im Zweifel, ob in diesem Falle die Ausfillung des
Caseins bereits quantitativ vor sich gegangen ist, so gibt man nach der Vorschrift
von Hoppe-Seyler tropfenweise o/;, Essigsidure zu, bis kein weiteres Casein mehr
ausgefillt wird. Die optimale Grenze des Fallungs-py darf nicht wesentlich tiber-
schritten werden (isoelektrischer Punkt des Caseins py = 4,6), da sonst die Mog-
lichkeit der teilweisen Losung des aufgeflockten Caseins in Siure besteht.

2. Hitzekoagulabler Eiweilstickstoff.

Hinsichtlich der Methodik der Bestimmung des hitzekoagulablen Eiweif-
stickstoffs der Milch bestehen zum Teil noch sehr verschiedenartige Ansichten,
die selbst in Lehrbiichern immer wieder auftauchen. Das genuine Albumin der
Milch ist ein hydrophiles Kolloid. Selbst im isoelektrischen Punkt ist seine Dispersi-
tat so groB, daB es ohne Erhitzung der Milch zu keiner Ausflockung kommen kann,
es bleibt daher bei der Essigsaurefallung des Caseins in Losung. Erst durch hin-
zutretende Wirme wird es denaturiert, d. h. entladen und verliert seine Quellungs-
fahigkeit, wobei es mehr den Charakter eines Suspensionskolloides annimmt und
im isoelektrischen Punkt (pg = 4,4) in Flocken ausfallt. Bleibt letzterer unbeachtet
und wird ungeniigend erwirmt, so gibt es nur eine unvollstindige Ausflockung,
eine milchige getriibte Suspension.

Kritik der verschiedenen Verfahren zur Abscheidung des Albumin-
stickstoffs der Milch. Wie schon erwihnt, besteht hinsichtlich der Art
der Abscheidung des Albuminstickstoffs der Milch im Schrifttum
noch groBe Zwiespiltigkeit. Grimmer empfiehlt in seinem Lehrbuch
,,Milchwirtschaftliches Praktikum® die Abscheidung des Albumins
und Globulins mittels Almenscher Gerbsaurelésung oder statt dieser
die Abscheidung mit Phosphorwolframsiure. Nach seiner Ansicht ist
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das Verfahren von Hoppe-Seyler, Abscheidung des Albumins und Globu-
lins durch Erhitzen in essigsaurer Losung, unbrauchbar, da hierbei, wie
Grimmer, Kurtenacker und Berg nachgewiesen haben, stets nur ein Teil
der durch Gerbsiure und durch Phosphorwolframséure fallbaren Sub-
stanzen ausfallt. Vielleicht wire es aber doch zweckmaBiger, hinsichtlich
der Abscheidung des Albumins und Globulins sich auf eine Methode zu
einigen, die der Fahigkeit der Hitzegerinnung dieser beiden Eiweif3-
korper Rechnung trigt und wobei auch der fiir die Ausflockung er-
forderliche Sauregrad bzw. das erforderliche py moglichst beriicksichtigt
wird. Die Phosphorwolframsaurefallung gibt zweifelsohne héhere Werte,
aber es werden dadurch auch Stoffe peptonartiger Natur abgeschieden.
Im nachstehenden ist die Wirkungsweise der bekannteren ,,albumin-
fallenden Reagenzien‘ néher erliutert.

In dem Filtrat der Caseinfiallung mittels Essigsdure wurde die Ab-
scheidung des Albumins und Globulins einerseits durch Hitzekoagulation
und andererseits durch Fallung mit Gerbsidure, Zugabe von 6 ccm Almens
Reagens, und durch Phosphorwolframsiure bewerkstelligt. Fir die
Phosphorwolframsdurefallung wurden 1,4 cem 20proz. Phosphor-
wolframsidure zu dem noch mit 1 cem 10proz. Schwefelsiure ange-
sduerten Filtrat gegeben. Zwecks Abscheidung des Albumins durch
Hitzekoagulation wurde das essigsaure Caseinfiltrat auf dem kochenden
Wasserbad 30 Minuten lang erhitzt, dann nach Zugabe von 0,5 ccm
n/ o-Essigsidure iiber freier Flamme noch kurz aufgekocht. Das Er-
gebnis der Versuche ist in nachstehender Tabelle verzeichnet.

Tabelle 1.
Albumin- + Globulinstickstoff in Milligrammprozent
des caseinfreien Essigsiureserums.

Art der Abscheidung des Albumins
Probe Hitzekoagulation Zugabe von Gerbsiure von Phospzhl:)gr:\lr);lfmmsﬁure

mg% mg% mg%
1 55,1 —_ 79,3
2 60,5 94,2 95,0
3 61,5 93,6 95,6
4 63,4 92,6 94,6
5 64,4 ' 87,5 88,5
6 69,5 96,1 97,3
7 72,4 — 105,1
8 74,4 103,7 105,7

Gleichzeitig wurde auch der Einflu verschiedener Mengen der
Fallungsreagenzien Gerbsiure und Phosphorwolframsiure beobachtet.
Tab. 2 bringt die Ergebnisse dieser Versuche.
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Tabelle 2.
Albumin-+ Globulinstickstoff in Milligrammprozent des caseinfreien Essigsiureserums
bei Zugabe wechselnder Mengen der Reagenzien.

Féallungsmittel
Gerbsiure Phosphorwolframséure
Zugabe Albuminstickstoff Zugabe Albuminstickstoff
cem mg% cem mg%
0,5 82,2 0,4 82,2
1,0 82,4 0,8 84,2
2,0 83,2 1,2 84,2
4,0 83,6 1,4 84,4
6,0 83,6 1,6 83,5
8,0 83,2 2,0 81,1
10,0 82,8 2,4 81,1
12,0 82,3 2,8 81,0

Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich ist, darf die Menge des
zugesetzten Reagenses nicht auBer acht gelassen werden. Zu wenig
Reagens bewirkt unvollstindige Abscheidung des Eiweillkérpers, itber-
reichlicher Zusatz bewirkt anscheinend teilweise Losung des gefallten
EiweiBkérpers. Dieses Verhalten trifft namentlich fiir Phosphor-
wolframséure zu.

Die Wirkung der verschiedenartigen Abscheidung des Albumins
148t sich auch an den Mengen des in dem jeweiligen Filtrat verbliebenen
Reststickstoffs erkennen, wie aus den Ergebnissen nachstehender Ver-
suche ersichtlich ist.

Tabelle 3.

Albuminstickstoff und Reststickstoff in Milligrammprozent
des caseinfreien Essigsdureserums.

Art der Abscheidung des Albumins

Phosphorwolfram-
Hitzekoagulation Gerbsiure P siure

Milch I | Milch II | Milch T | Milch I Mileh I | Mileh I1

mg% mg% mg% mg% mg% me%
Albuminstickstoff . . . 63,4 75,4 87,5 103,7 88,5 105,7
Reststickstoff . . . . . . 71,4 84,7 46,2 54,3 43,2 53,3

Summe . . . . . . .. 134.8 160,1 | 133,7 | 158,0 131,7 | 159,0
Gesamtstickstoff des Ser. 133,9 159,1 | 133,9 | 159,1 133,9 | 159,1

Den Tab. 1—3 ist zu entnehmen, daf} je nach Art der gewihlten Ab-
scheidung sehr unterschiedliche Werte fiir Albuminstickstoff (statt der
Bezeichung Albumin- 4 Globulinstickstoff wird weiterhin nur mehr die
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Bezeichnung Albuminstickstoff gebraucht, da in normaler Milch die
Menge des Globulins auBerordentlich gering ist) erhalten werden.
Wihrend beispielsweise die Hitzekoagulation des Essigsiureserums bei
Milch IT 75,4 mg Albuminstickstoff ergab, erhielt man mittels Gerb-
siure- und Phosphorwolframsiurefillung bei derselben Milch 103,7
bzw. 105,7 mg, also wesentlich mehr. Die Fiallung mit Phosphorwolfram-
sdure erwies sich regelmiBig etwas wirksamer gegeniiber der Fillung
mit Gerbsiure, eine Feststellung, die auch Grimmer erwihnt. Durch-
schnittlich betrigt die durch Hitzekoagulation erhaltene Menge Albumin-
stickstoff etwa 70—75% gegeniiber der Menge des durch Gerbsaure oder
Phosphorwolframsaure abgeschiedenen Stickstoffs.

Dem Albumin als hitzekoagulabler EiweiBstoff entspricht seine Ab-
scheidung in essigsaurer Losung durch Erhitzen. Es konnen daher die
durch Fillung mit Gerbsiure und Phosphorwolframsiure erzielten
hoheren Stickstoffwerte nicht Anspruch auf die Bezeichnung Albumin-
stickstoff haben, denn es werden durch die genannten Reagenzien auch
noch Kérper eiweiBlartiger Natur, Peptone usw., mitgefallt. DaB in dem
durch Essigsiure und FErhitzen casein- und albuminfrei gemachten
Filtrat durch die Alkaloidreagenzien noch Fallungen zu erzielen sind,
géht aus nachstehenden Versuchen hervor.

Tabelle 4.
Nachfillungen tm casein- und albuminfreien Essigsiureserum.

Art der Fillung
Phosphor- Natriumwolframat
Gerbsture wolframs#ure _und
Trichloressigsiure
mg% mg% mg%
Ausgefillter Stickstoff . . . . . 31,1 32,2 33,5
Stickstoffgehalt des Filtrates
(Reststickstoff) . . . . . . . . 42,2 41,2 39,2
Summe . . . .+« « o« . ... 73,3 73,4 72,7
Gesamtstickstoff des Serums . . 71,4 71,4 71,4

Aus der Zusammenstellung ist ersichtlich, daB in dem vom Albumin
befreiten Filtrat durch die 3 Reagenzien noch erhebliche Mengen Stick-
stoff ausgeféllt werden konnen. Diese Stickstoffmenge ist bei der Fillung
mittels Natriumwolframat-Trichloressigsdure erkennbar betrichtlicher
gegeniiber der Fillung mit den beiden vorausgegangenen Reagenzien,
der Stickstoffgehalt des bei dieser Fillung erhaltenen Filtrates dem-
entsprechend geringer.

Die in den Tab. 2—4 verzeichneten Werte fiir Reststickstoff lassen
erkennen, daB dieser Bezeichnung dem jeweiligen EnteiweiBungsver-
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fahren entsprechend verschiedentliche Werte zukommen. Die betracht-
lichste Menge Reststickstoff ergibt naturgemal das Filtrat der Hitze-
koagulation des Albumins in Hinblick auf den zwar niedrigeren, aber
zweifelsohne richtigeren Wert fiic Albumin. Nach erfolgter Hitze-
koagulation wurden geméafl Tab. 3 Milch II im Filtrat noch 84,7 mg
Stickstoff ermittelt. Dieser Wert liegt dem von Bleyer angegebenen,
nach gemeinsamer Abscheidung der genuinen EiweiBistoffe durch Essig-
siure-Hitzekoagulation ermittelten Reststickstoffwert wesentlich naher
als etwa die Werte der entsprechenden Gerbsiure- oder Phosphor-
wolframsiurefillungen. Im folgenden wird die im Filtrat der Essig-
saurehitzekoagulation, also nach vorausgegangener Abscheidung von
Casein und Albumin, ermittelte Stickstoffmenge als Gesamireststickstoff
oder Reststickstoff im weiteren Stnne des Wortes bezeichnet werden,
da letzterer neben den eigentlichen, molekular gelésten Komponenten
des Reststickstoffs, wie Aminosduren, Harnsiure, Kreatin, Kreatinin
usw., noch Stickstoffbestandteile der Milch eiweiBartiger Natur, die
Albumosen und Peptone enthilt.

Die Bestimmung des Albuminstickstoffs wurde wie nachstehend
ausgefiihrt.

2a, Bestimmung des Albuminstickstoffs.

Das in einem 100 ccm-Becherglas gesammelte und durch Auswaschen des
gefallten Caseins mit destilliertem Wasser auf etwa 40 cocm gebrachte Filtrat
der Caseinfillung wird zundchst 30 Minuten lang in ein kochendes Wasserbad
gestellt, worauf alsbald Tribung auftritt. Nach Ablauf der angegebenen Zeit
setzt man noch 0,5 ccm ?/;, Essigsdure zu und bringt unter stetem Umriihren
den Inhalt des Becherglases auf freier Flamme kurz zum Aufkochen. Das koa-
gulierte Albumin setzt sich am Boden des Gefifles ab. Die iiberstehende Fliissig-
keit, erscheint vollkommen klar. Nach dem Abkithlen wird das ausgeflockte
Albumin auf einem Filter gesammelt (siehe Casein) und mit etwas warmem destil-
lierten Wasser nachgewaschen. Das Filtrat wird in einem 150 ccm-Becherglas
aufgefangen ; sollte es nicht ganz klar sein, was selten zutrifft, so gibt man es zweck-
m#aBig nochmals auf das Filter zuriick. Filter samt Inhalt werden dann in bekann-
ter Weise unter Zusatz von 7,5 ccm konzentrierter Schwefelsiure nach Kjeldahl
verbrannt. Als Vorlage fiir die Ammoniakdestillation geniigen 10 ccm ®/,; Schwefel-
saure, sofern man von 2 ccm Milch ausgegangen ist. Titration wie bei der Casein-
bestimmung.

3. Bestimmung des GesamteiweiBstickstoffs.

Zuweilen ist es wiinschenswert, die Gesamtmenge der genuinen EiweiBstoffe
der Milch (Casein, Albumin und Globulin) gemeinsam zu bestimmen. Die Aus-
fiihrung erfolgt zweckméBig nach dem Schererschen Verfahren in Anlehnung an
die Vorschrift, die Bleyer gibt.

20 ccm der 10fach verdiinnten Milch werden in ein Becherglas von 100 cem
Inhalt gegeben und unter stindigem Umriihren langsam 3 ccm ?/,,-Essigsaure
hinzugefiigt. Es erfolgt die Abscheidung des Casecins, das sich nach Aufhéren
der Bewegung auf den Boden absetzt. Hierauf gibt man 20 ccm destilliertes Wasser
hinzu, um die Fallungsbedingungen fiir Albumin méglichst giinstig zu gestalten,
bringt das Gefal in ein kochendes Wasserbad, beliaft es 30 Minuten darin, filgt
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dann noch 0,5 ccm /;,-Essigsdure zu und liBt auf freier Flamme kurz aufkochen.
Nach dem Abkiihlen wird das EiweiBgerinnsel auf einem Filter gesammelt (siehe
Casein), mit heilem Wasser gut ausgewaschen und Filter samt Inhalt unter
Zusatz von 7,5 ccm konzentrierter Schwefelsiure kjeldahlisiert. Fiir die Ammo-
niakdestillation werden 30 cem 2/;;-Schwefelsiure vorgelegt, titriert wie bisher.

4. Albumosen- und Peptonstickstoff.

Zwischen den genuinen Eiweistoffen der Milch und dem Reststickstoff
der Milch, sofern man hierunter die molekular gelosten stickstoffhaltigen Bestand-
teile der Milch versteht, stehen noch stickstoffhaltige Kérper eiweiBartiger Natur,
die man als Albumosen und Peptone bezeichnet. Im allgemeinen stellen letztere
ein mit Sicherheit kaum zu trennendes und entwirrendes Gemisch der verschie-
densten Polypeptide dar. Die Systematik der EiweiBstoffe zihlt sie nicht mehr
zu den Proteinen, sie sind aber auch nicht als letzte Abbauprodukte der eigent-
lichen Eiweistoffe anzusprechen. In dieser eigenartigen Stellung sind auch ihre
chemischen und physikalischen Eigenschaften begriindet. Das Vorhandensein
derartiger polypeptidartiger Komplexe in Milch wird zum Teil in Abrede gestellt,
zum Teil auch anerkannt. Trotz mancher entgegenstehender Ansichten wurde
auch in vorliegender Arbeit die Unterscheidung des Polypeptidgemisches in Al-
bumosen und Peptone durchgefiihrt.

Die Trennung der Albumosen von den Peptonen geschieht bekanntlich durch
Aussalzen der Albumosen mittels Zinksulfat. Aus dem hierbei erhaltenen Fil-
trat kénnen dann die Peptone mittels Phosphorwolframsaure ausgefillt werden.

Es wurde zunichst versucht, Albumosen und Peptone durch ein gemeinsames
Gruppenreagens abzuscheiden. Aus dem Essigsdureserum wurde zunichst Albumin
1. durch Hitzekoagulation, 2. durch Gerbsiure und 3. durch Phosphorwolfram-
sdure abgeschieden und dann die von diesen Fillungen erhaltenen Filtrate mit
1 cem 10proz. Natriumwolframatlésung und 1 cem 20 proz. Trichloressigsidure-
16sung versetzt, um zu erfahren, in welchem MaBe dieses kombinierte und daher
verschirfte Reagens fiahig ist, stickstoffhaltige Bestandteile aus den Filtraten
der Hitzekoagulation, der Gerbsiure- und Phosphorwolframsaurefillung noch
abzuscheiden. Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle verzeichnet.

Tabelle 5.

Gemeinsame Abscheidung von Albumosen- und Peptonstickstoff
in casein- und albuminfreien Filtraten.

Albumin abgeschieden durch
Hitze- Phosphor-
koagulation Gerbsiure wolframsiure
mg9e mg% mg%
Albuminstickstoff . . . . . . . . . 69,5 96,1 97,3
Albumosen- und Peptonstickstoff, ab-
geschieden durch Nawo-Tri 45,7 23,9 23,6
Stickstoffrest im Filtrat der Nawo-
Tri-Fallung. . . . . . . . ... 36,3 29,9 27,7
Summe . . . . . 151,5 149,9 148,6

Die Hitzekoagulation ergab wie bisher einen wesentlich geringeren
Wert fiir Albuminstickstoff gegeniiber der Abscheidung des Albumins



insbesondere des Reststickstoffs der Kuhmilch. 13

durch Gerbséure und Phosphorwolframssure. Dagegen konnte im Filtrat
der Hitzekoagulation wesentlich mehr Stickstoffsubstanz mittels Natrium-
wolframat-Trichloressigsiure abgeschieden werden als in den Filtraten
der Gerbsaure- und Phosphorwolframsaurefiallung. Die an und fiir sich
kraftigere EnteiweiBlung des caseinfreien Serums durch Gerbsiure und
Phosphorwolframsiure ergibt sich nicht nur aus den geringeren Werten
fir Albumosen- und Peptonstickstoff in den Filtraten dieser Fallungs-
mittel, sondern auch aus den niedrigeren Werten 29,9 und 27,7 mg%
des Stickstoffrestes in den Filtraten der Natriumwolframat Trichloressig-
siurefallungen, gegeniiber 36,3 mg% bei der Hitzekoagulation.
Getrennte Bestimmung des Albumosen- und Peplonstickstoffs. Es wurden
zu diesem Zweck die Albumosen mittels Zinksulfat in dem casein- und albumin-
freien Essigsaureserum (Hitzekoagulation) ausgesalzen und in dem von den Al-
bumosen befreiten Filtrat der Peptonstickstoff durch Zugabe von Phosphor-
wolframséure bestimmt. Der im Filtrat dieser Fillung noch verbliebene Rest
stickstoffhaltiger Substanz wurde ebenfalls bestimmt. Gleichzeitig wurde wie-

derum die gemeinsame Abscheidung der Albumosen und Peptone wie voraus-
gehend durchgefithrt. Nachstehende Tabellen lassen die Ergebnisse erkennen.

Tabelle 6. Getrennte Bestimmung des Albumosen- und Peptonstickstoffs.

Albumosenstickstoff (Aussalzen d. ZnSO,) . 50,2 mg% 30,1 mg%
Peptonstickstoff (Fall. d. Phosphorwolframsaure g% 20,1 mg%}72,1 mg %

Reststickstoff . . . . . . ... e e e 21,9 mg%
Gesamtstickstoff. . . . . . . . e e e e e e e 12,4 mg%
T T Gemeinsame Abscheidung des Albumosen- und
Peptonstickstoffs aus dem casein- und albumin-
freien Filtrat durch
Gerbsdure Phosphorwolframsiure
mg% mg%
Albumosen- -+ Peptonstickstoff 31,1 32,2
Reststickstoff . . . . . . . . 42,2 41,2
Summe . . . . . . . ... 73,3 734

Der Vergleich der Reststickstoffwerte in Tab. 6 148t den betrichtlich
hohen Wert fiir Reststickstoff bei gemeinsamer Abscheidung des Albu-
mosen- und Peptonstickstoffs erkennen. Der durch Fallung mit Gerb-
siure oder Phosphorwolframséure erhaltene Polypeptidstickstoff beliuft
sich nach Tab. 6 auf 31,1 bzw. 32,2 mg%, wogegen die getrennte Be-
stimmung des Albumosen- und Peptonstickstoffs zusammen 50,2 mg%
ergab. Es ist daher anzunehmen, daBl in den hohen Reststickstoff-
zahlen, wie sie die Fillung mit Gerbsaure oder Phosphorwolframsiure
ergeben haben, neben den wirklichen Bestandteilen des Reststick-
stoffs auch noch ein Teil Stickstoff polypeptidartiger Natur inbe-
griffen ist. Es schien daher angebracht, den Polypeptidstickstoff ge-
trennt als Albumosen- und Peptonstickstoff zu bestimmen.
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4a. Bestimmung des Albumosenstickstoffs.

Die Bestimmung des Albumosenstickstoffs in dem casein- und
albuminfreien Essigsdureserum gestaltet sich folgendermaBen.

Das Filtrat der Albuminfallung (8. 11) wird in einem 150 ccm-Becherglas
mit 1 cem einer 10proz. Schwefelsdure angesiuert und die Losung mit etwa 60 g
krystallisiertem Zinksulfat gesittigt. Mit Riicksicht auf die eintretende starke
Abkiihlung wird die Losung des Sulfates durch leichtes Erwirmen unter stén-
digem Umriihren beschleunigt. Geht kein weiteres Zinksulfat mehr in Lésung,
so laft man iiber Nacht stehen. Die Albumosen beginnen sich nach einiger Zeit
auszuscheiden und halten sich in feinen Flocken in der Flissigkeit schwebend.
Die Ausscheidung wird vorsichtig auf einem Filter gesammelt und mit wenig
gesittigter Zinksulfatlosung nachgewaschen. Das Filter nebst Inhalt wird in
bekannter Weise unter Zusatz von 7,5 ccm konzentrierter Schwefelsiuze nach
Kjeldahl verbrannt. Fir die Destillation des Ammoniaks werden 10 ccm 2/g;5-
Schwefelsaure vorgelegt. Durch Multiplikation der gefundenen Stickstoffmenge
mit 50 erhdlt man den Albumosenstickstoff in Milligrammprozent.

4b. Bestimmung des Peptonstickstoffs.

Das Filtrat der Albumosenfillung, etwa 80—90 cem, wird in einem 150 cem-
Becherglas mit 4 cem konzentrierter Schwefelsiure zwecks Verhiitung der Abschei-
dung unléslicher Zinkverbindungen angesiuert. Dann werden unter Umriihren
20 cem einer 10proz. Phosphorwolframsiurelosung zugegeben. Es tritt in der
Regel fast augenblicklich Triibung auf, nach lingerem Stehen scheiden sich die
Peptone aus und setzen sich auf dem Boden ab. Am néchsten Tag erscheint
die iiberstehende Fliissigkeit vollkommen klar. Die Ausscheidung wird wieder
auf einem Filter (siche Caseinbestimmung) gesammelt, mit 30proz. Schwefelsdure
sorgfiltig nachgewaschen und hierauf Filter samt Inhalt nach Zugabe von 7,5 cem
konz. Schwefelsiure nach Kjeldahl verbrannt. Fiir die Destillation des Ammoniaks
geniigt eine Vorlage von 10 cem P/g5-Schwefelsdure. Durch Multiplikation der
erhaltenen Stickstoffmenge mit 50 erhalt man den Peptonstickstoff in Milligramm-
prozent, da man von 2 ccm Milch ausgegangen ist.

IIL.

1. Der Reststickstoff der Milch bei den verschiedenen
EnteiweiBungsverfahren.

Die Ergebnisse der Untersuchungen in den vorhergehenden
Abschnitten liefen es bereits als sicher erkennen, dafy die Menge des
Reststickstoffs der Milch wesentlich von der Art der vorgenommenen
Enteiweiung der Milch abhangig ist. Es war daher erforderlich, die
verschiedenartig herzustellenden Milchseren auf ihren Gehalt an Rest-
stickstoff zu priifen. Es ist bereits an anderer Stelle darauf hingewiesen
worden, daB man von einem Reststickstoff im weiteren Sinne des Wortes
sprechen kann, sofern letzterer auch noch den Polypeptidstickstoff
umfafit. Beschrinkt man jedoch den Begriff auf die molekular gelésten
Stickstoffbestandteile ohne Einbezichung des Polypeptidstickstoffes,
so wirde es sich als zweckmiBig erweisen, hierfiir die Bezeichnung
Reststickstoff im engeren Sinne des Wortes einzufiihren.
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Fir die in den nachstehenden Abschnitten angefiihrten Versuche
wurde Sammelmilch bekannter Herkunft genommen, so dal} die er-
zielten Werte gute Durchschnittszahlen darstellen diirften.

1. Kalialaunserum.

Nach Angaben von Grimmer! verfihrt man zwecks Herstellung des Kali-
alaunserums folgendermafen: 150 ccm Milch werden in einemn Becherglas auf 40°
erwdrmt, mit 15 cem gesattigter Kalialaunlésung unter kraftigem Umschiitteln
der Milch versetzt und der Inhalt des Becherglases auf eine Nutsche gegeben.
Nach wiederholtem Absaugen erhilt man ein klares Filtrat, das Kalialaunserum,
von dem ein adquivalenter Teil zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl genommen
wird. Nachstehende Tabelle 148t den Wirkungsgrad der EnteiweiBung der Milch
mittels Kalialaun erkennen.

Tabelle 7.
Stickstoffgehalt des Kalialaunserums in Milligrammprozent.

Filtratstickstoff nach Behandlung des Alaunserums mittels

Kalialaunserum
Erhitzung Phosphorwolframs. Gerbsidure

137,1 mg% 49,6 mg % 30,0 mg% 30,0 mg%

Die Enteiweiflung ist ungeniigend, wie aus dem hohen Stickstoffgehalt
des Serums ersichtlich ist. Es wird iiberwiegend nur das Casein ab-
geschieden. Durch Erhitzung des Kalialaunserums oder durch Zugabe
von Phosphorwolframséure oder Gerbsdure konnten noch betrachtliche
Mengen Stickstoff ausgeschieden und dadurch der Stickstoff in den
betreffenden Filtraten wesentlich vermindert werden. Genannte
Reagenzien erwiesen sich auch hier wiederum kriftiger hinsichtlich der
Abscheidung des Polypeptidstickstoffs aus dem Kalialaunserum als
die Erhitzung des letzteren; fiir die Bestimmung des Reststickstoffs
der Milch scheidet das Kalialaunserum aus, nachdem es noch hitze-
koagulables Eiweifl enthilt.

2. Essigsdureserum nach Robertson.

In einen 250-ccm-Mefkolben werden 40 cem Mileh pipettiert, mit 150 cem
Wasser verdiinnt und unter bestindigem Umriihren 60 ccm 7/, Essigsaure lang-
sam zugegeben. Das durch Absaugen von dem Koagulum erhaltene Filtrat ist
sehr klar. Tab. 8 gibt AufschluB iiber den Grad der EnteiweiBung der Milch bei
diesem Verfahren.

Tabelle 8.
Stickstoffgehalt des Essigsiureserums in Milligrammprozent.

Essigsiureserum Filtratstickstoff nach Behandlung des Serums mittels

nach Robertson Erhitzung

Gerbsilure Phosphorwolframs.

120,0 mg% 49,2 mg% 29,6 mg% 30,1 mg%
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Da die Fallung bei Zimmertemperatur vorgenommen wurde, so
kam nur das Casein zur Abscheidung. Durch Erhitzung des Serums
oder durch Zugabe von Gerbsiure oder Phosphorwolframsiure zu dem
Serum werden noch betriachtliche Mengen Stickstoffsubstanz aus-
gefallt. Fiir die Bestimmung des Reststickstoffs kommt auch dieses
Serum nicht in Betracht, nachdem es noch hitzekoagulables Eiweil3
enthalt.

3. Tetraserum.

Nach den Angaben von Pfyl® wird folgendermaBen verfahren: In einen
250-cecm-MeBkolben gibt man 50 cem Mileh, verdiinnt mit 100 cem Wasser und
setzt 20 ccm Tetrachlorkohlenstoff unter kriftigem 5—10 Minuten langem Um-
schiitteln zu. Hierauf gibt man 4 ccm einer Essigséiure hinzu von bestimmter
Konzentration (4 ccm 20proz. Essigsiure auf 50 cem verdiinnt) und schiittelt
abermals kraftig durch. Ein vollig klares Filtrat konnte trotz wiederholten Ab-
saugens nicht erhalten werden.

Tabelle 9.
Stickstoffgehalt des Tetrachlorkohlenstoffserums in Milligrammprozent.
Tetrachlor- Filtratstickstoff nach Behandlung des Serums mittels
kohlenstofiserum Erhitzung 4] Gerbsaure
130,4 mg% 48,0 mg% | 322 mg%

Der saure Charakter der Fallung bewirkt auch hier lediglich nur eine
Abscheidung des Caseins. Demzufolge bleibt der Stickstoffgehalt des
Serums sehr hoch. Durch Erhitzen und Zugabe von Gerbsiure lassen
sich auch aus diesem Serum wieder betrachtliche Mengen von Stickstoff
abscheiden, wie der verminderte Gehalt der Filtrate an Stickstoff er-
kennen laBt.

4. Chlorcalciumserum.

25 ccm Milch werden in einem 125-ccm-Mef3kolben mit 0,25 ccm einer
Chlorcalciumlésung (s =1,1375) versetzt, kraftig vermischt und dann
15 Minuten in ein siedendes Wasserbad gestellt. Nach sofortigem Ab-
kithlen wird mit destilliertem Wasser auf die Marke aufgefiillt und
filtriert. Die Bestimmung des Reststickstoffs im Serum ergab 32,6 mg.
Dieser Wert kommt ziemlich dem Durchschnittswert fiir Reststickstoff
nahe, eine Eignung des Serums fiir die Bestimmung des Reststickstoffs
in der Milch ist jedoch nur bedingt gegeben.

5. Serum nach Wei.

In einem 200-ccm-MeBkolben werden 20 ccm Milch mit etwas dest. Wasser
verdiinnt, hierauf 10 ccm einer 20proz. Aluminiumsulfatlésung sowie 8,5 cem
einer 2 n-Natronlauge zugegeben. Nach dem Auffiillen mit dest. Wasser auf die
Marke wird filtriert, das erhaltene Serum ist stets vollkommen klar. Reststick-
stoffgehalt 31,8 mg%. Das Serum nach Weif* findet hauptsichlich zur Bestim-
mung des Milchzuckergehaltes Verwendung.
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6. Zinkhydratserum.

Kowarsky nimmt zur Enteiweiung des Blutes Zinkhydrat zu Hilfe. Fiir die
EnteiweiBung der Milch ist es zweckmifBig folgendermaflen zu verfahren: Zu
100 ccm einer 0,45 proz. Zinksulfatlésung und 20 ccm einer B/,-Natronlauge 13t
man langsam und unter Umschiitteln 5 ccm Milch fliefen und stellt den MeBkolben
10 Minuten lang in ein kochendes Wasserbad. Nach dem Abkiihlen filtriert man,
wobei man ein vollkommen klares Filtrat erhalt. Die EnteiweiBung der Milch
ist zweifelsohne eine sehr griindliche, der Reststickstoff betrigt im Durchschnitt
26,0 mg%.

7. Serum nach Denis und Minot.

Ein sehr geeignetes Serum fiir die Bestimmung des Reststickstoffs ist das
Serum nach Denis und Minot?. AuBer der vélligen EnteiweiBung der Milch sieht
dieses Verfahren auch noch die Entfernung des Milchzuckers vor. In einen 100-ccm-
MeSBkolben werden 10 ccm Milch gegeben, mit etwa 50 ccm dest. Wasser verdiinnt
und hierauf 20 ccm einer 10proz. Kupfersulfatlosung zugesetzt, welche durch
Zusatz von 2,5 ccm 1/, Schwefelsiure als 0,005 normal in bezug auf Aciditit
erscheint. Das Ganze wird hierauf 20 Minuten in einem siedenden Wasserbad
erhitzt, nach dem Abkiihlen auf die Marke aufgefiillt und filtriert. 75 ccm dieses
Filtrates werden alsdann in einem 100-ccm-MeBkolben mit 1 ccm 30proz. Formal-
dehyd sowie 20 ccm einer 10proz. Calciumoxydsuspension versetzt. Nach 30 Mi-
nuten langem Stehenlassen bei Zimmertemperatur fiillt man auf die Marke auf
und filtriert wiederum. In das klare, farblose Filtrat werden 0,8 g einer Mischung
von 5 Teilen gepulverter Oxalsiure und 2 Teilen gepulverten Kaliumoxalats
gegeben. Hierauf wird nochmals filtriert und zum Filtrat ein kleines Oxalsiure-
krystall gebracht. Der Reststickstoffgehalt dieses Serums wurde im Durchschnitt
zu 25,1 mg% festgestellt. Alle bisher im Schrifttum gemachten Angaben iiber die
GroBe des Reststickstoffes der Milch bewegen sich um diesen Wert. Die mit dem
Serum von Denis und Minot erhaltenen Reststickstoffwerte konnen zweifelsohne
als Standardwerte betrachtet werden; bedauerlicherweise ist die Herstellung
des Serums ziemlich umstandlich.

8. Phosphorwolframsdure- und Trichloressigsiureserum.

25 cem Milch werden in einen MeBkolben von 250 ccm gegeben, mit etwa
75 ccm dest. Wasser verdiinnt und unter kriaftigem Durchmischen 10 cem einer
50proz. Schwefelsiure sowie 20 ccm einer 20proz. Phosphorwolframsiurelésung
zugesetzt. Nach dem Auffiilllen mit Wasser zur Marke wird filtriert. Die Filtrate
sind stets sehr klar, der Reststickstoff betrigt durchschnittlich 28,6 mg%.

Das Trichloressigsdureserum wird erhalten, indem man in einem 200-ccm-
MeBkolben 20 ccm Milch mit 130 cecm dest. Wasser verdiinnt und unter kriaftigem
Umschiitteln 50 cem einer 20 proz. Trichloressigsiure zugibt. In dem nach dem
Filtrieren erhaltenen Serum wurde der Reststickstoff zu 31,2 mg% bestimmt.

9. Natriumwolframat- Trichloressigsiureserum.

Eine Kombination der beiden vorausgehenden EnteiweiBungsverfahren.
In einem 200-ccm-MeBkolben werden 20 cem Milch auf etwa 3/, des Kolbeninhaltes
mit dest. Wasser verdiinnt und je 8 ccm einer 20proz. Trichloressigsiureldsung
und einer 10proz. Natriumwolframatlésung zugesetzt, auf die Marke aufgefiillt
und filtriert. Das Serum ist stets beim ersten Filtrieren vollkommen klar. Die
erhaltenen Reststickstoffwerte bewegten sich in einer Reihe von Milchproben
zwischen 23,4 und 26,9 mg%.

Milchwirtschaftliche Forschungen. 11. 9



18  J. Gloetzl: Beitrige zur Kenntnis der stickstoffhaltigen Bestandteile,

Die erhaltenen Werte liegen zum Teil noch unter jenen des Serums
nach Denis und Minot und man kann wohl annehmen, dal diese kom-
binierten Reagenzien die erreichbar weitgehendste Enteiweifung der
Milch erméglichen. Man darf sich jedoch bei der Anwendung derart
kraftig wirkender EnteiweiBungsmittelnicht der Erkenntnis verschliefen,
daB auch Bestandteile des Reststickstoffs mitgefallt werden kénnen. Die
Phosphorwolframsiure schligt bekanntlich auch Hexonbasen nieder,
nicht eiweiBartige stickstoffhaltige Substanzen basischer Natur, deren
Vorkommen in der Milch wiederholt festgestellt wurde. Durch Beschrén-
kung der zugegebenen Menge des Fillungsmittels kann jedoch einer
Fallung der Hexonbasen vorgebeugt werden.

Das Serum eignet sich vorziiglich fiir die Bestimmung des Reststick-
stoffs der Milch sowie auch der Harnséure, wie spaterhin noch ausgefithrt
wird.

10. Ultraserum.

Die mildeste Art der EnteiweiBung stellt die sog. Ultrafiltration der
Milch dar. Je nach der Porengriéfle der Filter wird die Enteiweifung
der Milch eine kriftigere oder weniger kraftigere sein und damit auch der
Stickstoffgehalt der Ultrafiltrate ein verschiedenartiger sein.

Fiir die Versuche wurden de Haens Membranfilter mit folgender PorengréBe
verwendet: Membranfilter grob, dicht fiir Kolloidteilchen mit einem Durchmesser
von iiber 1 u; Ultrafeinfilter fein, dicht fiir Kolloidteilchen unter einem Durch-
messer von 0,06—0,1 u; Ultrafeinfilter feinst, kongorot- und eiweiBdicht. Die

Wirksamkeit der einzelnen Filtersorten ist aus dem Gehalt der Seren an Stickstoff
in nachstehender Tabelle zu erkennen.

Tabelle 10. Stickstoffgehalt von Ultraseren in Milligrammprozent.

Stickstoff der Filtrate nach Behandlung des
Serums mittels
Verwendete Filterart Ultraseren Trichloressig-
Erhitzung Gerbsgure shure und
Na-Wolframat
mg% mg % mg % mg%
Membranfilter grob . . 106,3 67,8 35,7 35,0
Ultrafeinfilter fein . . 91,4 67,3 31,3 29,8
Ultrafeinfilter feinst . 68,6 64,0 28,8 28,9

Die selbst bei der Filtration mit ,,Ultrafeinfilter feinst erhaltenen
Stickstoffwerte 68,6 mg% liegen noch betrachtlich iiber dem Durch-
schnittswerte, etwa 25 mg%, fiir den Reststickstoff der Milch. Durch
zweimaliges Filtrieren der Milch, und zwar zunéchst mittels des ,,Mem-
branfilters grob* und des dabei erhaltenen Serums mittels des ,,Ultra-
feinfilters feinst* konnte bei einer anderen Milchprobe der Reststick-
stoffwert von 44,6 auf 25,0 mg %, also auf einen normalen Wert gebracht
werden. So wertvoll es wire, diese tiberaus milde Art der Enteiweiung
der Milch fiir die Bestimmung des Reststickstoffs verwenden zu kénnen,
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so mubB doch das Verfahren fiir die Praxis wegen des zu betréchtlichen
Zeitaufwandes ausscheiden.

11. Alkoholseren.

Besondere Beachtung wurde der EnteiweiBung der Milch mittels
Alkohols geschenkt. Dabei wurde versucht, durch Variation der Fal-
lungsbedingungen die Koagulation moglichst giinstig zu gestalten. Die
Herstellung eines Serums unter Zuhilfenahme von Alkohol ist denkbar
einfach.

a) Gewdhnliche Alkoholfillung: In einem 250-cem-MeB8kolben werden 25 cem
Milch mit 5 g Magnesiumsulfat versetzt und unter Umschiitteln mit 96proz.
Alkohol bis zur Marke aufgefiillt. Das Filtrat muB vollkommen klar sein. Ein

Teil dieses Serums wurde 10 Minuten in einem kochenden Wasserbad erhitzt,
es trat keine Triibung auf.

Sowohl in den erhitzten wie in den nicht erhitzten Alkoholseren
wurden Nachfillungen mit den bekannten Alkaloidreagenzien vor-
genommen. Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle verzeichnet.

Tabelle 11. Reststickstoff des Alkoholserums baw. der Filtrate in Milligrammprozent.

Alkoholserum nicht erhitzt Alkoholserum erhitzt
Filtratstickstoff der Nach- Filtratstickstoff der Nach-
Alkohol- féllungen mit Alkohol- fallungen mit
serum Gerbsgure | Trichloressigsiure serum Gerbsiure | Trichloressigsiure
u. Natriumwolframat u. Natriumwolframat

26,9 mg% 26,9 mg%| 250 mg%  |26,9 mg%|26,9 mg% 24,8 mg%

Wie zu ersehen ist, vermag eine nachtrigliche Erhitzung des Alkohol-
serums keine weitere Ausfallung an stickstoffhaltigen Substanzen zu
bewirken. Ebenso wird durch Zugabe von Gerbsiiure zu dem Alkohol-
serum keinerlei Anderung im Stickstoffgehalt des Filtrates herbeigefiihrt.
Durch Zusatz von Natriumwolframat und Trichloressigsiure zu dem
Alkoholserum wird der Stickstoffgehalt des letzteren noch um ein
Geringes vermindert (wahrscheinlich Fillung von Hexonbasenstick-
stoff). Awuch bei einem anderen Versuch machte sich die Wirkung der
Zugabe von Natriumwolframat-Trichloressigsiure zu dem Alkoholserum
bemerkbar. Bei einem urspriinglichen Stickstoffgehalt des letzteren von
26,4 mg % wurde nach der Féllung in dem Filtrat noch ein Reststickstoff
von 20,6 mg% ermittelt.

b) Enteiweifung der Milch mittels Alkohol bei verschiedener Wasser-
stoffionenkonzentration. Der innige Zusammenhang zwischen Ent-
eiweiBung und Wasserstoffionenkonzentration der Milch lieB es an-
gebracht erscheinen, den EinfluB3 der letzteren auf die Alkoholgerinnung
der Milch niaher zu untersuchen. Es wurde zu diesem Zweck nach den
Angaben von Michaelis eine Reihe von Pufferlosungen bestimmter pg

?*
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hergestellt. Zuniachst wurde die Fallungswirkung bei verschiedenem pgy
mit und ohne Alkoholzugabe beobachtet. Bei den Versuchen ohne Al-
kohol wurden zu 1cem Milch 5cem der Pufferlosung und bei den Alkohol-
fallungen noch 4 ccm Alkohol zugegeben. Die Versuche ergaben, daf}
eine héhere Wasserstoffzahl (pgy=4—4,4) auch ohne Alkoholzusatz
voéllige Gerinnung der Milch hervorzurufen vermochte. Durch Zugabe
von 96proz. Alkohol wurde die Ausflockung durch Pufferlésungen ge-
ringerer Wasserstoffzahlen ermgglicht. Besonders rasch und deutlich
vollzog sich dabei die Ausflockung bei py =4,4—4,6, wihrend die Puffer-
l6sungen allein, ohne Zusatz von Alkohol bei pg=4,0—4,4 am inten-
sivsten ausflockten. In shnlicher Weise wurde auch der EinfluB von
70-, 50- und 30proz. Alkohol auf die Gerinnung der Milch verfolgt. Dabei
ergab sich, daB, je geringer die Alkoholkonzentration ist, desto enger
der Bereich des Fallungsoptimums umgrenzt wird (70proz. Alkohol
pg=4—4,6, 50proz. Alkohol pgy=4—4,4), und daB die Ausflockung
schliefilich bei Zusatz von 30proz. Alkohol auf py=4—4,2 beschrinkt
bleibt.

Bei entsprechend hoher Wasserstoffzahl der Pufferlosung tritt an
und fiir sich Gerinnung der Milch auch ohne Alkoholzusatz ein. Da
durch die Zugabe von Pufferlésung die Alkoholkonzentration vermindert
wird, so wird namentlich bei Verwendung von Alkohol geringerer Kon-
zentration die EnteiweiBung der Milch immer unvollkommener, wie die
Aufzeichnungen in nachstehender Tabelle erkennen lassen.

Tabelle 12.
Reststickstoff derAlkoholseren bet verschiedenerAlkoholkonzentration und variiertem py.
. n Ohne Pufferlo
Alkoholkonzen- Mit Pufferldsung aus ann;erellll ]?dril(zzsh‘;)[;%ben
tration
P =42 Py =44 Py =46
% mg % wg % mg % mg %
96 42,3 37,3 39,7 20,1, 19,4, 25,4
70 79,3 75,4 79,1
50 127,1 125,3 128,56

c) Alkoholfillung bei Zugabe von Magnesiumsalzen. In einer weiteren
Versuchsreihe wurde die ausflockende Wirkung zweiwertiger Kationen
auf Eiweillosung durch Zugabe von Magnesiumsalz zu Milch mit gleich-
zeitiger Alkoholzugabe beobachtet. Einerseits wurde festes Salz in
verschiedenen Mengen, andererseits wechselnde Mengen einer 20proz.
Losung von Magnesiumsulfat verwendet. Alkohol 96proz. Es zeigte
sich, daB die Zugabe des Magnesiumsulfats in Losung sich ungiinstig
gegeniiber der Zugabe des Sulfates in fester Form auswirkte, wie aus
nachstehender Zusammenstellung ersichtlich ist.
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Tabelle 13. Filiratsticksioff der Alkoholfillungen in Milligrammprozent bei Zugabe

von Magnesiumsulfat. Gesamivolumen des Fillungsgemisches 50 com.
Mgsoﬁozrl;fegggen in Krystall. Salz 20 proz. Losung
Zugegebene Menge 05 g 10 g 156 g 1,0 cem | 2,5 cem | 5,0 cem | 7,5 cem
Reststickstoff. . . 26,4 mg%|25,4 mg%|25,7 mg% |40,0mg%|31,1 mg%|28,6 mg % 30,4 mg%

Jede irgendwie verursachte Verringerung der Alkoholkonzentration
bringt eine ungeniigende Koagulation des Eiweiles mit sich, welche auch
durch die gleichzeitige Zugabe von Magnesiumsalz nicht verbessert
werden kann.

Durch Zugabe von 20proz. Trichloressigsiurelésung und 10proz.
Natriumwolframatlosung zu den Filtraten der Alkoholféllungen liel
sich der Stickstoffgehalt wiederum reduzieren. Die erzielte Verringerung
der Reststickstoffwerte der Filtrate war zum Teil ziemlich erheblich,
z. B. 23,7 mg% Reststickstoff im Filtrat der Nawo-Trichloressigséure-
fallung gegeniiber 27,8 mg% Reststickstoff im Alkoholserum; wahr-
scheinlich ist die Verringerung wieder auf die Ausfallung von Hexon-
basenstickstoff zuriickzufiihren.

Bei Verwendung von absolutem Alkohol und Magnesiumsulfat war
die EnteiweiBung der Milch noch etwas kriftiger. So ergab sich fiir ein
und dieselbe Milchprobe 31,1 mg % Reststickstoff bei Verwendung von
96proz. Alkohol und 27,4 mg% Reststickstoff bei Verwendung von
absolutem Alkohol. Ein Verdinnungsverhiltnis 1:10 der Milch zum
Fallungsvolumen (1 Teil Milch auf 9 Teile Alkohol) hatte sich als zweck-
miaBig erwiesen. Versucht man unter anderen Bedingungen auszu-
flocken, so muB auch der Zusatz des Magnesiumsulfats der Anderung
angepafBt werden. Bei einem Verdiinnungsverhiltnis von 1:5 (1 Teil
Milch und 4 Teile absoluter Alkohol) ist z. B. die doppelte Menge an Ma-
gnesiumsulfat anzuwenden. Am giinstigsten gestalten sich die Fallungs-
verhaltnisse bei Zusatz von 2 g Magnesiumsulfat zu 10 ccm Milch und
Zugabe von Alkohol zu 100 ccm Gesamtvolumen. Ein richtig be-
messener Zusatz von Magnesiumsulfat hat auf die Fallung einen duBerst
giinstigen EinfluB, wie alle Versuche bewiesen haben.

d) Alkoholfillung bet Zusatz von Natriumsulfat. Eine Zugabe von
Natriumsulfat zu Milch vor der Féllung mit Alkohol iibt unter be-
stimmten Bedingungen ebenfalls eine giinstige Wirkung auf das Er-
gebnis aus (unterstiitzende Wirkung der Alkoholfallung des Caseins
und Albumins der Milch durch Aussalzen der EiweiBstoffe). Die Fal-
lungen wurden mit absolutem Alkohol durchgefiihrt.

Hierzu wurden einmal in einem 50 ccm-MeBkolben 5 ccm Milch und dazu
1 g Natriumsulfat gegeben, hierauf mit absolutem Alkohol aufgefiillt und kraftig

durchmischt, das andere Mal wurde ohne Zusatz von Natriumsulfat gefallt. Weiter-
hin wurde die Milch in beiden Fillen das eine Mal vor Zugabe des Salzes mit 5 ccm
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destilliertem Wasser verdiinnt, das andere Mal wurde von einer Wasserzugabe
abgesehen. Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle verzeichnet.

‘Tabelle 14. Stickstoffgehalt der Filtrate der Alkoholfillungen mit und ohne Natrium-
sulfatzugabe, sowie mit und ohne Wasserzusatz.

Ohne Zugabe von Na,SO, Zugabe von 1 g Na,SO, S
8 6-
Milch mit 5 cem Milch mit 5 ccm W Hitzefdllung
Wasser verdiinnt ohne Wasser Wasser verdiinnt ohne Wasser
32,6 mg% 30,4 mg% 24,6 mg% 31,1 mg% | 73,1 mg%

Die EnteiweiBung der mit Wasser auf das doppelte Volumen ver-
diinnten Milch ist bei Natriumzugabe deshalb vollstindiger gegeniiber
der nichtverdiinnten Milchprobe, weil das Natriumsulfat in der ver-
diinnten Milch sich eher 16sen konnte und damit der EinfluB} der Ionen
auf die EiweiBfillung eher zur Geltung kam.

Wihrend somit ein Zusatz von Magnesium- oder Natriumsulfat die
fallende Wirkung des Alkohols kréftig zu unterstiitzen vermochte, be-
wirkte ein Zusatz von Magnesiumchlorid eine Triibung, die auch im
Filtrat bestehen blieb. Derartige Filtrate konnten fiir die colorimetrische
Bestimmung des Reststickstoffs nicht verwendet werden. Bei Er-
hitzung der mit Alkohol und Magnesiumsulfat versetzten Milch auf
Siedetemperatur des Alkohols unter Verwendung eines RiickfluBkiihlers
zeigte sich eine durchaus ungiinstige Einwirkung der héheren Tempera-
tur auf die Alkoholgerinnung. Der Reststickstoffgehalt der erhitzten
Proben war merklich hoher als jener der nichterhitzten Proben.

Zusammenfassend 188t sich iiber die Enteiweifung der Milch mittels
Alkohol unter den verschiedensten Bedingungen folgendes sagen. Die
giinstigsten Ergebnisse werden durch Zusatz von Magnesiumsulfat zur
Milch vor der Zugabe des Alkohols erzielt; die ausflockende Wirkung
zweiwertiger Kationen unterstiitzt die Ausflockung der EiweiBstoffe
der Milch mittels Alkohol. Auch ein vorhergehender Zusatz von Natrium-
sulfat verbessert die Koagulationswirkung des Alkohols. Die Zugabe
der Sulfatmenge muf3 den Milchmengen angepaBt werden, am giinstigsten
erwies sich ein Zusatz von 2 g Magnesiumsulfat zu 10 cem Milch, wobei
das Gesamtvolumen durch Zugabe von Alkohol auf 100 ccm gebracht
wurde. Bei Verwendung von Natriumsulfat ist eine geringe der Fallung
vorhergehende Verdiinnung der Milch angezeigt, um eine bessere Lo-
sung des Salzes zu ermoglichen; es muBl jedoch die Féllung dann mit
absolutem Alkohol vorgenommen werden.

Die gegenseitige Wechselbeziehung zwischen Alkoholgerinnung der
Milch und Wasserstoffionenkonzentration brachte es mit sich, dafl bei
der Kombination Alkohol-Pufferlosung eine bessere Koagulation erzielt
wurde als bei alleinigem Gebrauch der jeweiligen Pufferlssung. Die durch
die Beigabe der Pufferlésung nicht zu vermeidende Verdiinnung des
Alkohols 148t die an und fiir sich giinstige Wirkung einer geeigneten
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Pufferlosung nicht voll zur Wirkung kommen, so daB schlielich in bezug
auf die EnteiweiBung der Milch doch unbefriedigende Resultate erhalten
werden. Die Verminderung der Alkoholkonzentration durch Verwendung
von 70-, 50- und 30 proz. Alkohol, bei gleichzeitiger Erhohung der Wasser-
stoffionenkonzentration der Milch auf ein optimales Fallungs-py hat eben-
falls eine stetig unvollkommener werdende Ausflockung der EiweiBkorper
im Gefolge. Je mehr man durch den Zusatz bestimmter Pufferlésungen dem
isoelektrischen Punkt des Caseins néaher kommt, unter gleichzeitiger Ver-
ringerung der Alkoholkonzentration, um so mehr wird die EnteiweiBung
der Milch den Charakter einer einseitigen Caseinfallung annehmen, wih-
rend die Ausflockung des Albumins der Milch infolge der betrichtlich
verringerten Alkoholkonzentration immer mehr zuriickgedréingt wird.

Will man jedoch die Alkoholféllung fiir die Bestimmung des Rest-
stickstoffes der Milch durchfithren, so empfiehlt sich folgende Arbeits-
weise : In einen 100-ccm-MeBkolben gibt man 2 g zerriebenes Magnesium-
sulfat, pipettiert 10 cem Milch hinzu, schiittelt gut durch und wartet
etwas zu, bis eine teilweise Losung des zugegebenen Salzes eingetreten
ist. Hierauf fillt man unter sténdigem kriftigem Umschiitteln mit
96 proz. Alkohol auf die Marke auf und filtriert. Die in diesem Serum
erhaltenen Reststickstoffwerte kénnen neben den durch Verwendung
von Natriumwolframat und Trichloressigsdure als Fallungsmittel er-
haltenen Reststickstoffzahlen Anspruch darauf erheben, mit den in der
Literatur bisher bekannten Werten fiir Reststickstoff der Milch am
ehesten iibereinzustimmen.

Auswahl geeigneter Seren fiir die Bestimmung des Reststickstoffs der
Milch. Rickblickend auf die in dem vorhergehenden Abschnitt durch-
besprochenen Methoden der Enteiweilung der Milch, ergibt sich die
Tatsache, daBl nur wenige der Seren fiir den ihnen zugedachten Zweck
brauchbar sind. Nachstehende Zusammenstellung 148t die Wirkungs-
weise verschiedener Verfahren zur Enteiweilung der Milch erkennen,

Tabelle 15. Stickstoffgehalt der verschiedenen Milchseren in Milligrammaprozent.

Kalialaunserum . . . . . . . .. e e e e e 137,1
Tetrachlorkohlenstoffserum . . . . . . . . . . . 130,4
Essigsédureserum nach Robertson . . . . . . . . 120,0
Ultrafiltration, grob . . . . . . . . ... . .. 106,3
Ultrafiltration, fein. . . . . . . . . . ... .. 91,4
Ultrafiltration, fein, feinst . . . . . . . . . . . 68,6
Essigsdureserum-Hitzeserum. . . . . . . . . . . 49,2
Chlorcalciumserum . . . . . . . e e e e e e e 32,6
WeiBserum . . . . . . . . ... .00 . 31,8
Trichloressigsgureserum. . . . . . . . . . . . . 31,2
Phosphorwolframsiureserum. . . . . . .. . . . 28,6
Zinksulfatserum . . . . . . . .. L L. L L. 26,7
Serum nach Denis und Minot. . . . . . . . . . 25,0
Natriumwolframat-Trichloressigsiureserum . . . . 23,4

Alkoholserum . . . . . . . .. . . ... ... 20,1
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist bei mehreren der Seren die er-
zielte Enteiweilung eine hinreichend gute; die hiezu verwendeten Fal-
lungsreagenzien schlieBen jedoch das Serum fiir die Bestimmung nicht
des Reststickstoffs, wohl aber fiir die Bestimmung des einen oder
anderen seiner Komponenten aus. Fir die Ermittlung des Gesamit-
reststickstoffes, schlechthin Reststickstoff der Milch zu nennen, kann nur
das Essigsiure-Hitzeserum in Betracht kommen, wihrend fiir die Be-
stimmung des Reststickstoffs der Milch im engeren Sinne des Wortes
das Natriumwolframat-Trichloressigsiureserum das geeignetste sein
diirfte. Im folgenden sei eine eingehende Darstellung der Gewinnung
der beiden genannten Seren und der Bestimmung des Reststickstoffs
der Milch gegeben.

2, Methodik der Bestimmung des Reststickstoffs in Milch.

1. Gesamireststickstoff: Herstellung des Essigsaure-Hitzeserums 1:10.

In einen 250-ccm-MeBkolben pipettiert man 25 ccm Milch, verdinnt mit
etwa 100 ccm dest. Wasser und laft langsam 5 ccm 3 proz. Essigsiaure zuflieBen.
Hierauf stellt man den MeBkolben 30 Minuten in ein kochendes Wasserbad, nimmt
ihn nach Ablauf dieser Zeit heraus, gibt weiterhin 2,5 ccm der Essigsidure hinzu
und erhitzt kurz iber freier Flamme, so da8 die Flissigkeit nur einige Male auf-
kocht. Nach dem Abkiihlen fillt man zur Marke auf und filtriert durch ein Falten-
filter (Schleicher & Schiill, 605 hart oder extra hart).

2. Reststickstoff im engeren Sinne des Wortes: Herstellung des Natriumwolfra-
mat-Trichloressigsaureserums 1:10.

In einen 200-ccm-MeBkolben werden 20 ccm Milch pipettiert, auf etwa 3/,
des Kolbeninhaltes mit dest. Wasser verdiinnt und je 8 ccm einer 20 proz. Trichlor-
essigsiurelésung sowie einer 10proz. Natriumwolframatlosung zugesetzt. Man
fiillt auf die Marke auf und filtriert (Faltenfilter Schleicher & Schiill, 605 hart
oder extra hart).

Die Ermittlung des Stickstoffgehaltes der Seren kann auf verschiedentliche
Weise erfolgen:

a) Kjeldahlisieren eines bestimmten Volumens des Serums mit daran an-
gchlieBender Ammoniakdestillation und titrimetrischer Besttmmung des Stickstoffs
bzw. des iiberdestillierten Ammoniaks.

b) Ebenfalls kjeldahlisieren des Serums, aber direkte colorimetrische Bestim-
mung des Stickstoffs bzw. des Ammoniaks (direkte NeBlerisation).

Zu a). Die Ausfilhrung der Kjeldahlbestimmung ist an sich hinreichend
bekannt. Die Halbmikrobestimmung des Stickstoffs verlangt natiirlich eine andere
Apparatur wie die Makrobestimmung, also der Halbmikrobestimmung angepaBte
Kjeldahlkolben und eine geeignete Destillationsvorrichtung. Fiir Serienunter-
suchungen verwendeten wir eine Apparatur der Firma Wagner & Munz, Miinchen,
bezeichnet als Mikrokjeldahlapparat fiir 6 Bestimmungen, in Verbindung mit
einem Wasserstrahlgeblise, letzteres bestimmt zum Hindurchdriicken von Luft
durch das Destillationsgut. Der Apparat ist besonders fiir Halbmikrobestimmungen
geeignet und hat sich sehr gut bewihrt.

Das Arbeiten mit geringsten Substanzmengen bei groBter Zeitersparnis,
ermdglicht der Mikrokjeldahlapparat mit automatischer Entleerung nach Parnas-
Wagner, der fiir Doppelbestimmungen von der Firma Bender & Hobein in Miinchen
in den Handel gebracht wird. Dem Destillierkolben des Apparates ist als Warme-
schutz ein Vakuummantel angeschmolzen, wodurch zum ganzen Apparat nur ein



insbesondere des Reststickstoffs der Kuhmilch. 25

Brenner nétig ist, die Handhabung somit sehr vereinfacht wird. Wird nach be-
endeter Destillation, die nur ungefihr 2—3 Minuten beansprucht, die Wasser-
dampfentwicklung durch Wegziehen des Brenners unterbrochen, so kiihlt sich
sofort das Absaugegefdl ab, es entsteht ein Unterdruck, welcher den Inhalt des
Destillierkolbens absaugt. Durch sofortiges Nachspillen mit Wasser ist der
Apparat fiir die niachste Bestimmung bereit.

Bei der Kjeldahlbestimmung des Gesamtreststickstoffs des Essigsiure-
hitzeserums verfihrt man zweckmiBig folgendermaBen: Zu 25 cem des Essig-
sédurehitzeserums 1:10, entsprechend 2,5 ccm Milch, werden 7,5 cem reinste konz.
Schwefelsdure, 1 Messerspitze Kaliumsulfat und etwas Kupferoxyd gegeben
und hierauf wird in der bekannten Weise kjeldahlisiert. Gegen Schluf der Auf-
schlieBung gibt man noch einige Tropfen Perhydrol hinzu, um die Oxydation
zu vervollstindigen. Fir die Destillation verwendet man eine Lésung von 33 %
Natronlauge ; man 148t unter Umschiitteln solange von der Natronlauge zufliefen,
bis die bekannte braune Ausscheidung auftritt. Verluste an Ammoniak sind bei
der Bauart des Destillationsapparates nicht zu befiirchten. Vorlage: 10 cem
B/es HyS0,; titriert wird mit 2/g; NaOH, unter Verwendung von alizarinsulfosaurem
Natrium.

Zu b). Direkte Neflerisation: AufschlieBung des Serums.

In einen kleinen Kjeldahlkolben aus Jenaer Glas, der mit einer Marke 50 ccm

versehen ist, pipettiert man 2,5 cem Essigsdurehitzeserum 1:10, entsprechend
0,25 ccm Vollmilch, und gibt 0,5 cem reinste konz. Schwefelsiure, einen Tropfen
5proz. Kupfersulfatlosung sowie eine kleine Messerspitze Kaliumsulfat hinzu.
Der Kjeldahlkolben wird nun in ein Sandbad gestellt und der Inhalt kjeldahlisiert.
Um ganz sicher zu gehen, daB3 auch die letzten Reste des Serums oxydiert worden
sind, gibt man gegen Schluf der Verbrennung einen Tropfen Perhydrol hinzu.
Der Inhalt des Kélbchens muB genau so wie bei der Makrobestimmung vollstandig
klar sein. Ist die AufschlieBung beendet, so 1Bt man das Kolbchen abkiihlen,
148t vorsichtig destilliertes Wasser zufliefen und fiillt genau auf die Marke 50 com
auf. Die so erhaltene Loésung ist ohne weiteres fiir den colorimetrischen Vergleich,
fiir direkte NefBlerisation verwendbar. Der Vergleich kann entweder unter Zu-
hilfenahme des Colorimeters nach Dubosq oder des vereinfachten Colorimeters nach
Kowarsky vorgenommen werden.
’ Bei der AufschlieBung des Natriumwolframat-Trichloressigsdureserums fiir
die Reststickstoffbestimmung im engeren Sinne des Wortes vermeidet man die
Zugabe von Perhydrol, da anscheinend durch zu stark oxydierende Wirkung des
Perhydrols hohere Oxyde des Wolframs entstehen; bei Zugabe von Nefler-Reagens
tritt dann hiufig Triitbung der Fliissigkeit ein, wodurch der colorimetrische Ver-
gleich unméglich wird. Allen Schwierigkeiten beim Arbeiten mit diesem Serum
kann man aus dem Wege gehen, indem man den Stickstoff des Serums auf be-
kannte Weise nach Kjeldahl bestimmt.

Colorimetrische Bestimmung des Reststickstoffs.

Das Wesen der Colorimetrie besteht bekanntlich darin, daB man die Kon-
zentration einer gefirbten Losung mit Hilfe der bekannten Konzentration einer
gleichgefirbten Losung aus dem Verhaltnis der Schichtdicken dieser beiden Lé-
sungen bestimmt, wenn beide dem beobachtenden Auge gleich hell erscheinen.
Fiir diesen Fall besteht das einfache Gesetz, daf die Schichtdicken umgekehrt
proportional den Konzentrationen sind : Ist ¢ die Konzentration der zu bestimmen-
den Losung, ¢, die Konzentration einer Losung bekannten Gehaltes und sind
s und 8, die Schichtdicken der Lésungen, wenn die Farbtiefen beide dem Auge
gleich erscheinen, so gilt das Verhéltnis c:¢; = 4;:6. In dieser Proportion sind
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die beiden Schichtdicken bekannt, die man am Colorimeter durch eine entsprechende
Vorrichtung ermitteln kann und die Konzentration der bekannten Vergleichs-

€18

16sung, so daf} mit Hilfe der colorimetrischen Ablesung ¢ = bestimmt wer-

den kann (L. Pincussen, Mikromethodik. Leipzig: Georg Thieme 1925).

Vergleich mit Hilfe des Colorimeters nach Dubosq.

Man pipettiert aus dem Kjeldahlkélbehen 5 cem der Fliissigkeit in ein Reagens-
glas und ebenso § ccm der Vergleichslésung in ein zweites Reagensglas. Hierauf
gibt man zu jedem Reagensglas 2 ccm Neflers Reagens. In beiden Fallen tritt
infolge der Reaktion des Reagens mit den Ammoniumsalzen eine Gelb- bis
Braunfirbung der Flissigkeiten ein, die man hierauf in die Colorimeterglaser
umgieBt und nun colorimetriert.

Als Vergleichslésung nimmt man eine Ammoniaklésung bekannten Gehaltes;
man l6st zu diesem Zweck in einem MeBkolben von 100 ccm Inhalt 0,472 g che-
misch reinstes Ammoniumsulfat in destilliertem Wasser (vollkommen stickstoff-
frei) und fiillt genau zur Marke auf. Die gut durchgemischte Losung enthalt
1 mg Stickstoff pro 1 ccm. Je nach der zu erwartenden Konzentration der Ver-
suchsfliissigkeit nimmt man als Vergleichslosung die soeben beschriebene Ammo-
niumsulfatlésung oder man stellt sich von dieser eine weitere bestimmte Verdiin-
nung her.

Wir verwendeten fiir unsere sémtlichen colorimetrischen Bestimmungen
das Colorimeter nach Dubosg, das sich als sehr geeignet erwies. Es ist zu be-
ziehen von der Firma F. Hellige u. Co., Freiburg i. Br. Eingehendere Gebrauchs-
anweisung wird mitgeliefert. Niheres findet sich dariiber auch in dem bereits
erwihnten kleinen Werk von L. Pincussen.

Vergleich mit Hilfe des Colorimeters nach Kowarsky.

Dies ist ein ganz einfaches Colorimeter, wie es auch fiir Zwecke der Bestim-
mung der Wasserstoffionenkonzentration Verwendung findet. Es bestebt aus
einem schwarzen Holzblock mit zwei horizontalen und zwei vertikalen Bohrungen.
Letztere sind fiir die Aufnahme zweier gleichkalibriger Glasréhren von 30 ccm
Inhalt bestimmt, die in 1/;, cem eingeteilt sind. Die horizontalen Bohrungen
dienen der Durchsicht. Kowarsky hat das Colorimeter speziell fiir die Reststick-
stoffbestimmung im Blut konstruiert, es lift sich jedoch auch sehr gut fiir die
Reststickstoffbestimmung in Milch gebrauchen. Fiir diesen Zweck pipettiert
man in die rechte MeBréhre 5 ccm des Inhaltes des Kjeldahlkélbchens, ebenso
viel wird von der Vergleichsfliissigkeit in das linke Rohr gegeben. Hierauf fiigt
man zu dem Inhalt der beiden Glasrohren je 2 cem NeBler-Reagens und mischt
gut durch. Bei genau gleicher Farbe des Inhaltes der beiden Glasrohren enthilt
die zu untersuchende Fliissigkeit 40 mg Stickstoff. Erscheint dagegen die zu
untersuchende Fliissigkeit intensiver gefirbt als die Vergleichsfliissigkeit, so wird
solange durch Zusatz von destilliertem Wasser verdiinnt, bis beiderseits gleiche
Farbentiefe herrscht. Ist dies erreicht, so wird der Stand der zu untersuchenden
Fliissigkeit abgelesen. Die Menge des Stickstoffes erfihrt man durch Multipli-
kation der Zahl 40 mit einem Quotienten, dessen Zahler den abgelesenen Kubik-
zentimeter der verdiinnten Fliissigkeit, dessen Nenner der Zahl 7 (5 ccm zu unter-
suchende Fliissigkeit 4- 2 ccm NeBler-Reagens), also der Fliissigkeitsmenge vor
der Verdiinnung entspricht.

Herstellung der Vergleichsfliissigkeit.

Man 16st in einem MeBkolben von 100 ccm Inhalt 0,472 g chemisch reinstes
Ammoniumsulfat in destilliertem Wasser (vollkommen stickstofffrei) und fiillt
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genau zur Marke auf. Die gut durchgemischte Lisung enthalt 1 mg Stickstoff
pro 1 ccm. Eine daraus hergestellte 10fach verdinnte Losung enthilt somit
pro Kubikzentimeter 0,1 mg Stickstoff. Genau 1 ccm dieser letzteren Losung
bringt man in einen 50-ccm-MeBkolben, gibt 0,5 cem konz. Schwefelsiure zu,
fillt mit dest. Wasser bis zur Marke auf und schiittelt gut durch.

Beispiel: Bis zur Gleichfarbigkeit muBte bei einer Bestimmung des Rest-
stickstoffgehaltes einer Milch zu der zu untersuchenden Fliissigkeit mit Hilfe
des Colorimeters nach Kowarsky Wasser bis zur Marke 9,1 ccm zugesetzt werden.

Der Stickstoffgehalt betrigt demnach 40 ,'79’1

=52 mg%. Erscheint nach

dem Zusatz des Nefllerschen Reagenses die zu untersuchende Fliissigkeit blasser
gefarbt als die Vergleichsfliissigkeit, so wird letztere verdiinnt, bis gleiche Farben-
tiefe herrscht. Die Berechnung geschieht alsdann so, daB die Zahl 40 mit dem
reziproken Wert des Quotienten multipliziert wird. Bei einer Untersuchung wurde
die Vergleichsfliissigkeit mit destilliertem Wasser bis zur Marke 8,9 cem, verdiinnt.
Der Stickstoffgehalt berechnet sich dann zu 42. ! = 31,5 mg%.

Den Berechnungen liegt folgende Uberlegung zugrunde: Fiir die Herstellung
der Vergleichsfliissigkeit wurde 1 ccm der 10fach verdinnten Ammoniumsulfat-
lésung (1 ccm = 0,1 mg Stickstoff) auf 50 cem verdiinnt. Von dieser Verdiinnung
wurden 5 cem, also der zehnte Teil als Vergleichslésung bentiitzt; die 5 ccm ent-

halten somit —2’01- mg = 0,01 mg Stickstoff. Bei Gleichfarbigkeit sind also in den

5 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit ebenfalls 0,01 mg Stickstoff enthalten;
der Gesamtinhalt des Kjeldahlkolbens (50 cem) entspricht somit 0,1 mg Stickstoff.
Die zur AufschlieBung verwendete Serummenge entsprach 0,25 cem Milch, somit
sind in 100 com Miloh 3 1%
Herstellung des Nefller- Reagens. Die Herstellung des NeBler-Reagenses
wurde nach einem anderen Verfahren als dem von Kowarsky angegebenen durch-
gefiihrt, da dieses sich bei seiner Anwendung auf die colorimetrische Bestimmung
des Reststickstoffes der Milch als zu unbesténdig erwies. Das endgiiltig verwendete
Reagens wurde folgendermaBlen bereitet: 5 g Jodkalium werden in 5 g heiflem
destilliertem Wasser gelgst und mit einer konzentrierten Losung von Mercurichlorid
in siedendem Wasser versetzt, bis der dabei entstehende Niederschlag sich nicht
mehr 16st; es sind hierzu etwa 2—2,25 g HgCl, erforderlich. Nach dem Abkiihlen
wird filtriert, das Filtrat mit einer Losung von 15 g KOH in 30 ccm Wasser ver-
setzt und die Mischung mit dest. Wasser auf 100 cem verdiinnt. Hierauf gibt man
etwa 0,5 ccm der konz. HgCly,-Losung hinzu, 1aBt den gebildeten Niederschlag
absetzen und gieBt die iiberstehende klare Fliissigkeit, das Reagens, ab.

mg = 40 mg enthalten.

Bemerkungen zum Colorimetrieren.

Die Handhabung der Colorimeter erfordert gewisse VorsichtsmaBregeln
und das Colorimetrieren selbst ist keine so einfache Sache, als wie sie sich ansieht.
Um gut vergleichbare Werte durch das Colorimetrieren zu erhalten, ist eine sehr
groBe Ubung im Colorimetrieren erforderlich. Es zeigen sich bei den colorime-
trischen Methoden fiir die Augen verschiedener Ableser deutliche Differenzen,
da der Begriff gleicher Farbenintensitét, auf den es bei der Colorimetrie ankommt,
individuell verschieden ist. Werden bei der Titration einer Fliissigkeit von mehreren
Personen ohne weiteres ganz gleichmifBige Ergebnisse erzielt, so zeigen sich da-
gegen bei der colorimetrischen Bestimmung durch verschiedene Individuen ty-
pische Differenzen der Ablesung, die zwar immer konstant bleiben und die Resul-
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tate durchaus einwandfrei erscheinen lassen, wenn die Ablesung immer von der-
selben Person erfolgt. Bei Wechsel des Beobachters kénnen jedoch erhebliche
Fehler entstehen. Hinsichtlich der Reststickstoffbestimmung lassen sich die bei der
direkten Neplerisation, also beim Colorimetrieren, vorhandenen Schwierigkeiten
ohne weiteres dadurch umgehen, dafi man eben die Stickstoffbestimmung im Serum
nach der bewihrten Kjeldahlmethode vornimmt. Die colorimetrische Bestimmung
der verschiedenen Bestandteile des Reststickstoffs der Milch des Aminosiuren-
stickstoffes, des Harnséurestickstoffs usw., muB8 geiibt sein.

IV. Die Bestimmung der einzelnen Komponenten des Reststickstoffs.

Veréinderungen der Menge des Reststickstoffes beim Ablauf biolo-
gischer Vorginge in der Milch oder bei anormaler Sekretion miissen
naturgemidB auch Veridnderungen der Menge der einzelnen Kompo-
nenten des Reststickstoffs im Gefolge haben. Um diese Verinderungen
zu erkennen, ist es erforderlich, den Reststickstoff der Milch in seine
einzelnen Bestandteile aufzuldésen und diese getrennt in geeigneten
Seren zu bestimmen. Im folgenden Abschnitt ist die Ermittlung der
Komponenten des Reststickstoffs unter den verschiedensten Gesichts-
punkten der EnteiweiBung der Mich behandelt. Fiir den Zweck der
Feststellung der geeignetsten Verfahren wurden die Ergebnisse ver-
schiedener teilweise bereits bekannter Methoden miteinander verglichen.

1. Aminosiiurenstickstoff.

Das Vorhandensein von Aminoséuren in der Milch ist von verschiedenen
Autoren nachgewiesen worden. Pichon-Vendeuil® bestimmten Glykokoll, Tyrosin,
Leucin, Asparagin- und Glutaminsidure in Kuhmilch. Mader’ stellte ebenfalls
die Anwesenheit von essentiellen, praformierten, abiureten Eiweilstoffen in Milch
fest, die er als Aminosduren erkannte; er bestimmte den Aminosiurenstickstoff-
gehalt der Kuhmilch zu 18—25 mg pro Liter. Lisk® gibt den mittels van Slyke-
Methode ermittelten Aminostickstoff in Kuhmilch zu 1,8—4,09 mg pro 100 ccm
Milch an. Viale® stellte einen durchschnittlichen Aminostickstoffgehalt von
8,6 mg% in der Milch fest. Ebenso fand Spirito!® in der Kuhmilch mittels For-
moltitration einen Aminostickstoffgehalt von 10,17—14,68 mg pro 100 ccm.
Denis und Minot® bestimmten den Aminostickstoffgehalt der Milch mittels van
Slyke-Methode zu 4,20 mg, Bleyer und Kallmann® fanden auf colorimetrischem
Wege durchschnittlich 2,8 mg Aminosidurenstickstoff in 100 ccm Milch.

Unter den zur Verfiigung stehenden Methoden der Bestimmung des Amino-
sdaurenstickstoffes in Milch, Methode nach van Slyke, Formoltitration und colori-
metrisches Verfahren nach Folin- Wu erschien letzteres Verfahren am geeignetsten,
nicht nur wegen seiner Einfachheit, sondern auch im Hinblick auf die Zuverlissig-
keit der damit erzielten Werte, die mit der van Slyke-Methode sehr gut iiberein-
stimmen.

Fiir die Bestimmung des Aminosaurenstickstoffes in biogenen Fliissigkeiten
stehen im wesentlichen 3 Verfahren zur Auswahl, und zwar: die Methode nach
van Slyke unter Verwendung der bekannten Mikro-Apparatur, dann das colori-
metrische Verfahren nach Folin-Wull, welches auf einer Farbreaktion zwischen
Aminosiuren und Chinon beruht, und schlieBlich die sog. Formoltitration, die
allerdings den Aminosaurenstickstoff in seiner Gesamtheit nicht zu erfassen
vermag.
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Denis und Minot, die nach der Methode von van Slyke arbeiteten, kamen bei
ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis, daB neben einer mdglichst restlosen
EnteiweiBung der Milch unbedingt auch eine Entfernung der in der Milch in gré-
Berer Menge vorhandenen Calciumsalze nétig ist. Sie erreichten diesen Zweck
durch EnteiweiBung der Milch mit Essigséure geringerer Konzentration und Kupfer-
acetat unter gleichzeitigem Erwirmen. Auf diese Weise erhielten genannte Autoren
ein Filtrat, welches beim Eindampfen auf das bei Beniitzung der van Slyke-
Apparatur erforderliche Ma8 ziemlich klar bleibt. Die Bestimmung des Amino-
sdurenstickstoffes nach van Slyke ist jedoch ziemlich umstindlich und zeitraubend.
Viel zweckmiBiger ist die colorimetrische Methode von Folin, da sie einerseits
in der Ausfiihrung von groiter Einfachheit ist und mit den Ergebnissen der van
Slyke-Methode sehr gut iibereinstimmende Werte ergibt, wie Bleyer und Kall-
mann nachweisen konnten.

Das Verfahren nach Folin-Wu beruht auf einer Farbreaktion zwischen
Aminosduren und Chinon. Als Reagens verwendet Folin B -naphthochinonsulfo-
saures Natrium, ein Salz von goldgelber Farbe, welches mit den in der Milch
bzw. mit den in den Seren vorhandenen Aminosiuren eine rotgelbe Farbung
gibt, die sich colorimetrisch gut festlegen liBt. Die Herstellung des Reagenses
erfolgte nach der Vorschrift von Folin. Fir die Aminosiurenvergleichslosung
wurde Glykokoll verwendet, welches sich nach den Angaben des Schrifttums
neben Leucin, Phenylalanin oder Tyrosin hierzu am besten eignet. Es wur-
den 0,5357 g Glykokoll in etwas 1/,, Salzsdure gelést und nach Zugabe von 2 g
Natriumbenzoat mit der 1/, Salzsiure auf 11 aufgefiillt, so da8 also 1 ccm
dieser Loésung 0,1 mg Aminostickstoff enthielt. Von dieser Vorratslésung wur-
den dann jeweils 70 cem mit 8/, Salzsdure auf 100 ccm aufgefiillt; die so bereitete
Gebrauchslosung wies dann einen Gehalt von 0,07 mg Stickstoff auf 1 ccm
Fliissigkeit auf.

Zunichst wurden die Untersuchungen nach den Angaben von Bleyer- Kallmann?
unter Anlehnung an die Aminosdurenstickstoffbestimmung im Blute nach Mandel-
Steudel'® durchgefiihrt, wobei 3 verschiedene Milchseren Verwendung fanden:
das von Bleyer? vorgeschlagene Essigsdureserum mit einer Verdiinnung der Milch
von 1:25, das bereits beschriebene Essigsiurehitzeserum mit einer Verdiinnung
der Milch von 1:10, sowie das Natriumwolframat-Trichloressigséureserum mit
einer Verdiinnung der Milch von ebenfalls 1:10.

Zur Ausfihrung der Bestimmung des Aminosidurenstickstoffs sind auler
dem schon erwahnten Farbreagens, sowie der Vergleichslosung noch folgende
Reagenzien notig:

1. Eine Natriumcarbonatlosung von einer solchen Konzentration, daB 8,5 ccm
davon 20 ccm B/y, Salzsiure entsprechen; sie ist annihernd 1proz. AuBerdem
ist eine weitere 4proz. Sodalésung notwendig fiir die Bestimmungen des Amino-
stickstoffs im Essigsdureserum und im Natrinmwolframat-Trichloressigsiure-
serum 1:10.

2. Eine Essigsiaureacetatlssung. Hierzu werden 100 ccm 50 proz. Essigsaure
mit dem gleichen Volumen einer 5proz. Natriumacetatlosung verdiinnt.

3. Eine 4proz. Natriumthiosulfatlosung.

4. Eine 0,25proz. Losung von Phenolphthalein in 50proz. Alkohol.

Das Essigsaureserum 1:25 erhalt man wie folgt: 10 ccm Milch werden in einem
250-ccm-MeBkolben mit 50 ccm dest. Wasser unter Zugabe von 2 ccm 3proz.
Essigsdure 30 Minuten lang im kochenden Wasserbad erhitzt und alsdann nach
weiterem Zusatz von 1 ccm Essigsiure unter stetem Umschiitteln auf freier Flamme
zum Aufkochen gebracht. Nach dem Abkiihlen wird mit Wasser zur Marke auf-
gefiillt und filtriert.
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Bleyer verfahrt folgendermaBen zur Bestimmung des Aminosiurenstickstoffs
im Essigsaureserum 1:25: In ein 25 cem fassendes graduiertes Reagensglas gibt
man 1 ccm der Glykokoll-Lésung und stellt durch Zugabe von 1 ccm der 1proz.
Natriumcarbonatlosung die fiir die Entwicklung der Farbreaktion nétige Alkalitat
her. Dann fiillt man mit dest. Wasser bis zu 10 ccm auf. Gleichzeitig werden
25 ccm des Essigsiureserums 1:25 — diese Menge ist bei dieser Verdiinnung des
Serums in Anbetracht seines geringen Gehaltes an Aminosiuren nétig — auf
ungefahr 4 com auf dem Wasserbad eingeengt und nach Einbringen in ein zweites,
ebenfalls bis zu 25 com graduiertes Reagensglas mit 1 cem B/, Salzsdure versetzt.
Nach Zugabe von 1 ccm der 1proz. Natriumecarbonatlésung wird auf 10 ccm auf-
gefiillt. In beide Reagensgliser gibt man nun je 5 ccm einer frisch bereiteten
0,5proz. Losung des g-naphthochinonsulfosauren Natriums und 1Bt die beiden
Gliser in einem dunklen Raum 24 Stunden stehen. Nach Ablauf dieser Zeit
werden in jedes der beiden Reagensglaser je 1 ccm der Acetatléosung sowie 5 cem
der Thiosulfatlosung gegeben, ersteres um die Farbreaktion zu verstirken und
die Abscheidung freien Schwefels aus der zugegebenen Thiosulfatlésung zu ver-
z4gern, letzteres um den UberschuB an Chinon zu zerstoren. Nach dem Auffiillen
der Flissigkeiten bis zur Marke 25, sowie nach 3 Minuten langem Stehenlassen
wird der colorimetrische Vergleich (Colorimeter nach Dubosg) vorgenommen.

Das von Mandel-Steudel angefiihrte Verfahren fiir die Bestimmung des Amino-
saurenstickstoffs des Blutes weist, obwohl im Prinzip gleichartig, einige Verschie-
denheiten in der Zugabe der Reagenzien auf. Auf Zusatz von 1/, Salzsiure zur
Untersuchungsfliissigkeit wird hier von vorneherein verzichtet und die erforder-
liche Alkalitét hergestellt, indem man von der Sodalésung tropfenweise zugibt,
bis die gleiche Alkalitit mit der Vergleichsflissigkeit erhalten ist. Eine Kontrolle
hieriiber gibt der Zusatz von je 1 Tropfen der Phenolphthaleinlésung zur Vergleichs-
sowie Untersuchungsfliissigkeit. AuBerdem werden in die beiden Gliser je 2 ccm
der stets frisch herzustellenden 0,5proz. Losung des f-naphthochinonsulfosauren
Natriums und nach dem Stehenlassen iiber Nacht je 2 ccm Acetatlosung, sowie
2 ccm der Thiosulfatlésung gegeben.

Wiihrend das Essigséureserum 1:25 methodisch in keinem Falle Schwierig-
keiten bereitete, erwies sich beim Essigsiurehitzeserum 1:10 und ganz besonders
bei dem Natriumwolframat-Trichloressigsiureserum der zur Herstellung der
nétigen Alkalitét erforderliche Zusatz von 1 ccm Sodalésung infolge der héheren
Aciditat dieser beiden Seren als unzureichend. Es muBte daher eine konzentriertere
Natriumcarbonatlosung verwendet werden. Als ausreichend erwies sich eine
4proz. Losung, welche man tropfenweise bis zur Alkalitiat zugibt, wobei man
sich von letzterer durch Phenolphthalein iiberzeugt.

Die nach den Angaben von Bleyer und von Mandel-Steudel mit den verschie-
denen Seren durchgefiilhrten Bestimmungen des Aminosaurenstickstoffes in Milch
gaben nur sehr ungeniigend iibereinstimmende Werte, wie auch gar nicht anderes
zu erwarten war im Hinblick auf die Verschiedenartigkeit der Gewinnung dieser
Seren. Andererseits erwies sich das Natrinmwolframat-Trichloresigeaureserum
gegeniiber den beiden anderen Seren auch bei dem Verfahren nach Mandel-Steudel
als nicht ganz leicht in der Behandlung, so daB sich ein Vergleich der beiden Ver-
fahren nur auf die eigentlichen Essigsdureseren stiitzen konnte. Da bei den Seren,
ganz besonders aber bei dem Natriumwolframat-Trichloressigsiaureserum auf den
Zusatz der Natriumcarbonatlésung hin eine mehr oder minder starke Triibung
auftritt, wird eine richtige Fixierung der Alkalitat unter Zuhilfenahme von Phenol-
phthalein bei diesem Serum erschwert. Hingegen ist nach Zugabe der Acetat-
16sung ein vollstindiges Verschwinden der Triibung und Aufklaren des Natrium-
wolframat-Trichloressigsiureserums zu beobachten, gegeniiber den Essigsiure-
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seren, so daB ein Filtrieren vor der Vornahme der colorimetrischen Bestimmung,
wie es bei letzteren erforderlich ist, nicht notig ist.

In nachstehender Tabelle sind die Ergebnisse von Aminoséuren-
stickstoffbestimmungen angegeben, die in den drei angegebenen Milch-
seren in Anlehnung an die von Mandel-Steudel fir die entsprechenden
Blutuntersuchungen angegebenen Vorschrift durchgefiihrt worden sind.
Dabei sind die Werte von Doppelbestimmungen mitgeteilt. Verwendet
wurden hierzu die Essigsdurehitzeseren in den Verdiinnungen 1:10 und
1:25 sowie das Natriumwolframat-Trichloressigsiureserum.

Tabelle 16.
Aminosdurenstickstoff in Milligrammprozent bei Verwendung verschiedener Seren.

Art des Essigsi . o . Natriumwolframat-Trichlor-

Serums ssigsdureserum 1:25 Essigsdureserum 1:10 essigsiureserum 1:10

Probe Analysen- Durch- Analysen- Durch- Analysen- Durch-
resultate schnitt resultate schnitt resultate schnitt

4,12 u. 4,11 ) 4,11 4,07 u. 4,13], 4,10 14,05 u. 4,20 4,12
4,09 u. 4,12 4,10 |4,06 u. 4,09} 4,07 4,10 u. 4,17 4,13
4,15 u. 4,18 | 4,16 415 u. 420 4,17 — —
4,07 u. 4,08 4,07 14,07 u. 4,06 4,06 14,07 u. 4,06 4,06
4,07 u. 4,09 4,08 4,07 u. 4,09 4,08 13,81 u. 3,71 3,767
4,13 u. 4,09 f 4,11 (4,12 u. 415 4,13 14,12 u. 4,06 4,12

Die gute Ubereinstimmung der Aminostickstoffwerte ist ohne weiteres
erkennbar. Nachdem verschiedene Seren zur Ermittlung der Werte
Verwendung fanden, 1dfit sich aus dem Ergebnis der Schluf§ ziehen, daf3
die erhaltenen Zahlen auch tatsichlich der Wirklichkeit entsprechen.

Es war von Interesse festzustellen, wie sich der Aminosiuregehalt
einer Milch bzw. der daraus hergestellten Seren bei langerem Stehen-
lassen verandern wiirde. Zu diesem Zweck wurde einerseits bei einer
Milchprobe die Bestimmung in den Seren sofort vorgenommen und
andererseits die Seren dieser Milchprobe und noch verschiedener anderer
Milchproben 2 Tage lang bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen
und dann der Aminostickstoff festgestellt. Die Resultate dieser Unter-
suchungen sind in der nachstehenden Tabelle angegeben.

O TU WD

Tabelle 17. Amainostickstoff in Milligrammprozent verschiedemer Milchseren bed
lingerem Stehenlassen.

Art des Essigsi 1:95 Bssiwsi 110 Natriumwolframat-Trichlor-
Serums ssigsdureserum 1:25 ssigsiureserum 1: essigsaureserum 1:10
Probe Analysen- Durch- Analysen- Durch- Analysen- Durch-
resultate schnitt resultate schnitt resultate schnitt
la 4,06 u. 4,05 4,05 4,10 u. 4,11 4,10 |4,12 u. 4,07 4,10
1b |4,58 u. 4,55 456 14,62 u. 4,58 460 4,17 u. 4,14 4,15
2 4,62 u. 4,58 4,60 4,65 u. 4,62 463 14.16 u. 4,13 4,14
3 4,46 u. 4,39 443 4,48 u. 440 444 4,15 u. 4,18 4,16
4 447 u. 4,43 | 4435 |4,50 u. 4,42 446 |4,15 u. 4,10 | 4,12
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Wihrend Probe 1a noch fiir samtliche Seren gut iibereinstimmende
Aminostickstoffwerte ergab, zeigte sich bereits bei derselben Probe
nach 2 Tagen (1b) ein wesentlicher Unterschied im Aminossaurenstick-
stoffgehalt mit Ausnahme des Natriumwolframat-Trichloressigsédure-
serums. Die in den Essigsiureseren im Gegensatz zur Probe la ge-
fundenen hoheren Aminostickstoffwerte erklidren sich aus dem Um-
stande, daB infolge fortschreitender Hydrolyse der in den Essigsidure-
seren noch vorhandenen eiweiBlartigen Stoffe eine Anreicherung mit
deren letzten Abbauprodukten, mit Aminoséuren, vor sich ging, wihrend
infolge der viel griindlicheren Enteiweilung durch Natriumwolframat-
Trichloressigsiure in diesem Serum mangels abbaufihigen Materials
keine weitere Zunahme an Aminosiurenstickstoff eintreten konnte.

Es soll noch kurz auf die Eignung der einzelnen Seren fiir die colori-
metrische Bestimmung des Aminosiurenstickstoffs der Milch einge-
gangen werden. Das Essigsiurehitzeserum in einer Verdiinnung der
Milch 1:25 ist zweifelsohne sehr geeignet. Nur verzogert die Einengung
der zur Bestimmung erforderlichen Menge Serum, 25 ccm auf etwa
4 ccm, die Analyse. Das Essigsdurehitzeserum in einer Verdiinnung der
Milch 1:10, dessen Gehalt an Aminosdurenstickstoff so bemessen ist,
dafB es nicht der Einengung gréBerer Mengen Serums bedarf, also ohne
weiteres zur Bestimmung herangezogen werden kann, und das vor allem
auch die Fixierung der erforderlichen Alkalitit ermdglicht, vermag
sehr gut reproduzierbare Werte zu liefern. Das Natriumwolframat-
Trichloressigsdureserum erschwert die Fixierung der Alkalitit mittels
Phenolphthalein infolge auftretender Triibungen. Da aber trotzdem
die erhaltenen Werte mit denen der anderen Seren gute Ubereinstim-
mung zeigen, so ist anscheinend dieser Umstand belanglos, da das Auf-
treten der Triibung bei Alkalizusatz an und fiir sich ein Mehr an Alkali
verlangt, bis die Indicatorfarbe erkenntlich hervortritt. Nach Zugabe
der Acetatlésung ist iiberdies ein vollstindiges Verschwinden der
Triibung und Aufkliren des Natriumwolframat Trichloressigsiure-
serums zu beobachten gegeniiber den Essigsiureseren, so daB ein Fil-
trieren vor der Vornahme des colorimetrischen Vergleichs, wie es bei
den Essigsiureseren erforderlich ist, hinfallig wird.

Es ist unbedingt erforderlich, auch in Milch bzw. deren Seren &hnlich
wie im Blut und Harn die Fixierung der Alkalitdt unter Zuhilfenahme
eines Indicators, Phenolphthalein, mit Riicksicht auf die unterschied-
liche und rasch wechselnde Aciditdt der Milch und ihrer Seren vorzu-
nehmen. Auf Grund unserer Versuchsergebnisse empfehlen wir nach-
stehende Vorschrift zur

Bestimmung des Aminosdurenstickstoffs der Milch.
In ein Reagensglas, welches eine Graduierung bis 25 ccm zeigt, werden 1 cem
der Aminosaurenvergleichslésung und nach Zusatz von 1 Tropfen Phenolphthalein
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1 cem der 1proz. Sodalésung gegeben, worauf mit destilliertem Wasser auf 10 cem
aufgefiillt wird. In ein zweites, ebenfalls graduiertes Reagensglas werden 10 ccm
des Essigsaurehitzeserums 1:10 gegeben. Nach Zusatz von 1 Tropfen Phenol-
phthalein wird durch tropfenweise Zugabe 4 proz. Sodalésung die gleiche Alkalitit
wie bei der Vergleichsfliissigkeit hergestellt. Dem Inhalt beider Glaser fiigt man
dann weiterhin 2 ccm der 0,5proz. Losung des f-naphthochinonsulfosauren Na-
triums hinzu und 148t die beiden Proben 24 Stunden iiber Nacht an einem vollig
dunklen Ort stehen. Anderen Tages gibt man zu jeder Probe je 2 ccm Essigsaure-
Acetatlésung und Thiosulfatlésung zu. Hierdurch wird der UberschuB an Reagens
entfarbt. Nach dem Auffiilllen der Fliissigkeiten bis zur Marke 25 und nach
3 Minuten langem Stehenlassen filtriert man die Versuchslésung und nimmt den
colorimetrischen Vergleich mit Hilfe eines Colorimeters (Dubosg) vor.

Die Berechnung der Menge des Aminostickstoffs erfolgt nach der bereits

erwihnten Formel (S. 26) ¢ = ¢, %, wobei ¢, die Menge des Aminostickstoffs der

Vergleichslésung (0,07 mg pro 1 cem), s; und s die Colorimeterablesungen der Ver-
gleichslésung bzw. der Milchprobe bedeuten. Diese Zahl ist noch mit der Milch-
verdiinnung zu multiplizieren.

Angaben iiber die Herstellung des Aminosdaurenreagenses, des f-naphtho-
chinonsulfosauren Natriums finden sich:

Mandel und Steudel, Minimetrische Blutuntersuchung. Berlin und Leipzig:
Walter de Gruyter u. Co. 1924. — L. Pincussen, Mikromethodik. Leipzig:
G. Thieme 1925. — O. Folin, J. of biol. Chem. 51, 453 (1922).

2. Ammoniakstickstoff.

Die Anwesenheit von Ammoniak bzw. Ammonsalzen in Milch ist
wiederholt bestidtigt worden. ZahlenmaBige Angaben dariiber gehen
jedoch sehr weit auseinander. So stellte Lisk® bei Verwendung der
Methode Broussin-Shaffer je nach dem Alter und der Bakterienzahl
der Milch einen Ammoniakgehalt von 11,2—54,32 mg pro 100 ccm Milch
fest. Vviale? stellt das Vorhandensein von Ammoniak in frischer Milch
in Abrede; Bleyer und Kallmann? bestimmten den Ammoniakgehalt
frischer Milch zu 0,7—1,4 mg%.

Fiir die Bestimmung derart geringer Mengen Ammoniaks in biogenen
Fliissigkeiten stehen eine Reihe mehr oder weniger geeigneter Verfahren zur Ver-
fiigung. Am meisten eingefithrt ist die Methode nach Folin, wonach die zu unter-
suchende ammoniakhaltige Fliissigkeit alkalisch gemacht wird und das dabei
freiwerdende Ammoniak im Luftstromdestillationsapparat in eine Vorlage iiber-
gefithrt und hierauf entweder colorimetrisch oder titrimetrisch bestimmt wird.
Ein weiteres Verfahren von Folin und Bell*® sieht die Bestimmung des Ammoniaks
im Harn unter Zuhilfenahme von Permutit vor. Das Prinzip dieser Methode
beruht auf dem Ionenaustausch zwischen Natriumpermutit und dem im Lésungs-
mittel vorhandenen Ammoniak bzw. Ammoniumsalz. Auf diese Weise wird die
Ammoniakbase der betreffenden Fliissigkeit entzogen, wihrend andere stickstoff-
haltige Stoffe durch Waschen des Permutits aus dem Reaktionsgemisch entfernt
werden kénnen. Das durch Zusatz von Natronlauge zu Permutit wieder freigemachte
Ammoniak kann dann durch NeBlerisation leicht colorimetrisch bestimmt werden.
Fiir die Untersuchungen wurde ,,Natriumpermutit zur Bestimmung des Ammo-
niaks neben Harnstoff nach Folin* verwendet, bezogen von der Permutit-A.-G.,
Berlin NW. 6.

Milchwirtschaftliche Forschungen. 11, 3
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Neben Natriumpermutit sind noch folgende Lésungen erforderlich:

1. Eine Ammoniakvergleichslésung, welche in 1 cem 0,1 mg Ammoniak-
stickstoff enthilt; es werden hierzu 0,4716 g reinstes Ammoniumsulfat in 11 dest.
Wasser gelost.

2. Eine 10proz. Natronlauge.

3. NeSlers Reagens.

In Anlehnung an die Methode zur Bestimmung des Ammoniakstickstoffs
im Harn nach Folin und Bell erwies sich folgende Vorschrift als geeignet zur Be-
stimmung des Ammoniakgehaltes der Milch.

In 2 MeBzylinder von je 200 ccm Inbalt bringt man je 5 g Permutit, fiigt
etwa 5 ccm dest. ammoniakfretes Wasser zu und gibt in das eine MeBgefal 1 cem
der Ammoniakvergleichslosung und in das andere 50 ccm des Essigsdurehitze-
serums 1:10. Der Inhalt der beiden Mefizylinder wird nun wihrend 5 Minuten
Jlangsam bewegt, hierauf das an den Glaswinden anhaftende Permutitpulver
mit etwas dest. Wasser abgespiilt; nach dem Absitzen des Pulvers wird dekantiert.
Hierauf gibt man 40—50 ccm dest. Wasser zu, gie3t wiederum ab und wiederholt
das Deckantieren mit derselben Wassermenge nochmals. Nach beendetem Aus-
waschen des Permutitpulvers versetzt man dieses mit etwas dest. Wasser, gibt
je 5 ccm der 10proz. Natriumhydroxydlésung hinzu und fiillt auf 90 cem auf,
nachdem man den Inhalt der Zylinder einige Sekunden leicht bewegt hat. Nach
Zusatz von 10 ccm NeBlers Reagens nimmt man den colorimetrischen Vergleich
sofort vor. Langeres Stehenlassen der mit dem Reagens versetzten Losung bewirkt
leicht Nachdunkeln der Losung und damit falsche Werte. Die Zugabe von Permutit
zu der Ammoniakvergleichslésung ist erforderlich im Hinblick auf volumengleiche
Verhiltnisse bei Untersuchungs- und Vergleichsfliissigkeit.

Von der Ammoniakbestimmung nach dem Permutitverfahren ist im beson-
deren Gebrauch zu machen, wenn in der betreffenden Flissigkeit neben dem
Ammoniak noch Harnstoff vorhanden ist; es wird durch dieses Verfahren die
Trennung des Ammoniakstickstoffes von dem Harnstoffstickstoff erzielt, die
erforderlich ist, da auch die Harnstoffbestimmung auf eine Ammoniakbestimmung
abzielt.

3. Harnstoffstickstoff.

Ein wesentlicher Bestandteil des Reststickstoffs der Milch ist der
Harnstoff, auf den nahezu die Hilfte des Reststickstoffs im engeren
Sinne trifft. Im Schrifttum finden sich noch sehr wenig Angaben iiber den
Harnstoff der Milch. Morimoto* bestimmte dessen Menge zu 12—43 mg
in 100 cem Milch, beim Pasteurisieren der Milch soll sich der Harnstoff-
gehalt etwas verringern.  Dents und Minot® geben 9—10 mg% Harn-
stoffstickstoff als Durchschnitt in Milch an, dhnliche Werte fanden
Bleyer und Kalmann.

Aufler der Hypobromid- und der Xanthydrolmethode, von denen letztere
sich vor allem zum qualitativen Nachweis kleinster Harnstoffmengen eignet,
=ind hauptsiichlich verschiedene Modifikationen der Ureasemethode zur Ermitt-
lung des Harnstoffstickstoffes in Korperflisssigkeiten im Gebrauch. Wir beniitzten
das Verfahren von Denis und Minot als Grundlage, wobei aber nicht die Milch
selbst, sondern das Essigsaurehitzeserum 1:10 fiir die Bestimmungen verwendet
wurde. Bei der Urcasemethode wird das nach Zugabe der Urease zur Harnstoff-
losung durch Hydrolyse des Harnstoffes entstehende und nach Zusatz von Alkali

mittels Luftstromes in eine vorgelegte Siure iiberdestillierte Ammoniak titri-
metrisch bestimmt.,
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Um eine quantitative Aufspaltung des Harnstoffs sicher zu erreichen, ist
auf Einhaltung einer bestimmten Einwirkungszeit der Urease zu achten. Nach
Euler's erfolgt die Zersetzung des Harnstoffs unter Einwirkung der Urease nicht
sofort zu dem Endprodukt NHj, also nach der Gleichung:

/NH2 H,0 /OH
C + —> 0=C + 2NH, —— (NH,),CO,,

\NH, H,0 \OH ’ 1:C0s
sondern die Aufspaltung vollzieht sich iiber eine Zwischenstufe, namlich iiber
das Ammoniumcarbamat, man hat also mit zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen
zu rechnen;

0=

(1)

Das gebildete Ammoniumcarbamat wird dann durch die Einwirkung der
Urease weiterhin zu Ammoniumcarbonat hydrolysiert.

oo HO 0T (NH,) @
~No-NH, | TNo—NH, v

Nach Faurholt- Euler geht die Umsetzung des Ammoniumcarbamats in schwach
saurer Losung in weniger als einer Sekunde vor sich. In diesem Falle hat man
also bei der Umwandlung des Harnstoffs in Ammoniumcarbonat iiber das Am-
moniumecarbamat mit einem Zeitverlust nicht zu rechnen, zumal auch die Bildung
des Ammoniumcarbamates aus dem Harnstoff verhaltnismaBig rasch erfolgt.

Erschwert und verzogert wird die Umsetzung des Harnstoffs durch eine
Nebenreaktion. Als stindiger Begleiter des Harnstoffes, wenn auch in geringer
Menge, tritt nimlich nach Euler das Ammoniumcyanat auf. Der Harnstoff er-
leidet schon durch das bloBe Vorhandensein von Siuren oder Alkalien im Loésungs-
mittel, sowie beim Kochen seiner wisserigen Losung eine Hydrolyse, die auf eine
Storung des urspriinglich vorhandenen Gleichgewichtes zwischen Harnstoff
und Ammoniumcyanat zuriickzufiithren ist, wobei eine sofortige Neubildung
von Ammoniumcyanat die Folge ist. Dieses Ammoniumcyanat wird weiter zu
Ammoniak und Kohlensidure hydrolysiert, wozu eine bestimmte Zeit erforderlich ist.

. /NHZ //NH .
HN=C=0 — NH,-}CO,. (@)

H, O

Dieses aus dem Harnstoff iiber Ammoniumcyanat gebildete Ammoniak
wird wahrscheinlich sofort von der Essigsaure des fiir die Bestimmungen verwen-
deten Serums zu Ammoniumacetat gebunden.

Fiir den Verlauf der Zersetzung des Harnstoffs unter Einwirkung der Urease
ist dann weiterhin die Beachtung einer bestimmten optimalen Wasserstoffionen-
konzentration, die verschicdentlich zu py = 7,3 festgestellt wurde, von grofler
Bedeutung, insofern dadurch die Zeitdauer der enzymatischen Spaltung des
Harnstoffs auf ein Mindestmal gebracht werden kann. Bei fortschreitender
Zersetzung des Harnstoffs durch die TUrease unter Bildung von zunchmenden
Mengen Ammoniaks kann unter Umstinden die Losung zu schr ins alkalische
Gebiet hiniibergleiten, wodurch eine Verzogerung der Harnstoffspaltung eintreten
kann. Diesem Hindernis kann durch Zugabe geeigneter Pufferlosungen. welehe
die auftretenden OH-Ionen wirksam abpuffern, entgegengetreten werden. Weiter-

3*
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hin ist dann auch die Beachtung des Temperaturoptimums der Ureasewirkung
von wesentlicher Bedeutung fiir die Hydrolyse des Harnstoffs. Nach Huler
wurde bei einer Erhéhung der Temperatur um 10°, von 30 auf 40°, in gleicher
Zeiteinheit die 1,91fache Menge an entwickeltem Ammoniak gemessen. Auch
in den nachstehend beschriebenen Versuchen konnte dieser giinstige EinflufB3
auf die Harnstoffspaltung beobachtet werden. So wurde, sobald eine Abschwachung
der Wirkung des Fermentes auf Grund von Kontrollversuchen beobachtet werden
konnte, nach Verbringen der mit Urease versetzten Harnstofflosung in ein Wasser-
bad von 40—43° der Wirkungsgrad wieder auf die volle Hohe gebracht. Bei Be-
achtung der erwihnten Gesichtspunkte, sowie Fernhaltung von anorganischen
und organischen Paralysatoren wie Schwermetallen, Aldehyden, Glykose usw.,
ist der Reaktionsverlauf ein steter.

Um die ginstigsten Bedingungen fiir die Hydrolyse des Harnstoffs und fiir
die nachfolgende Luftstromdestillation ausfindig zu machen, wurde eine Reihe
von Versuchen mit Lésungen von reinstem Harnstoff durchgefiihrt. Als Versuchs-
16sung wurde hierzu eine Lésung verwendet, welche in 10 cem 21,434 mg Harnstoff
entsprechend 10 mg Harnstoffstickstoff enthielt.

Das Ureaseferment gelangte in Form von Sojabohnenmehl, als Arlco-Urease
Jack Bean bezeichnet, zur Anwendung; das Priparat zeigte im allgemeinen eine
gute Haltbarkeit. James B. Summer und David B. Hand®, Ithaca, New York,
berichten in jiingster Zeit iiber eine Methode, mittels der es méglich ist, aus der
Jackbohne kleinste EiweiBkrystalle darzustellen, welche sie mit Urease iden-
tisch halten. Dieses Ureasepraparat ist nach den genannten Autoren etwa 1400 mal
aktiver, als bisher im Handel bezogenes Ureasebohnenmehl. Proteine, Aminoséuren,
Essigsaure- und Acetatlésungen iiben auf die Urease eine Art Schutzwirkung aus.

Fiir die Ausfilhrung der Harnstoffbestimmung in Milch bzw. im Serum erwies
sich der Luftstromdestillationsapparat nach Neubauer, der auch in Agrikultur-
chemischen Laboratorien Verwendung findet, als sehr geeignet. Der Apparat
stellt im Prinzip ein Aggregat von Reagensglisern dar, welche untereinander
mittels Gummischliuchen von geringem Querschnitt verbunden sind. Die Glaser
sind derart angeordnet, daB3 eine Anzahl Zersetzungsgliser jeweils mit den Auf-
fanggefiBen abwechseln, so dafl die Moglichkeit gegeben ist, stets mehrere Be-
stimmungen nebeneinander zu machen. Samtlichen GefafBen ist ein eigenes Reagens-
glas mit verdiinnter, etwa 10proz. Schwefelsiure vorgeschaltet, um Spuren von
Ammoniak der Laboratoriumsluft zu absorbieren; ebenso erschien es zweckmiBig,
ein mit Chlorcalcium sowie mit Natronkalk gefiilltes Glasrohr vorzuschalten. Durch
AnschluB an eine gute Wasserstrahlpumpe wird bei stets gleichem Wasserdruck
ein gleichm#Biger Luftstrom durch das Reagensglasaggregat gesaugt. Als Vor-
lage geniigten jeweils 10 ccm /y; Schwefelssure, sofern die Versuche mit 10 ccm
der erwihnten Harnstofflésung zusétzlich einer kleinen Messerspitze Arlco-Urease
durchgefithrt wurden. Bei den Versuchen, deren Ergebnisse in Tab. 18 nieder-
gelegt sind, zeigte die Harnstofflosung durch Zugabe von 10 ccm einer Puffer-
16sung ein py = 4,6. Die Zersetzungsgefafle wurden verschiedentlich lang in ein
Wasserbad mit einer Temperatur von 43° gestellt. Nach beendeter Hydrolyse
wurde nach Zugabe von je 5 cem 10proz. Natronlauge mit der Destillation begon-
nen, wobei die Dauer der Destillation bei den einzelnen Versuchen variierte.

Wie ersichtlich konnte selbst nach 3stiindiger Einwirkung der Urease und
3stiindiger Luftstromdestillation der berechnete Wert von 10 mg Stickstoff nicht
erhalten werden. Der EinfluB} der Einwirkungsdauer der Urease und der Destilla-
tionsdauer hinsichtlich der gebildeten Menge Ammoniaks ist jedoch deutlich
erkennbar. Die gewahlte py = 4,6 entspricht der Aciditat der spaterhin verwen-
deten Essigséurehitzeseren.



insbesondere des Reststickstoffs der Kuhmilch. 37

Tabelle 18. Hydrolyse des Harnstoffs bei wechselnder Einwirkungs-
dauer der Urease und wverschiedentlicher Dauer der Destillation;
pu = 4,6; Ammoniak in Milligrammprozent.

Einwirkungsdauer der Urease
Daner der 10 Min. 1 std. 3 std.
mg% mg% mg%
30 Min. 3,93 5,34 5,33
1 Std. 5,26 5,22 5,74
2, 5,81 5,90 6,46
3 6,78 7,90 8,14

Bei der nachfolgenden Versuchsreihe wurde eine stirkere Alkalitit zur Frei-
machung des Ammoniaks bei der Destillation gewahlt. An Stelle von 5 cem
10proz. Natronlauge wurde nach beendeter Hydrolyse 2 g Soda zugegeben. Im
iibrigen blieben sich die Versuchsbedingungen gleich.

Tabelle 19.
Einwirkungsdauer der Urease
Dauer der
Destillation 10 Min. 1 Std. 3 Std.
mg% mg% mg%
30 Min. 5,22 7,50 8,14
1 Std. 5,98 7,74 8,30
3 . 7,82 7,90 9,42

Die Ergebnisse zeigen wesentlich hohere Ausbeuten an Ammoniak, wenn auch
der berechnete Wert 10 mg noch nicht erreicht wurde.

Die folgenden Versuche wurden bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration
der Harnstoffspaltung, bei py = 7,3 durchgefiihrt. Die weiteren Versuchsbedin-
gungen blieben sich gleich.

Tabelle 20. Hydrolyse des Harnstoffs bei wechselnder Einwirkungsdauer der Urease
und verschiedentlicher Dauer der Destillation; py = 7,3; Destillation mit 2 g Soda.

Einwirkungsdauer der Urease

Dauer der
Destillation 10 Min. 1 Std. 3 Std.
mg% mg% mg%
30 Min. 7,54 7,54 8,06
1 Std. 7,64 7,69 8,47
2 ., 8,26 8,46 9,34
3 8,38 8,80 9,42

Die Umsetzung kann bei einer pg = 7,3 giinstiger verlaufen, wenn die Ein-
wirkungsdauer der Urease an und fiir sich noch weniger Ammoniak produziert
hat; wird durch reichlichere Ammoniakabspaltung die Fliissigkeit tiberméaBig
stark alkalisch, so ist mit einer vollkommenen Aufspaltung des Harnstoffs nicht
zu rechnen.

In einem weiteren Versuch wurde ein Teil der durch Zusatz von 10 cem Puffer-
lésung auf py = 4,6 gebrachten Versuchslosungen nach Zugabe der Urease 10 Mi-
nuten lang auf 43° erwirmt, ein anderer Teil nicht erwirmt, samtliche Proben
aber iiber Nacht stehengelassen und damit die Dauer der Einwirkung der Urease
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wesentlich verlangert. Kine weitere mit Urcase versetzte Probe der Harnstoff-
16sung wurde ebenfalls 10 Minuten lang erwirmt und am nichsten Tag die Luft-
stromdestillation bei der Temperatur 43° vorgenommen. Das Ergebnis dieser
Versuche ist in der nachstehenden Tabelle aufgezeichnet.

Tabelle 21.  Hydrolyse des Harnstoffs bei lingerer Einwirkung der
Urease; py = 4,6; Destillation mit 2 g Soda.

1*ber Nacht stehengelassen
Dauer der
Destillation Nicht Yorerwirmt Vorerwirmt, sowie Erwirmung
vorerwirmst 10 Minuten withrend der Destillation
3 Std. 10,02 mg% | 9,98 mg% 10,02 mg%

Wie zu ersehen ist, 1iBt sich eine vollstindige Zersetzung des Harnstoffs
erst bei lingerer Einwirkungsdauer der Urease, im vorliegenden Fall etwa 20 Stun-
den erzielen. Wesentlich ist, daB sich das Ergebnis bei einer py = 4,6 entsprechend
der Aciditat des Essigsidureserums erreichen laBt.

Auf Grund der Versuchsergebnisse wurde die Bestimmung des Harnstoff-
stickstoffs der Milch in folgender Weise vorgenommen:

20 com des Essigsdurchitzeserums 1:10 werden in cinem Reagensglas des
Luftstromdestillationsapparates nach Neubauer mit einer Messerspitze Arlco
TUrease versetzt und nach kurzer Erwidrmung auf 43° im Wasserbad iiber Nacht
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Anderen Tages gibt man 2 g Natrium-
carbonat und zur Verhinderung allzu starker Schaumentwicklung 3 Tropfen
Oktylalkohol hinzu. Hierauf wird nach erfolgtem Anschliefen des Apparates
an die Wasserstrahlpumpe 3 Stunden lang ein ruhiger gleichmaBiger Luftstrom
durch den Destillationsapparat hindurchgesaugt. Das entwickelte Ammoniak
wird in einer Vorlage mit 10 cem /g5 Schwefelsdure absorbiert und seine Menge
durch Zuriicktitrieren der nicht verbrauchten Schwefelsiaure mit /5, Natronlauge
bestimmt. Der Wirkungswert der Urease ist stets sorgfaltig zu kontrollieren.
Die Zugabe einer Pufferlosung zu dem Serum ist nicht erforderlich.

Zusatz: Die im Milehserum vorhandene Menge priformierten Ammoniaks
wird bei diesem Verfahren mit tiberdestilliert. Ks mufl daher von dem erbaltenen
Gesamtammoniak die Ammoniakmenge des Reststickstoffs in Abzug gebracht
werden.

4. Kreatin und Kreatinin.

Kreatin entsteht wahrscheinlich aus Arginin tiber Guanidin und kann
somit als sekundires Umwandlungsprodukt bestimmter EiweiBabbau-
stoffe bewertet werden. Es ist ein spezifischer Muskelbestandteil. Sein
Anhydrid ist das Kreatinin. Denis und Minot bestimmten den Kreatin-
und Kreatiningehalt in der Kuhmilch zu durchschnittlich 24 bzw.
1,4 mg%. Ahnliche Zahlen ermittelten Bleyer und Kallmann.

Fiir die quantitative Bestimmung des Kreatinins und Kreatins sind verschie-
dene colorimetrische Verfahren vorgeschlagen worden. Folinl! versuchte das
Kreatinin mit Hilfe einer durch Zugabe von alkalischer Pikrinsdurelésung zu
kratininhaltigen Fliissigkeiten erzeugten braunroten Firbung auf colorimetrischem
Wege quantitativ zu erfassen. Die Methodik ist jedoch in ihrer Anwendung auf
Blut nicht ohne weiteres moglich. Es treten Schwierigkeiten auf hinsichtlich
einer richtigen Fixierung der Farbunterschiede. da der Blutzucker durch die Zu-
gabe der Natronlauge eine Veranderung erleidet, Blutzuckerlosungen sich dunkel



insbesondere des Reststickstoffs der Kuhmilch. 39

farben, wodurch die Wirkung des Farbstoffreagenses verdeckt wird. Dieselben
Schwierigkeiten machen sich auch bei Anwendung dieses Verfahrens auf Milch
geltend infolge des hohen Gehaltes der Milch an Milchzucker.

Denis und Minot> versuchten die Methode fiir die Milchuntersuchungen
dadurch geeignet zu machen, daB sie zur Vergleichslésung Milchzucker in einer
Menge gaben, die ungefidhr der im Milchserum vorhandenen entsprach; die hierbei
erzielten Werte waren nach ihrer Angabe anniihernd halb so groB, wie die ohne
Milchzuckerzugabe erzielten. Gleichzeitig suchten genannte Autoren auf einem
anderen Wege zum Ziele zu gelangen, indem sie den Milchzucker mittels Kupfer-
sulfat und Calciumhydroxyd aus der Milch mit den EiweiBstoffen ausfillten.

Es erschien am zweckmaBigsten die Bestimmung des Kreatinins und Kreatins
nach dem von Denis und Minot angegebenen Verfahren vorzunehmen. Die dazu
benotigten Reagenzien sind folgende:

1. Gesittigte, etwa 1proz. Pikrinsdurelosung.

2. 10proz. Natronlauge.

3. 20proz. Kupfersulfatlésung.

4. 10proz. Calciumhydroxydaufschwemmung, dazu noch eine Kreatinin-
standardlésung.

Letztere, die Vergleichslosung, wird durch Auflésung von 0,1 g Kreatinin
in 100 cem 7/y, Salzsdure hergestellt. 2 cem dieser Stammldsung werden alsdann
auf 100 cem verdiinnt, so daBl in 1 cem Testflissigkeit ein Kreatiningehalt von
0,02 mg vorhanden ist.

Das fiir die Bestimmungen des Kreatinins bzw. Kreatins crforderliche vollig
enteiweifite und entzuckerte Serum wird folgenderweise hergestellt: In einem
150-ccm-MeBkolben werden 30 cem Milch mit 15 cem der 20proz. Kupfersulfat-
16sung sowie 45 ccm der 10proz. Calciumoxydaufschwemmung versetzt und
mit dest. Wasser zur Marke aufgefillt. Nach 30 Minuten langem Stehenlassen
filtriert man und erhélt so ein farbloses klares Filtrat.

Zur Kreatininbestimmung werden 10 ccm dieses Serums in einem graduierten
Reagensglas von etwa 30 cem Inhalt mit 2 Tropfen 1 n-Salzséure versetzt und
10 cem Pikrinsdurelosung mit 5 cecm 10proz. Natronlauge zugegeben. Dieser
hohere Zusatz von Natronlauge als wie ihn Denis und Minot angeben, erschien
auf Grund eigener Beobachtungen erforderlich, um den iiberschiissigen Kalk aus
der Versuchsfliissigkeit méglichst restlos zu entfernen, da sonst die sich stindig
wiederholende Bildung von kohlensaurem Kalk das Colorimetrieren sehr erschwert.
Nach 10 Minuten langem Stehenlassen filtriert man von ausgeschiedenem Calcium-
hydroxyd ab und nimmt den colorimetrischen Vergleich mit einer Testfliissigkeit
vor, welche wie folgt angesetzt wird: Zu 2 cem der Standardlésung, welche demnach
0,04 mg Kreatinin enthilt, werden nach Verdiinnung mit 8 cecm dest. Wasser
ebenfalls 10 cem Pikrinsiurelésung, sowie 5 cem 10proz. Natronlauge gegeben,
so daB Volumengleichheit mit der Untersuchungsfliissigkeit hergestellt ist.

Zur Kontrolle der Methodik wurden zu Milch bekannte Mengen von Kreatinin
gegeben, 1, 2 und 3mg und hierauf der Gesamtkreatiningehalt der Proben bestimmt.

Tabelle 22. Kreatiningehalt der Milch in Milligrammprozent bei Zugabe bekannter
Mengen Kreatinin zur Milch.

Kreatinin }
Probe Vorhanden Zugegeben Gefunden Berechnet Differenz
mg % mg % mg % mg % mg %
1 1,43 1 2,40 2,43 —0,03
2 1,43 2 3,35 3,43 — 0,08
3 1,43 3 4,34 4,43 — 0,09
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Wie ersichtlich sind die durch die Analyse ermittelten Werte etwas niedriger
als die errechneten. Anscheinend wird durch die Milchzuckerfallung etwas Krea-
tinin mitgerissen, so da8 auch die fiir die Milch erhaltenen Werte etwas zu niedrig
ausfallen diirften.

Der Kreatingehalt der Milch wird in der Weise ermittelt, dal man das Kreatin
in Kreatinin iberfilhrt und beides als Gesamtkreatinin bestimmt. Nach den
Angaben von Denis und Minot gibt man zu 10 ccm des Serums, mit dem man die
Kreatininbestimmung vornimmt, 10 Tropfen 1 n-Salzsiure und erhitzt im Auto-
klaven 20 Minuten lang auf 130°, wobei sich das Kreatin unter Wasseraustritt
in Kreatinin verwandelt. Die Ermittlung des Gesamtkreatinins geschieht dann
auf die eben bescliriebene Art und Weise. Bei Bestimmung des Gesamtkreatinins
hat es sich als zweckmiBig erwiesen, eine konzentriertere Vergleichslésung, 0,1 mg
Kreatinin pro 2 com Standardlésung zu verwenden.

‘Uber die in Milchproben normaler Beschaffenheit vorhandenen Men-

gen von Kreatinin und Kreatin gibt nachstehende Aufstellung Bescheid.

Tabelle 23.
Kreatinin
Probe Priiformiert Gesamtkreatinin Kreatin
mg % mg % mg %
1 1,43 3,96 2,563
2 1,41 3,67 2,26
3 1,35 3,60 2,25
4 1,34 3,53 2,19

Die Bestimmung des Kreatinins und Kreatins bzw. Gesamtkreatinins nach
den angegebenen Verfahren mittels colorimetrischen Vergleiches mit Standard-
losungen erfordert groBe Ubung in der Erkennung der Farbenunterschiede im
Colorimeter, die meist sehr schwer festzustellen sind. Es empfiehlt sich alle Fehler-
quellen, die durch einseitige Beleuchtung des Colorimeters eventuell entstehen
konnen, durch eine geeignete Beleuchtungsvorrichtung tunlichst auszuschalten.

5. Harnséure.

Harnsaure in Milch haben Denis und Minot® quantitativ festgestellt
und als durchschnittlichen Wert 1,5 mg pro 100 ccm angegeben. Ebenso
fanden Bleyer und Kallmann? einen Durchschnittsgehalt der Kuhmilch
an Harnsdure von etwa 1,6 mg%. Neuerdings berichtete Reif1? iiber
eine neuartige Anwendung der Phosphorwolfram- und Phosphormolyb-
dénséure zur Bestimmung der Harnsdure in Blut und Milch, wobei er
unter Verwendung des Tetraserums Harnsdurewerte von 1,0—1,5 mg

“pro 100 ccm Milch fand.

Die quantitative Bestimmung der Harnsdure ist mit einigen Schwie-
rigkeiten verbunden. Wir fithrten sie auf colorimetrischem Wege in
Anlehnung an die Methode der Bestimmung der Harnséure im Blute
nach Benedikt durch, wobei das Natriumwolframat-Trichloressigsiure-
serum der Milch als Ausgangsmaterial diente. Der Nachweis beruht
auf einer Reaktion der Harnsiure mit Arsenphosphorwolframsiaure
und Natriumcyanid, wobei eine Blaufirbung auftritt, welche mit der-



insbesondere des Reststickstoffs der Kuhmilch, 41

jenigen einer ebenso behandelten Harnséurelssung von bekanntem Gehalt
verglichen wird. Man benéotigt folgende Losungen fiir die Bestimmung:

1. Harnsaurevergleichslosung. 9 g reines krystallisiertes Dinatriumphosphat
und 1 g krystallisiertes Mononatriumphosphat werden in 200—300 ccm heifiem
Wasser aufgelost. Diese Losung wird weiterhin mit heiBem Wasser auf ein Vo-
lumen von 500 cem gebracht und noch heiff auf 200 mg Harnsdure gegossen,
die sich mit etwas Wasser in einem 1-1.-MeBkolben befinden. Nachdem sich die
Harnsaure vollig gelost hat und die Lésung abgekiihlt ist gibt man 1 cem Eis-
essig hinzu, fiillt auf 1 1 auf und setzt noch 5 ccm Chloroform zwecks Konser-
vierung der Losung bei. 5 ccm dieser Stammharnsiurelésung, die ungefahr 2 Mo-
nate haltbar ist, enthalten 1 mg Harnsiure. Von dieser Stammlgsung wird eine
zum Gebrauch fertige verdiinnte Vergleichsharnsiurelésung folgendermalBen
hergestellt: 10 ccm der Stammlésung werden in einen 500-cem-MeBkolben gegeben
und zur Halfte mit dest. Wasser aufgefiillt. Nach Zugabe von 25 ccm einer Salz-
saure, die 1 Volumen konz. Salzsiure auf 9 Volumen Wasser enthalt, wird auf die
Marke verdiinnt. Diese Harnsiurelésung, welche in 5 cecm 0,02 mg Harnséure
enthilt, muB alle 2 Wochen frisch bereitet werden.

2. 5proz. Natriumcyanidlosung, die auf 1 12 cem konz. Ammoniak enthalt.

3. Harnsiurereagens. Hierzu werden 100 g wolframsaures Natrium in einem
1-1-MeBkolben in 600 ccm dest. Wasser gelost. Hierauf fiigt man 50 g Arsenpent-
oxyd, ferner 25 ccm 85proz. Phosphorsiure und 20cem konz. Salzsiure zu. Diese
Mischung wird 20 Minuten lang gekocht und nach dem Abkiihlen auf ein Volumen
von 1 1 gebracht.

Die Bestimmung der Harnséure geschieht wie folgt:

In ein graduiertes Reagensglas werden 10 cem des Natriumwolframat-Tri-
chloressigsédureserums der Milch, in ein zweites graduiertes Reagensglas 5 cem
der Harnsiurevergleichslosung gegeben, welche mit 5 ccm dest. Wasser ebenfalls
auf ein Volumen von 10 ccm gebracht wird. In beide Glaser gibt man je 4 ccm
der Natriumcyanidlésung und je 1 cem des Harnsiurereagens. Durch 3 Minuten
langes Erhitzen im siedenden Wasserbad wird die bereits anfangs aufgetretene
leichte Blaufirbung zur vollen Intensitit gebracht. Hierauf wird 3 Minuten
in kaltem Wasser abgekiihlt. In der Versuchsfliissigkeit auftretende Tritbungen
werden abfiltriert, worauf der colorimetrische Vergleich vorgenommen werden
kann. Das Colorimetrieren der Flissigkeiten muf rasch vor sich gehen, da bei
lingerem Stehen der mit dem Harnséurereagens versetzten Loésungen ein Nach-
lassen der Farbentiefe eintritt.

Zur Kontrolle der Methode wurden zu Milch bekannte Mengen von
Harnsdure gegeben und der Gehalt dieser Milchproben an Gesamt-
harnsédure bestimmt.

Tabelle 23a. Harnsduregehalt der Milch bei Zugabe bestimmier Mengen Harnsiure.

Harnsiuremenge
Gefunden
Probe
Vorhanden Zugegeben Doppelbestimmung | Durchschnitt Errechnet
mg% mg% mg% mg%, mg%
1 1,58 0,4 1,99 u. 1,98 1,98 1,98
2 1,58 0,8 2,39 u. 2,33 2,36 2,38
3 1,58 1,2 2,79 u. 2,78 2,78 2,78
4 1,58 1,6 | 3,19 u. 3,19 3,19 3,18
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Die errechneten Mengen Harnsiure stimmen mit den gefundenen
Mengen sehr gut iiberein. Im allgemeinen ist die colorimetrische Be-
stimmung der Harnsdure genau so wie die des Aminosiurenstickstoffs
in Hinblick auf die dabei auftretende sehr deutlich ausgepragte Farb-
reaktion am genauesten vorzunehmen, der colorimetrische Vergleich
laft sich sehr exakt durchfiihren.

B. Anwendung der Methodik.

An Hand der in den vorhergehenden Abschnitten beschriebenen
Methoden der quantitativen Bestimmung stickstoffhaltiger Bestandteile
der Milch wurde im folgenden versucht, ein Bild iiber die Verteilung
des Stickstoffs in Milch normaler Sekretion zu gewinnen. Anschlieend
wurden dann Untersuchungen iiber die Bewegung der stickstoffhaltigen
Bestandteile der Milch im Verlauf der Siuerung der Milch und bei der
Pasteurisierung bzw. Erhitzung der Milch durchgefiihrt.

In Anbetracht der Labilitat der Proteinsysteme der Milch verlangt
die Vornahme einer vollkommenen analytischen Aufteilung der stick-
stoffhaltigen Bestandteile der Milch ein Mindestmall an Arbeitszeit.
Es 1aBt sich dies nur erzielen bei Einhaltung eines bestimmten Unter-
suchungsganges. Nach unseren Erfahrungen hat sich nachstehendes
Schema am ehesten bewihrt. Wie bereits an anderer Stelle erwidhnt.
war es nicht moglich, die Bestimmung der siamtlichen Komponenten
des Reststickstoffes der Milch mit ein und demselben Serum durch-
zufithren, wodurch der Gang der Untersuchungen sehr vereinfacht
worden wire. Es hat sich die Herstellung verschiedener Seren als not-
wendig erwiesen, von denen jedes einzelne, wie aus dem Schema er-
sichtlich, als Ausgangsserum zur Bestimmung bestimmter Reststickstoff-
korper dient.

Gesamtstickstoff.
Essigsdureserum
v
Casein
Serum nach Weif i Serum nach Denis u. Minot
v v
Zucker Albumin Kreatinin
Essigsiure- Hitzeserum Chlorid i Kreatin Natriumwolframat-
l Trichloressigsdure-Serum
Gesamtrest- Albumosen Reststickstoff
stickstoff im engeren
I T 1 | Sinne des
Ammoniak, Harnstoff, Aminosiuren Harnséure Wortes

Peptone
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L. Die Verteilung der Stickstoffbestandteile der Milch nermaler
Zusammensetzung.
1. Untersuchung von Einzelgemelken.

Zur Untersuchung kamen Milchproben der Einzelgemelke der Kiihe
der Kindermilchanstalt Veitshof. Da die Kiihe des Veitshofes als Vor-
zugsmilchbetrieb der bestindigen tierirztlichen Uberwachung unter-
stellt sind, Stallhaltung und Fitterung der Tiere, sowie Gewinnung
und Behandlung der Milch den Anforderungen fiir Vorzugsmilch ent-
sprechend streng gehandhabt wird, so waren die Voraussetzungen ge-
geben, in den Proben der Einzelgemelke der Veitshofkiihe auch wirklich
gute Milch mit bekannter Vorgeschichte firr die Untersuchungen zu
bekommen. Diese wurden im Verlauf der Monate Februar und Marz
vorgenommen. Verfiittert wurde Maissilage mit Kraftfutter gemischt
und Runkelriiben mit Heu bis zur Sattigung. Als Kraftfutter wurde
»»Baywa Milchleistungsfutter I verabreicht. Die Ergebnisse der Unter-
suchungen sind in Tab. 24 verzeichnet.

2, Untersuchung von Sammelmilechproben.
Analog den Einzelgemelken wurden dann auch eine Reihe von

Milchproben bearbeitet, die der Sammelmilch des Molkereibetriebes
entnommen worden waren. Da von seiten eines Teils der Milchliefe-
ranten der Molkereischule zweimalige Milchanlieferung erfolgt, so war
die Moglichkeit gegeben, durch Probenahme von der Morgenmilch noch
frische Sammelmilch fiir die Untersuchungen zu bekommen, die wéhrend
der Monate August und September vorgenommenwurden, alsozu einer Zeit
vorwiegender Griinfiitterung. Die Ergebnisse sind in Tab. 25 verzeichnet.
Eine Gesamtiibersicht iiber die Verteilung der stickstoffhaltigen
Milchbestandteile der untersuchten Milchproben gibt nachstehende
Zusammenstellung der erhaltenen Grenz- und Durchschnittswerte.

Tabelle 26.
Einzelgemelkproben Sammelmilchproben
Schwankungen s chlz‘?trtcsl: ert Schwankungen scth?trt(:; ert

mg% mg% mg% mg%
Gesamtstickstoff . . . | 483,1—571,6 531,7 500,6—565,6 533,1
Caseinstickstoff . . . . 341,4—414,0 382,5 367,5—429,0 402,2
Albuminstickstoff . . . 59,6— 84,0 69,3 55,1— 73,7 65,6
Albumosenstickstoff . . 26,8— 34,6 30,7 25,1— 29,8 27,2
Peptonstickstoff. . . . 18,4— 27,4 24,2 13,56— 21,6 18,7
Gesamtreststickstoff. . 75,4— 93,7 84,8 56,0— 84,6 66,3
Reststickstoff. . . . . 25,4— 31,8 28,4 20,1— 25,7 22,9
Aminostickstoff . . . . 3,2— 4,3 3,9 3,6— 6,0 4,6
Ammoniakstickstoff . . 0,9— 1,6 1,3 0,7— 1,4 1,1
Harnstoffstickstoff . . 10,2— 15,0 13,4 7,0— 13,7 10,1
Kreatinin . . . . . . 1.7— 2,7 2,3 1,3— 2,1 1.7
Kreatin . . . . . . . 2,2— 3,7 3,1 1,7— 2,7 2,2
Harnsaure . . . . . . 1,8— 2,5 2,1 1,2— 1,7 1,5
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Eine vergleichende Betrachtung der Tabelle 138t erkennen, daf} die
Proben der Einzelgemelke im Durchschnitt zwar etwas geringere Werte
fiir Gesamtstickstoff aufweisen, dagegen in bezug auf Reststickstoff
und dessen einzelne Komponenten mit Ausnahme des Aminosiuren-
stickstoffs durchwegs wesentlich hohere Werte gegeniiber den Sammel-
milchproben zeigen. Ob hier Lactationsverhiltnisse oder Fiitterungs-
einfliisse entscheidend mitwirkten (Verfiitterung reichlicher Mengen
Silage an die Kiihe, deren Einzelgemelke untersucht wurden), a8t sich
bei der verhiltnismaflig geringen Anzahl von Proben, die untersucht
werden konnten, nicht sagen. Es mufl die Beantwortung dieser Fragen
umfangreicheren Untersuchungen vorbehalten bleiben.

Klare Verhiltnisse konnten nur von den Proben der Einzelgemelke
erwartet werden, bei denen es sich um Milch mit ganz genau bekannter
Vorgeschichte handelt. Im allgemeinen kommen die ermittelten Werte
sowohl fiir die Menge des Reststickstoffs als auch fiir die Mengen der
einzelnen Komponenten des Reststickstoffs den bisher im Schrifttum
genannten Angaben ziemlich nahe. Als Durchschnittswert fiir Gesamt-
reststickstoff einschlieBlich Albumosen- und Peptonstickstoff ergab
sich bei den Proben der Einzelgemelke 84,8 mg% ; Bleyer nennt 80,0
und 558 mg% bei Mischmilchen unbekannter Vorgeschichte. Der
Durchschnittswert 24,2 mg% fiir den Peptonstickstoff und 30,7 mg %
fiir Albumosenstickstoff kommt auch den Angaben von Bleyer, 23,04 mg %
bzw. 27,2 mg% sehr nahe. Wenn auch gemi den bisherigen Anschau-
ungen die Werte fiir den Albumosen- und Peptonstickstoff nicht als
ganz sicher anzusehen sind, da sie bereits als Ausdruck einer Verdnderung
des urspriinglichen Caseins, die durch die EnteiweiBung der Milch zu-
stande gekommen sein konnte, angesehen werden konnen, so sprechen
doch die Ergebnisse der Ultrafiltration, die ja als die mildeste Art der
EnteiweiBung angesechen werden kann, fir das Vorbandensein zwar
hochmolekularer, jedoch nicht mehr hitzekoagulabler, aber mit Gerb-
saure oder Phosphorwolframsiure noch fillbarer eiweiBartiger Kom-
plexe in der Milch. Die Zusammenfassung dieser EiweiBabkommling in
eine Albumosen- und Peptonfraktion der Milch diirfte daher zulissig sein.

Der Durschschnittswert 28,4 mg % fiir den Reststickstoff im engeren
Sinne des Wortes, also ohne Albumosen- und Peptonstickstoff, liegt
zwar etwas hoher als die von Bleyer nach Denis und Minot bestimmten
Werte 22,6—23,3 mg%, denen sich jedoch der von den Sammelmilch-
proben errechnete Durchschnittswert 22,9 mg% fir Reststickstoff im
engeren Sinne des Wortes sehr gut anpaft. Es liegt also wohl weniger
an der nach verschiedenen Methoden durchgefiihrten EnteiweiBung
zwecks Erhaltung des fiir die Bestimmung des Reststickstoffes im

engeren Sinne benétigten Serums als vielmehr an der Beschaffenheit
der Milch selbst.
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Beziiglich des Gehaltes der Einzelgemelke an Aminoséuren-, Ammo-
niak- und Harnstoffstickstoff niahern sich die erhaltenen Werte gut den
bisher im Schrifttum genannten. Denis und Minot geben fiir Amino-
siurenstickstoff 4,2 mg%, Bleyer 2,8 mg%, Mader 1,8—2,5 mg% an;
wir erhielten als Durchschnittswert 3,9 mg%. Der Wert fiir Ammoniak-
stickstoff, 1,3 mg%, deckt sich mit dem von Bleyer genannten Wert
1,4 mg%. Etwas hohere Werte fanden wir dagegen fiir Harnstoffstick-
stoff, im Durchschnitt 13,4 mg% gegeniiber 9—10 mg% der wiederholt
genannten Autoren. Die Sammelmilchproben wiesen dagegen auch
hinsichtlich Gehalt an Harnstoffstickstoff geringere Werte auf, im Durch-
schnitt 10,1 mg%.

Der Gehalt der Einzelgemelke an Kreatinin, Kreatin und Harnséure
ist relativ hoch. Denis und Minot fanden hierfiir in Kuhmilch 1,4 bzw.
2,4 bzw. 1,5 mg %, Bleyer und Kallmann 1,4 bzw. 2,4—2,6 bzw. 1,6 mg%.
Wir bestimmten den Gehalt an Kreatinin zu 2,3 mg%, an Kreatin zu
3,1 mg% und an Harnsdure zu 2,1 mg%. Die Sammelmilchproben
wiesen auch fiir diese 3 Stickstoffbestandteile geringere Werte auf.
Erwahnenswert ist in Hinsicht auf das Vorkommen von Harnsiure die
auch durch neuere Arbeiten von Scheunert bestatigte Abwesenheit
von Harnsiure im Rinderblutserum.

Uber die Frage, ob durch die in angegebener Weise durchgefiihrte
Bestimmung der Bestandteile des Reststickstoffs der Milch letztere
auch in ihrer Gesamtheit erfafit werden, gibt der Vergleich zwischen der
ermittelten Menge des Gesamtreststickstoffs und der Summe der Kom-
ponenten des Gesamtreststickstoffs Aufschluf. Wie aus den Tab. 24
und 25 zu ersehen ist, besteht hierin eine immerhin merkliche Differenz,
die zwischen —2,6 und —6,7 mg % schwankt. Es ist bekannt, daf die
Milch auch Rhodanide, dann insbesondere Purinbasen wie Xanthin,
Hypoxanthin, enthilt, ebenfalls stickstoffhaltige Stoffe mit dem C—N-
Skelet der Harnsédure; ferner hatten Bleyer und Kallmann auch einen
stickstoffhaltigen Farbstoff in der Milch nachgewiesen. Es diirfte also
die festgestellte Differenz im Stickstoffgehalt einerseits zum Teil auf
das Konto genannter stickstoffhaltiger Milchstoffe zu setzen sein,
andererseits werden bei einer derart komplizierten Analyse mit so
zahlreichen Einzelbestimmungen Differenzen nie ganz zu vermeiden sein.

II. Die Verinderungen der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch
wihrend der Sduerung.

Die sinnfalligste Veranderung der Milch ist bekanntlich die Sauerung.
Diese wird hervorgerufen durch die Tatigkeit bestimmter Mikroorganis-
men, der sog. Milchsidurebildner, welche einen Teil des Milchzuckers der
Milch in Milchsaure iberfiihren.
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Aufler dem Milchzucker erfahren auch die Eiweilstoffe der Milch
tiefgreifende Veranderungen durch einen gleichzeitig mit der Sauerung
einsetzenden und fortschreitenden Abbau, der zu einer weitgehenden
Umlagerung der bestehenden Verhaltnisse in den Stickstoffbestandteilen
filhrt. Zum Teil ist fiir die Entwicklung bestimmter Mikroorganismen
die Loslichmachung eines Teils des MilcheiweiBles durch peptonisierende
Bakterien Voraussetzung. Es kommt daher dem EiweiBabbau bei der
Sauerung der Milch eine grole Bedeutung zu.

Im folgenden sind die Verdnderungen der Stickstoffbestandteile
der Milch bei freiwillig sduernder Milch behandelt. Es sollte nicht die
Tatigkeit bestimmter Mikroorganismen der Milch hinsichtlich ihres
eiweillspaltenden Vermogens untersucht werden, wie Zaribnicky und
Mitarbeiter es fiir bestimmte Mikroorganismen durchgefiihrt haben,
sondern es wurde ohne Beriicksichtigung der jeweiligen Bakterienflora
die in Milch verschiedener Herkunft durch die Siuerung eintretende
Bewegung der stickstoffhaltigen Bestandteile der Mileh verfolgt. Bei
stark gesiuerter Milch ist beziiglich der Methodik der Bestimmung der
Stickstoffbestandteile folgendes zu erwiahnen.

Bei Bestimmung des Caseins ist darauf zu achten, daB in an und fiir
sich geniligend saurem Milieu nicht durch Zugabe weiterer Saure Losung
von Casein durch die Séure eintritt. Néaheres findet sich hieriiber in
dem Abschnitt iiber Bestimmung des Caseinstickstoffs. Bei den fiir die
Untersuchungen bestimmten, in Flaschen aufbewahrten Milchproben
wurde durch kriftiges Verrithren des Inhaltes der Flasche eine gleich-
miBige Verteilung des Gerinnsels erzielt, so dafl es méglich war, auch bei
den zuletzt entnommenen Proben die erforderlichen Milchmengen durch
die Pipette noch entnehmen zu kénnen. Letztere wurden dann noch
mit destilliertem Wasser nachgespiilt. AuBerdem erwies es sich insbe-
sondere bei fortgeschrittenem EiweiBabbau als zweckmiaBig, die be-
nétigten Vergleichslésungen fiir die Bestimmung der Reststickstoff-
substanzen im Hinblick auf deren reichlichere Menge in grofieren Konzen-
trationen zu verwenden. So wurde fiir die Aminosiurebestimmung
regelmafBig vom 5. Tage der Sauerung ab die Vergleichslosung doppelt
so stark genommen, ebenso fiir Kreatinin und Kreatin; fiir die Ammo-
niakvergleichslésung wurde das Dreifache der bisher verwendeten
Konzentration gewéhlt.

Zur Untersuchung gelangte zunichst eine Milchprobe der Kinder-
milchanstalt Veitshof. Nach Entnahme der fiir die Untersuchungen
benétigten Milchmenge wurde die Probe in dem Eisschrank aufbewahrt.
In Hinblick auf die Zeit, welche die Bestimmung der stickstoffhaltigen
Bestandteile der Milch erforderte, sollte eine allzu rasche Siuerung der
Milch vermieden werden. Am Abend vor der am folgenden Tage vor-
zunehmenden Entnahme von Milch fiir die Untersuchungen wurde die
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Probe aus dem Eisschrank genommen und bis zum néchsten Morgen
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die Ergebnisse der Versuche sind
in der nachstehenden Tab. 27 aufgefiihrt.

Tabelle 27. Verlauf des Eiweifiabbaues bei der freiwilligen Sduerung der Milch.

Milchprobe: Kindermilchanstalt Veitshof.

Zu- oder
Stickstoffhaltiger Bestandteil Untersuchung vorgenommen am Abnahme
der Milch in %
1. Tag 8. Tag 5. Tag 7. Tag 9. Tag am 9. Tag
Gesamtstickstoff in mg% . .| 600,2 600,3 601,0 601,0 600,2 —
Caseinstickstoff in mg%. . .| 453,5 4524 445,9 439,0 432,9 4,5
Albuminstickstoff in mg%. .| 76,8 76,3 72,3 61,1 46,3 — 39,7
Albumosenstickstoff in mg% .| 29,8 30,3 34,9 40,1 43,3 -+ 45,3
Peptonstickstoff in mg% 25,0 27,3 31,5 36,5 48,3 -+ 93,2
Gesamtreststickstoff in mg% 79,4 82,3 94,8 109,6 129,2 <+ 62,7
Reststickstoff in mg% 21,5 22,2 23,3 29,2 35,0 4+ 67,4
Aminostickstoff in mg%. . . 3,6 4,2 4,6 5,7 6,8 -+ 88,9
Ammoniakstickstoff in mg%. 0,9 1,5 2,0 2,8 3,4 + 277,8
Harnstoffstickstoff in mg% . 9,6 10,1 10,1 11,7 13,5 + 40,6
Kreatinin in mg% . . . . . 1,1 1,2 1,5 1,8 1,8 + 63,6
Kreatin in mg% . . . . . . 1,8 2,0 2,2 2,3 2,4 <+ 33,3
Harnsdure in mg% . . . . . 1,1 1,2 1,3 1,5 2,1 <+ 90,9
Sauregrad . . . . . . . .. 6,8 8,3 17,1 27,6 34,4 + 405,9
Spez. Gewicht . . . . . .. 1,033 1,033 1,033 — — —
Fettgehalt in % . . . . . . 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 —
Zuckergehalt in mg% . . . . 5,13 5,02 4,93 | 4,69 4,33 | — 15,7

Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich, ist bereits nach 2 Tagen
eine geringe Zunahme des Gesamtreststickstoffes und des Reststick-
stoffes der Milchprobe zu verzeichnen. Eine erkennbare Mehrung er-
fuhren vor allem Aminosidurenstickstoff, Ammoniak und Harnstoff-
stickstoff. Im weiteren Verlauf der Sauerung treten die mit den stick-
stoftfhaltigen Bestandteilen vor sich gehenden Verinderungen immer
deutlicher hervor. Die fortschreitende Verminderung der Mengen der
genuinen Eiweikorper einerseits und die Zunahme der durch die
Losung der Eiweillstoffe entstehenden héher- und niedrigmolekularen
EiweiBabbauprodukte arderseits laBt sich an Hand der Tabelle gut
verfolgen. Prozentual verfallt das hitzekoagulable Eiweill am stérksten
der Hydrolyse 39,7%, wihrend der Caseinstickstoff nur eine Minderung
von 4,5% erfihrt. Die Gesamteinbufle an genuinem EiweiBstickstoff
betragt 51,1 mg. Relativ bleibt die Zunahme des Stickstoffs der
Albumosen- und Peptonfraktion bis zum 7. Tage nahezu die gleiche.
Erst vom 7. zum 9. Tag der Siuerung erlangt die Peptonfraktion
einen betrichtlichen Vorsprung, so dall die Mehrung des Peptonstick-
stoffs am Ende des Versuches das Doppelte gegeniiber der Zunahme
des Albumosenstickstoffs betrug. Demgemil erfihrt auch der Gesamt-
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reststickstoff vom 7. zum 9. Tag seine wesentlichste Zunahme. Relativ
ist die Steigerung, die Gesamtreststickstoff und Reststickstoff im
engeren Sinne am Ende des Versuchs erreicht haben, nicht wesentlich
verschieden, sie ist um etwa 10% bei Reststickstoff hoher. Von den
Reststickstoffbestandteilen erfuhren einen betrichtlichen Zuwachs ins-
besondere Ammoniakstickstoff 277,8% wund Aminosiurenstickstoff
88,9%. Auch auf die iibrigen Komponenten des Reststickstoffs treffen
in Anbetracht ihres an und fiir sich geringen Vorkommens ganz be-
trachtliche Zunahmen.

Das Bild eines viel intensiveren EiweiBabbaues bietet der Verlauf
der Shuerung bei zwei dem Molkereibetrieb entnommenen Sammel-
milchproben, deren Analysenergebnisse in Tab. 28 aufgezeichnet sind.

‘Wahrend es sich bei der der Kindermilchanstalt entnommenen Milch-
probe um keimarme Milch (durchschnittlich 30000 Keime pro Kubik-
zentimeter) mit iberwiegend harmlosen, schwach siurebildenden Kokken
handelt, ist die bakteriologische Beschaffenheit der Werkmilch des
Molkereibetriebes sehr verschieden; im allgemeinen hat man es mit
keimreichen bis sehr keimreichen Milchen zu tun, bei denen neben Lang-
stibchen {iberwiegend séurebildende Kokken, Streptokokken und Kurz-
stabchen vertreten sind. Den hoéheren Keimzahlen und wahrscheinlich
auch der hoheren chemischen Leistung der Bakterien entsprechend
wurde der Eiweiabbau bei den beiden Sammelmilchproben zu einem
Mehrfachen des AusmaBes gegeniiber der Vorzugsmilchprobe getrieben.
Auch bei diesen beiden Proben erwies sich das Albumin als am ehesten
der Aufspaltung zugénglich; bei Probe I wurden 51,5%, bei Probe II
63,1% des Albuminstickstoffes hydrolysiert; bei der Kindermilchprobe
waren es 39,7%. Die Systematik der Proteine z#hlt die Albumine und
damit auch das Milchalbumin zu den ,,einfachen EiweiBkérpern. Es
mag in dieser Eigenschaft in Verbindung mit der leichten Léslichkeit
der Albumine in verdiinnten Salzlésungen und in Siuren der Grund
zu suchen sein, daB das Milchalbumin der enzymatischen und auch der
siurehydrolytischen Aufspaltung viel leichter verfallt als der ,,zu-
sammengesetzte EiweiBkorper Casein”. Von diesem sind bei den beiden
Sammelmilchproben nur 12,5 bzw. 10,7% hydrolysiert worden. Der
Gesamtreststickstoff einschlieBlich Albumosen- und Peptonstiekstoff
hatte eine Zunahme bei Sammelmileh 1 um 113,9%, bei Sammel-
mileh II um 157,2% erfahren, gegeniiber 62,7 % bei der Kindermilch-
probe. Den gréBten Zuwachs bei beiden Milchproben hatte die Pepton-
fraktion erfahren, bei Probe 1 184,9%, bei Probe 1II 280,9% gegeniiber
93,2% bei der Vorzugsmilchprobe. Eine ebenfalls sehr betrachtliche
Mehrung, wenn auch nicht in dem Mafle wie es bei der Peptonfraktion
der Fall war, erfuhr die Albumosenfraktion, und zwar betrug die Zu-
nahme 100,7% bei Milch I und 166,6% bei Milch II gegeniiber 45,3%
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bei der Vorzugsmilch. Der auffallend hohe Zuwachs an Stickstoff der
Peptonfraktion wird verstdndlich, wenn man unter dem Begriff Peptone
nicht mehr die Gesamtheit der Spaltprodukte ,,als aus nur wenigen
Stoffen bestehend” verstanden wissen will, sondern als Peptone im
modernen Sinne* ein unentwirrtes Gemisch der verschiedensten Poly-
peptide und noch unbekannter Stoffe” auffaft.

Von den Einzelkomponenten des Reststickstoffs haben analog dem
Vorgang bei der keimarmen Vorzugsmilch auch bei den beiden Sammel-
milchproben Aminosiurenstickstoff und Ammoniakstickstoff den er-
heblichsten Zuwachs erfahren, und zwar ersterer um 118,7% bei Milch I
und um 170% bei Milch IT und Ammoniakstickstoff um 188,9 resp. um
345,4%. Die Zunahme der weiteren Bestandteile des Reststickstoffs
der beiden Sammelmilchproben bewegte sich in dem Ausmafie wie bei
der Vorzugsmilch.

Zusammenfassend 146t sich iiber die mit der Sauerung der Milch
gleichzeitig einsetzende Bewegung der stickstoffhaltigen Bestandteile
folgendes sagen: Im allgemeinen bietet die Hydrolyse der Eiweilistoffe
der Milch anliBlich deren Siuerung ein ziemlich dhnliches Bild: einer-
seits stete Abnahme des Casein- und Albuminstickstoffs, wobei der
einfache Eiweilkorper Albumin in einem ungleich hoheren Ausmalf
als das Casein der Zertriimmerung durch die enzymatischen und wahr-
scheinlich auch siureproteolytischen Krifte verfillt; andererseits stete
Zunahme des Stickstoffs hoch- und niedermolekularer Spaltungs-
produkte, polypeptiddahnlicher Komplexe verschiedenster Art, unter
denen héhere Komplexe, durch ihre Fallbarkeit mit Phosphorwolfram-
sdure bis zu einem bestimmten Grad als chemisch einheitliche Kom-
plexe charakterisiert und als Peptone bezeichnet, iiberwiegen: Uber
Polypeptide verschiedenster Art geht die Hydrolyse weiter bis zu den
einfachsten Spaltungsprodukten Aminosiuren und Ammoniak; der
Aminosiuren- und Ammoniakstickstoff erfahren dabei eine relativ
sehr betrichtliche Mehrung. Da mit der enzymatischen Spaltung auch
Saureproteolyse Hand in Hand gehen wird, so kann es sich bei dem neu
hinzugetretenen Ammoniak um ,,priformiertes* Ammoniak handeln,
priaformiert in derselben Weise wie die Aminoséuren im EiweiBmolekiil
praformiert sind ; es braucht also das Ammoniak des Reststickstoffs nicht
allein durch Desaminierung von Aminosiuren entstanden sein. Auch
die weiteren Bestandteile des Reststickstoffes, wie Harnstoff, Harn-
siure, Kreatinin usw. erfahren bei der Sauerung der Milch eine nicht
unbetrichtliche Zunahme. Wahrscheinlich erfolgt die Zunahme dieser
Korper durch Vorginge sekundérer Art, sie werden wohl mehr oder
weniger als Produkte des Stoffwechsels der Bakterien zu werten sein;
so kann z. B. aus dem Arginin iiber Guanidin das Kreatin entstehen,
oder durch Spaltung des Arginins direkt Harnstoff.
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Das Ausmaf} der EiweiBhydrolyse der Milch wird unter sonst gleich-
bleibenden Verhéltnissen durch die Menge der eiweiBlésenden Mikro-
organismen und nicht zum wenigsten durch deren chemisches Leistungs-
vermégen bedingt sein.

Der Eiweifabbau der ,,Saya*-Milch.

,»Saya‘“ stellt ein unter besonderen Bedingungen bereitetes, kalt-
gereiftes, stark siurehaltiges Sauermilchpriparat dar, dem auf Grund
seines hohen Gehaltes an Milchsdure und reichlicher Mengen Kohlen-
siaure, sowie auf Grund der im Verlauf der Gérung eingetretenen inten-
siven Loslichmachung des Milcheiweies ein hoher distetischer Wert
zukommt. Da der Reifungsprozef} der ,,Saya’ im Gegensatz zu anderen
Sauermilcharten wie Joghurt und Kefir sich iiber eine Reihe von Wochen
erstreckt und bei niederen Temperaturen vor sich geht, so wird der
EiweiBabbau bei ,,Saya‘ ein anderes Bild gegeniiber der Hydrolyse des
MilcheiweiBles bei der spontanen Siauerung der Milch zeigen.

Fiir die Untersuchung standen neben frisch bereiteten Proben auch
einige dltere Proben zur Verfiigung, von denen namentlich 1!/, und
18 Jahre alte Proben besonderes Interesse erweckten. Die prozentuale
Abnahme des Stickstoffs der genuinen Eiweifkorper bzw. die prozen-
tuale Zunahme des Reststickstoffs konnte bei den Sayamilchproben
nicht angegeben werden, da es sich bei jeder Probe um Ausgangsmilch
verschiedener Herkunft handelte. Das Ergebnis der Untersuchungen
ist in nachfolgender Tabelle verzeichnet.

Tabelle 29. Eiweifabbaw ber Sayagirung der Milch.

Alter der Proben
vollreif
etwa 4 Monate | 1%/, Jahre | 18 Jahre
6 Wochen
Gesamtstickstoff in mg% . . . . . 480,0 467,0 462,0 541,5
Caseinstickstoff in mg%. . . . . . 293,6 2244 181,8 80,0
Albuminstickstoff in mg%. . . . . 19,8 24,9 21,8 13,8
Albumosenstickstoff in mg%. . . . 65,5 52,8 39,5 23,3
Peptonstickstoff in mg% . . . . . 68,5 116,0 149,5 306,6
Gesamtreststickstoff in mg%. . . . 182,6 224,0 272,0 455,0
Reststickstoff in mg% . . . . . . 44,6 52,6 73,1 104,0
Aminostickstoff in mg%. . . . . . 11,5 14,3 27,7 34,3
Ammoniakstickstoff in mg% . . . . 3,8 4,9 6,9 38,4
Harnstoffstickstoff in mg% . . . . 13,7 14,5 13,4 22,1
Kreatinin in mg% . . . . . . . 3,2 3,6 6,2 11,0
Kreatin in mg% . . . . . . e 4,2 6,0 7,9 13,4
Harnsidure in mg% . . . . . e 2,3 1,8 2,0 0,9
Sduregrad S:H. . . . . . . . .. 45,2 60,0 86,0 144,0
Do o o e e 4,10 4,03 3,75 3,83
Fettgehalt in % . . . . . . . . . 4,2 3,2 3,3 2,0
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Die bei den jeweiligen Proben angegebenen Werte fiir Gesamt-
reststickstoff und dessen einzelnen Komponenten lassen den Umfang
und namentlich auch die Tiefe der Proteolyse, die sich bei der Reifung
der Saya vollzieht, erkennen. Der betréchtlichste Zuwachs entfallt
zweifelsohne wieder auf die Peptonfraktion. Fiir die Tiefe der Hydrolyse
zeugen die bemerkenswert hohen Werte fiir Aminosiuren- und Ammo-
niakstickstoff. Am weitesten vorgeschritten ist die EiweiBspaltung bei
den beiden altesten Proben. Die 18 Jahre alte Probe war ungenieBbar;
Geschmack und Geruch waren auBerordentlich bitter und stark ranzig,
das Casein auf etwa 1 Viertel des durchschnittlichen Caseingehaltes
einer Milch normaler Zusammensetzung vermindert. Sehr weitgehend
war bei dieser Probe auch die Zersetzung des Milchfettes vorgeschritten,
die sich in einer sehr hohen Ranziditit der Probe zu erkennen gab.

III. Die Bewegung der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch durch
Erhitzen der Mileh.

Uber die Abhingigkeit der Verinderungen der stickstoffhaltigen
Bestandteile der Milch von der Temperatur und der Dauer des Er-
hitzens hat man auch heute noch eine ziemlich unklare Vorstellung. Am
besten sind noch die Verhaltnisse bei Milchalbumin studiert; es ist dieses
verstandlich, nachdem das Albumin der typisch hitzekoagulable Eiweil3-
stoff der Milch ist.

Die Angaben iiber Beginn und Ausmafl der Albumingerinnung der Milch
sind sehr widersprechend. Vermutlich wird auch die Hitzekoagulation des Milch-
albumins in weit héherem MafBe von Elektrolyten und Wasserstoffionen beein-
fluBt, als man bisher schlechthin angenommen hat. Nach den Angaben von
W einlig'® macht sich die Gerinnung des Albumins schon bei 60 ° bei einer Erhitzungs-
dauer der Milch von 10, 20 und 30 Minuten bemerkbar und die prozentuale Ver-
minderung des Albumins ist nach 30 Minuten langem Erwirmen bei 60° recht
groB. Sie schwankt nach den Angaben von Weinlig zwischen 3,17 und 16,28 %,
im Durchschnitt betrigt sie 8,6%. Beim Erhitzen der Milch 1 Minute lang auf
80° sind nach Angaben des genannten Autors im Durchschnitt fast 4% des Albu-
mins unldslich geworden.

Uber das Verhalten der weiteren Stickstoffbestandteile der Milch, namentlich
des Cageins, welches erst bei Temperaturen von iiber 100° wesentliche Verinde-
rungen erfihrt, — die Verminderung des Labgerinnungsvermégens der Milch beim
Erhitzen hingt zum Teil auch von dem Unléslichwerden geléster Kalksalze der Milch
ab — finden sich im Schrifttum nur wenig Angaben. Viertelstiindiges Erhitzen
der Milch auf 100° bewirkt nach Raudnitz eine geringe Verminderung des durch
Essigséure fillbaren EiweiBstickstoffes, nach Erhitzen auf 140° sind von den
urspriinglichen 93,6% EiweiBstickstoff nur noch 76,4% durch Essigsiure fallbar
geworden. Der Filtratstickstoff ist dementsprechend von 6,41 auf 23,63% an-
gestiegen. Bei Milch, die 1/, Stunde auf 130° oder 5 Minuten auf 140° erhitzt
worden war, beobachtete Raudnilz Gerinnung. Das Gerinnsel erwies sich weder
mit Sauregerinnsel noch mit Paracasein identisch.

Fiir die in Frage kommenden Untersuchungen, Einflul der Pasteuri-
sierung bzw. der Erhitzung der Milch auf die verschiedenen stickstoff-
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haltigen Bestandteile der Milch, wurde dauer- und momentpasteurisierte
Milch des Molkereibetriebes verwendet. Weiterhin wurden Proben einer
groBen Sammelmilch auf Kochtemperatur und auf 115° erhitzt und dann
zur Untersuchung genommen. Die Ergebnisse sind in der Tab. 30 ver-
zeichnet.

Tabelle 30. Die Verdnderungen der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch beim
Erhitzen der Milch.

Erhit " ¢ Zu- oder Ab-
Stickstoffhaltiger Bestandteil rhilaungsiemperatit gagTe be;z;
der Milch Rohmi . o Koch- | o | Mich aut 116°
ilch 63 86 temperatur 115 %
Gesamtstickst. in mg% 540,4 h537,8 537,3 ‘ 540,5 537,2 —
Caseinstickstoff in mg% .| 348,3 335,6 347,8 | 383,0 390,6 + 12,1
Albuminstickstoff in mg% | 75,7 71,7 53,3 | 13,9 8,0 — 89,5
Albumosenstickst. in mg % 44,6 46,0 45,7 42,4 36,4 — 18,4
Peptonstickstoff in mg% .| 45,2 59,4 60,0 66,0 68,4 - 51,3
Gesamtreststickst. in mg% | 123,6 138,0 148,6 152,0 160,0 + 29,4
Reststickstoff in mg% . .| 31,1 32,6 35,0 37,8 41,1 + 32,1
Aminostickstoff in mg% . 4,1 4,2 44 5,4 5,5 -+ 34,1
Ammoniakstickst. in mg% 1,1 1,3 1,4 1,5 1,6 -+ 45,4
Harnstoffstickst. in mg% .| 13,8 14,4 15,8 15,9 17,4 + 26,1
Kreatinin in mg%. . . . 2,4 2,6 2,6 3,0 2,8 - 16,7
Kreatin in mg%. . 3.4 3,6 3,6 4,0 3,7 + 8,8
Harnsaure in mg% 2,8 2.4 24 2.8 2,6 —
Sauregrad. . . . . . . . 8,0 7,8 7,8 8,4 I 84 -
Spez. Gewicht. . . . . . 1,031 1,031 1,032 1,032 1,032 —
Fettgehalt in % . . . . . 3,8 3,8 3,8 3,7 3,7 —
Zuckergehalt in %. . . . 4,11 4,09 4,08 4,10 | 4,0 — 2,6

Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich, erfahrt der Albumin-
stickstoff der Milch eine mit der Hohe der Erhitzungstemperatur gleich-
sinnig verlaufende Verringerung. Bei der dauerpasteurisierten Milch
ist diese noch relativ gering, 5,3%, betrichtlich hoéher bei der hoch-
pasteurisierten Milch, 29,6 % und noch héher bei der gekochten Milch,
81,6 % ; beim Sterilisieren der Milch ist das Albumin bis auf einen kleinen
Anteil koaguliert worden, 89,4% des Albumins sind unléslich geworden.
Wahrend bei der Dauer- und Momentpasteurisierung der Albumosen-
stickstoff noch etwas zunimmt, tritt beim Erhitzen der Milch auf Koch-
und Sterilisationstemperatur ein merklicher Riickgang des Albumosen-
stickstoffs ein. Die Peptonfraktion erfihrt dagegen eine mit zunehmen-
der Erhitzungstemperatur gleichsinnig verlaufende Vermehrung, die
sich natiirlich auch in der Zunahme des Gesamtreststickstoffs ausdriickt.
Diese betragt fiir dauerpasteurisierte Milch 10,4%, fiir momentpasteuri-
sierte Milch 16,9%, fiir gekochte Milch 18,6% und fiir sterilisierte
Milch 22,8%. Die Zunahme des Gehaltes der erhitzten Milchen an den
Einzelkomponenten des Reststickstoffs, hauptsichlich an Amino-,
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Ammoniak- und Harnstoffstickstoff ist erkennbar. Die Werte fiir Casein-
stickstoff verzeichnen bei hheren Temperaturen ebenfalls eine betracht-
liche Zunahme; diese ist jedoch nur eine scheinbare, der Gang der Ana-
lyse brachte es mit sich, dal ein Teil des hitzekoagulierten Albumin-
stickstoffs mit dem Caseinstickstoff bestimmt wurde.

Die einschneidendste Veranderung erleidet somit das Albumin. Mit
der Hitzegerinnung des Albumins hatte sich O. Rahn?® befaBt und dabei
festgestellt, dal der sog. Temperaturkoeffizient, die Warmebeschleuni-
gung, mit steigender Temperatur abnimmt, ein Beweis, da} die Albumin-
gerinnung der Milch nicht normal verlauft. Rakhn fithrte diese Erschei-
nung auf Hydrolyse eines Eiweillstoffes zuriick, der beim Erhitzen der
Milch auf hohere Temperaturen unl6slich geworden, nun gleichzeitig
einer Art milder Hydrolyse verfillt. Letztere kann natiirlich auch bei
Temperaturen unter 100° vor sich gehen, wirkt reaktionsstérend und
erweckt den Eindruck cines anormalen Verlaufs der Gerinnung. Die
vorstehenden Untersuchungsergebnisse bestatigen die Ansicht Rahns.
Das Milchalbumin wird beim Erhitzen nicht nur koaguliert, sondern
zum Teil auch hydrolysiert und seine Hydrolysenprodukte bedingen
wohl in erster Linie die Erhohung des Peptonstickstoffes und wahr-
scheinlich auch eines Teils der weiteren stickstoffhaltigen Bestandteile
der erhitzten Milchproben. Im giinstigsten Falle vermochte Rahn nach
seinen Angaben 72% Albumin bei 10 Minuten langem Erhitzen der
Milch auf 100° zu koagulieren. Nach unseren eigenen Befunden konnten
wir eine Verringerung des Albuminstickstoffs um 81,6 % beim Kochen
der Milch feststellen. Von wesentlichem Einfluf auf die Menge des beim
Erhitzen koagulierten Albumins mag, wie bereits erwiahnt, die Elektro-
lytkonzentration der jeweiligen Milchprobe sein. Eine véllige Koagu-
lation des Albumins trat aber nach unseren Beobachtungen selbst beim
Sterilisieren der Milch (115°) nicht ein. Auch Raudnitz weist bereits
darauf hin, daB ein bestimmter Teil des hitzekoagulablen Eiweifes
der Milch iiberhaupt nicht zur Gerinnung zu bringen ist. Nach der An-
sicht genannten Autors spalten sich aus diesem Eiweilrest wahrschein-
lich der Schwefelwasserstoff und das Mercaptan ab, welche sich Zuweilen
beim Kochen der Kuhmilch, nicht aber beim Kochen der Menschenmilch
entwickeln. Eichloff erbrachte dann allerdings den Beweis, daf} stets
und nicht nur beim Kochen der Milch iiber freier Flamme, sondern
schon beim lingeren Stehen der Milch in kochendem Wasser Ammoniak,
Schwefelwasserstoff und gasformige Phosphorverbindungen entstehen,
und zwar in solchen Mengen, daB sie sich quantitativ bestimmen lassen.
Wir konnten eine Zunahme des Ammoniakstickstoffes um 31% beim Er-
hitzen der Milch auf Kochtemperatur feststellen.

Die durch Erhitzen der Milch stets auftretenden Verinderungen der
stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch sind unter den gewihlten Ver-
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suchsbedingungen am geringfiigigsten bei Einwirkung einer Temperatur
von 63 ° wihrend 30 Minuten auf die Milch. Gegeniiber den weit inten-
siveren Veridnderungen, die bei der Hochpasteurisierung mit den stick-
stoffhaltigen Bestandteilen der Milch vor sich gehen, ist damit die Dauer-
pasteurisierung auch tatsichlich die schonendste Art der Pasteurisierung
der Milch.

Zusammenfassung.

1. Vorliegende Arbeit verfolgte den Zweck, Einblick in die Menge und
Art der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch sowie in die Verénder-
lichkeit und Bewegung der letzteren bei normaler Sekretion bzw. in Fl-
len, wie sie zum Teil bei der Verarbeitung der Milch vorliegen, zu geben.
Zu diesem Behufe wurde zunichst unter Verwendung bisheriger dies-
beziiglicher Angaben der Literatur eine entsprechende Methodik fiir die
quantitative Bestimmung der einzelnen Stickstoffbestandteile aus-
gearbeitet.

2. Auf Grund der Ergebnisse ist man auch beim System Milch be-
rechtigt, analog den Verhiltnissen beim Blut von einem Reststickstoff
der Milch zu sprechen. Dieser umfafit die Gesamtheit aller nichteiweif3-
artigen, stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch. Er stellt in diesem
Sinne den ,eigentlichen Reststickstoff dar und besteht vorwiegend
aus molekular dispersen, stickstoffhaltigen Korpern wie Aminosiuren,
Ammoniak, Harnstoff, Kreatin, Kreatinin und Harnsdure. Daneben
ist es aber auch angiingig von einem Reststickstoff der Milch im ,,weiteren
Sinne des Wortes“ zu sprechen, der neben den bereits erwihnten,
eigentlichen Reststickstoffsubstanzen noch stickstoffhaltige Bestandteile
eiweiBartiger Natur wie die Albumosen und Peptone in sich vereinigt.

3. Die Menge des Reststickstoffes hingt aufs: innigste mit der Art
der EnteiweiBung der Milch zusammen. Es wurde eine Reihe eiweil3-
fallender Reagenzien daraufhin untersucht. Die zweckmiBigste Ent-
eiweiBung der Milch wurde mittels Natriumwolframat und Trichloressig-
siure erzielt, wobei allerdings auch mit einer teilweisen Ausfiallung von
Hexonbasenstickstoff zu rechnen ist. Der nach Enteiweiflung mit die-
sem Reagens verbleibende Wert fiir Reststickstoff kann als ,,Reststick-
stoff im engeren Sinne des Wortes bewertet werden. Er wurde im
Mittel bei Milch normaler Zusammensetzung zu 23 mg% befunden.
Des weiteren erwies sich das Essigsdure-Hitzeserum als geeignetes Serum
zur Bestimmung des ,Reststickstoffes im weiteren Sinne des Wortes®,
da dieser auBer den eigentlichen Reststickstoffbestandteilen auch noch
Stickstoffkérper eiweiBartiger Natur umfaft. Fir die Bestimmung des
Gehaltes einer Milch an Reststickstoff im Rahmen der Milchkontrolle
ist das Essigsiure-Hitzeserum das geeignetste. Der Gehalt normaler
Milch an Reststickstoff im weiteren Sinne des Wortes betrug im Durch-
schnitt 71 mg%.
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Das Natriumwolframat-Trichloressigsiureserum der Milch eignet
sich vorziiglich zur Harnsiurebestimmung, das Essigsiure-Hitzeserum
zur Bestimmung weiterer Reststickstoffkomponenten, wie Aminosiéuren-,
Harnstoff- und Ammoniakstickstoff.

4. Um die Verteilung des Stickstoffes der Milch auf deren verschie-
dene stickstoffhaltige Bestandteile kennenzulernen, wurden verschiedene
Proben von Sammelmilch (Werkmilch) sowie Proben von Einzelgemelken
nach einem bestimmten Schema analysiert. Dabei wurden fiir Sammel-
milch im Durchschnitt nachstehende Werte fiir die Komponenten des
Gesamtreststickstoffes ermittelt: Albumosenstickstoff 27 mg %, Pepton-
stickstoff 18 mg %, Aminosaurenstickstoff 4,7 mg%, Kreatinin 1,7 mg%,
Kreatin 2,2 mg%, Ammoniakstickstoff 1,0 mg%, Harnstoffstickstoff
10,5 mg % und Harnsdure 1,4 mg%. Proben von Einzelgemelken (Milch
der Kindermilchanstalt Veitshof)ergaben: Albumosenstickstoff 30,7mg %,
Peptonstickstoff 22,9 mg%, Aminosiurenstickstoff 3,7 mg%, Krea-
tinin 2,0 mg%, Kreatin 3,0 mg%, Ammoniakstickstoff 1,2 mg%, Harn-
stickstoff 12,6 mg % und Harnsdure 2,1 mg%. Wie aus der Zusammen-
stellung ersichtlich, weisen die Proben der Vorzugsmilch gegeniiber den
Sammelmilchproben bei annéhernd gleichem Gebalt an Gesamtstickstoff
durchwegs hohere Werte fiir samtliche stickstoffhaltige Bestandteile
der Milch auf. Es ist naheliegend, diese Erscheinung auf die zur Zeit der
Entnahme der Vorzugsmilchproben vorherrschende Verfiitterung von
Silage zuriickzufiihren; die Frage bedarf weiterer Kldrung durch ein-
gehendere Versuche.

5. Um die Bewegung der stickstoffhaltigen Bestandteile der Milch
bei deren Sauerung zu verfolgen, wurden Milchproben der Selbstsiuerung
iiberlassen und in Zwischenrdumen von 2 Tagen die Stickstoffkérper
quantitativ bestimmt. Als Ergebnis dieser Versuche wurde festgestellt,
daB entsprechend dem fortschreitenden Abbau der Eiweikorper eine
zum Teil sehr wesentliche Zunahme der Werte der meisten Komponenten
des Reststickstoffes, insbesondere des Polypeptidstickstoffs stattfindet.
Nach 9tigiger Dauer der Séuerung ergab sich folgendes Bild: Casein
und Albumin erfuhren eine Abnahme bis um 21 bzw. 171%; dagegen
war eine Zunahme zu verzeichnen bei dem Aminosiurenstickstoff um
170%, bei Kreatinin 67 %, bei Kreatin 82%, bei dem Ammoniakstick-
stoff 345%, bei dem Harnstickstoff 41%. Der Gehalt an Harnsiure bliéb
im groBen und ganzen unverindert.

6. Um die durch die Frhitzung der Milch bedingten Veranderungen
hinsichtlich der stickstoffhaltigen Bestandteile kennenzulernen, wurden
Milchproben auf verschiedene Temperaturen erhitzt: eine halbe Stunde
lang auf 63° (dauerpasteurisierte Milch), auf 85° (hocherhitzte Milch),
auf Kochtemperatur sowie im Autoklaven auf 115°. Die Ergebnisse
der Analyse wurden mit denen einer nichterhitzten Probe verglichen.
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Die Versuche zeigten, daBl mit der Steigerung der Erhitzungstemperatur,
abgesehen von der Gerinnung des hitzekoagulablen EiweiBes, auch teil-
weise Hydrolyse eintritt, Albumin- und Albumosenstickstoff erfuhren
eine Verringerung des Wertes um 846% bzw. 22,5%. Dagegen wiesen
Peptonstickstoff eine Zunahme um 51%, Aminosaurenstickstoff eine
solche von 34%, Kreatinin 17%, Kreatin 9%, Ammoniakstickstoff 45%
und Harnstoffstickstoff 26% auf.

Die vorliegende Arbeit wurde in der Chemisch-Physikalisch-chemi-
schen Abteilung der Sidd. Versuchs- und Forschungsanstalt fiir Milch-
wirtschaft Weihenstephan in der Zeit vom Dezember 1926 bis Mai 1928
verfertigt. AuBer dem Vorstand, Herrn Staatsminister Prof. Dr. Fehr,
bin ich dem Leiter der Abteilung, Herrn Hauptkonservator Dr. Kieferle
fiir die liebenswiirdige Uberlassung des Themas sowie die weitgehende
Unterstiitzung und Anregungen zu Dank verpflichtet.
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