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Yorwort.

In den Jahren 1894 —1902 sind auf Anregung und unter Mitwirkung des
Kaiserlichen Gesundheitsamtes von einer Kommission erfahrener Vertreter der Nahrungs-
mittelchemie die ,Vereinbarungen zur einhéitlichen Untersuchung und Beurteilung
von Nabrungs- und Genufmitteln sowie Gebrauchsgegenstinden fiir das Deutsche
Reich“ ausgearbeitet worden. Ohne daf diese Vereinbarungen einen amtlichen oder
rechtsverbindlichen Charakter tragen, haben sie doch den Zweck erfiillt, eine gewisse
— wenn auch nicht vollkommene — Einheitlichkeit in der Untersuchung und Be-
urteilung von Lebensmitteln im Deutschen Reiche herbeizufithren und die Bekémpfung
von MiBbrduchen auf diesem Gebiete zu erleichtern. Indessen liegt es in der Natur
der Sache, daB8 ein Werk dieser Art in verhiltnismiBig kurzer Zeit abiénderungs- oder
erginzungsbediirftig wird.

Einmal ist der Gegenstand, um den es sich handelt, die Nahrungs- und Genuf-
mittel selbst, gewissen Veriinderungen seines Bestandes unterworfen. Auf dem Markte
der Lebensmittel tauchen neue Erzeugnisse auf, die bisher unbekannt waren oder
wenigstens keine Rolle spielten; es &ndern sich die Verfahren der Gewinnung, Reinigung,
Zurichtung, ferner die Erhaltungsverfahren und — leider nicht zum wenigsten — auch
die Mittel zur Nachahmung und Verfilschung.

Zweitens verschieben sich auch die Grundsitze fiir die Beurteilung der Lebens-
mittel, da die Anspriiche an die Reinheit und Unverfilschtheit der Lebensmittel und
im Zusammenhang damit an ihre Bezeichnungen und Benennungen, die dem Ver-
braucher keinen Zweifel iiber die Beschaffenheit und Herkunft der Erzeugnisse lassen
sollen, in dem Mafe eine steigende Ausgestaltung erfahren, als die Erkenntnis in die
Zusammensetzung der Lebensmittel tiefer eindringt.

Drittens endlich sind die Verfahren zur Untersuchung von Lebensmitteln in
stindiger Entwicklung begriffen. Die Fortschritte der analytischen Wissenschaft, die
Heranziehung der neuesten Denk- und Arbeitsweisen der Chemie, Physik und Biologie
zur Losung der auf diesem Sondergebiete sich bietenden Aufgaben, die tigliche Er-
fahrung eines immer groBer werdenden Stabes von praktisch titigen Nahrungsmittel-
chemikern, schlieBlich die Notwendigkeit, den neu auftauchenden Filschungsmitteln
auch die Untersuchungsverfahren anzupassen, zeitigen eine Fiille von Vorschligen zur
Erginzung und Abiinderung der iiblichen Untersuchungsvorschriften, die in den Fach-
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zeitschriften aller Linder niedergelegt sind. Hatten in die ,Vereinbarungen“ vielfach
solche Untersuchungsverfahren — in Ermangelung von besseren — Aufnahme finden
miissen, die einer vielseitigen Nachpriifung und Bestitigung noch bedurften, so ist
es nunmehr um so notwendiger geworden, das gewaltig angewachsene Material kritisch
zu sichten und durch griindliche experimentelle Studien die fiir die einzelnen Zwecke
jeweils am besten geeigneten Untersuchungsverfahren festzulegen.

Eine Neubearbeitung der ,Vereinbarungen“ erscheint somit unerldflich, wobei
die Frage, ob es moglich ist, den neuen Bestimmungen einen rechtsverbindlichen
Charakter zu geben, einer zukiinftigen Gesetzgebung iiberlassen bleiben muB und hier
nicht erértert werden soll.

Der auflerordentlich grofe Umfang des Gebietes, um das es sich hier handelt,
schlieBt es aus, daB die noch erforderlichen experimentellen und kritischen Vorarbeiten
an einer einzelnen Stelle erledigt werden. Im Kaiserlichen Gesundheitsamte sind seit
einigen Jahren Arbeiten ausgefiihrt worden, die von verschiedenen Punkten aus die
gestellte Aufgabe systematisch in Angriff nehmen sollten, wihrend anderseits auch bei
der Bearbeitung anderer, hiermit nicht unmittelbar zusammenhingender Gegenstinde
im Gesundheitsamte jede Gelegenheit benutzt wurde, um nebenbei Unterlagen fiir die
Neubearbeitung der ,Vereinbarungen“ zu gewinnen. Die Ergebnisse solcher Unter-
suchungen sind jeweils in den ,Arbeiten aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte®
verdffentlicht worden. Um jedoch das zerstreute Material iibersichtlicher darzustellen
und allm#hlich zu einer umfassenden kritischen Grundlage auszugestalten, auf die die
Untersuchungsverfahren und Beurteilungsgrundsiitze der Neubearbeitung der ,Verein-
barungen“ sich aufbauen sollen, sind die hierher gehérigen Arbeiten zu besonderen
Sammelbénden vereinigt worden, deren erster hiermit der Offentlichkeit iibergeben
wird. Ein zweiter Band befindet sich im Druck.

Berlin, im November 1910.
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Beitriige zur Kenntnis des Fleischextraktes.
Von

Privatdozenten Dr. Emil Baur und Dr. Hermann Barschall,
wissenschaftlichen Hilfsarbeitern im Kaiserlichen Gesundheitsamte.

Die vorliegenden Untersuchungen nehmen ihren Ausgang von der Frage nach
dem Ursprung der Bernsteinsiure im Fleischextrakt, versuchen sie zu beantworten
und fithren in Zusammenhang damit zu Bestimmungsverfahren fiir Kreatin, Kreatinin
und Aminosiiuren in Fleischextrakten und Peptonen.

I. Uber die Bernsteinsiure im Fleischextrakte.

Das Vorkommen der Bernsteinsiiure im Fleischextrakte hat in der letzten Zeit
Bedenken erregt. Zwar ist sie schon 1871 von Weidel!) im Fleischextrakt aufge-
funden worden, doch ist dies Vorkommen erst verdichtig geworden, seitdem namentlich
durch die Arbeiten E. Salkowskis?) festgestellt wurde, daB Bernsteinséure im frischen
wiisserigen Fleischauszuge nicht vorkommt, und daf dieselbe auch kein priméres
Eiwei-Spaltungsprodukt ist, das unmittelbar durch Hydrolyse von Eiweifl entstiinde.
Vielmehr ist sie erst ein sekundéires Spaltprodukt, und zwar entsteht sie aus
Asparaginsiure durch die reduzierende Wirkung von Fiulnisbakterien®), welche ganz
allgemein Aminosduren zu den entsprechenden Fettsiuren zu reduzieren vermdigen.
Dieselbe Reduktion durch Einwirkung solcher chemischer Stoffe, die in den organischen
Gewebesiften vorhanden sind, ist bis jetzt als gesonderte chemische Reaktion noch
nicht beobachtet worden. Nur lehren die Befunde bei der Selbstverdauung der Organe,
der sogenannten Autolyse, dafl diese Reduktion in den Organen selbst allerdings zu-
stande kommt, vermutlich unter dem Rinflul gewisser Fermente?) (Reduktasen).
Es wire aber autolytisch zersetztes Fleisch ebensowenig als ,frisch® zu bezeichnen,
als durch Bakterienwirkung angefaultes. Daher haben Kutscher und Steudel?),

1y Uber eine neue Base aus dem Fleischextrakt. Liebigs Annalen 158, 866 (1871).

7y Uber Autodigestion der Organe. Supplement zu Band 17 der Zeitschr. fiir klinische
Medizin. 8. 95 (1890).

%) Vgl. Cohnheim, Chemie der Eiweiflkérper, Braunschweig 1900, S. 538.

%) Vgl. Magnus-Levy, Hofineisters Beitriige 2, S. 261 (1902).

5y Uber Methoden zur Begutachtung von Fleischextrakten, Zeitschrift f. physiologische
Chemie 88, 103 (1903).

1
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welche Mengen von 0,33 bis 0,88 g Bernsteinsiure in 50 g Fleischextrakt (Liebig)
fanden, dem Verdacht Raum gegeben, dafl zur Bereitung des Fleischextraktes kein
frisches Fleisch zur Verwendung komme. Im Anschluff daran priifte H. Wolff?)
nach, wie viel Bernsteinsiure bei der Fleischfiulnis entsteht, und fand fiir 1 kg Fleisch
am 7. Tage 0,069 g, am 9. Tage 0,173 g Bernsteinsiure. Da zu 50 g Liebigs Fleisch-
extrakt etwa 3 kg Fleisch erforderlich sind, so erkennt man, daf die von Kutscher
und Steudel gefundenen Mengen Bernsteinsiure verdorbenem Fleisch entsprechen
wirden, wenn wirklich die Bernsteinsiure durch Fdulnis entstanden wire.

Dagegen wendet nun freilich M. Siegfried®) ein, daf die Quelle der Bernstein-
siure ein eigentiimlicher Stoff von saurem Charakter sei, welchen er Phosphorfleisch-
siure oder Muskelnucleon genannt hat. Dieser Stoff, der von Siegfried zwar nicht
in einwandfreier Weise aus den Muskeln abgesondert wurde, soll bei seinem hydro-
lytischen Zerfall unter anderem Phosphorsiure, Bernsteinsiiure und Milchsiiure bilden.
Siegfried sucht nachzuweisen, dafl die Bernsteinsiure aus dem Nukleon, das im
Extrakt vorhanden sein soll, wihrend der analytischen Arbeit entstehe.

Man sduert niimlich das in Wasser geloste Extrakt mit Schwefelsiure an und
extrahiert darauf die saure Lésung mit Ather tage- und wochenlang. Da nun
Siegfried bei verschiedenem S#urezusatz verschiedene und mit der Zeit wachsende
Mengen von Bernsteinsiure erhilt, so folgert er eine langsam verlaufende, Bernstein-
siure liefernde, Hydrolyse im angesiuerten Fleischextrakt. Doch kann man aus
Siegfrieds Versuchen?®) nicht klar ersehen, was der Einfluff der Zeit allein, getrennt
von dem Einflufl stirkerer Aziditit, auf die Ausbeute ausmacht. Ein Versuch, in
dem die Wirkung der Zeit allein zur Geltung kommt, ist fiir die Frage nach der
Existenz des Nukleons grundlegend. Siegfried*) ist sich dessen bewufit, jedoch
scheint er den entsprechenden Versuch nicht ausgefiithrt zu haben.

Daf} die Konzentration der zugesetzten Schwefelsiure auf den Gang der Extraktion
mit Ather von erheblichem Einflu ist, ist sowohl erfahrungsgemif bekannt®), als

) Uber die Beurteilung des Faulniszustandes des Fleisches nach dem Gehalt an Bernstein-
siiure, Hofmeisters Beitrige 4, S. 2564 (1904).

% Uber Methoden zur Begutachtung des Fleischextraktes, Zeitschrift f. physiologische
Chemie 89, S. 126 (1903).

®) In ersten Versuch erhilt Siegfried nach 59stiindiger Extraktion (6 Tage) bei
0,42n-H, SO, keine merkliche Menge, darauf nach weiterer 60 Stunden langer Extraktion (12 Tage)
bei derselben Aziditat 0,0122 g, darauf, nachdem die Losung 1,3 normal an H, SO, gemacht
worden war, nach 36 Stunden (5 Tage) 0,1018 g Bernsteinsiiure. — Im zweiten Versuch jedoch
entstehen in denselben Zeiten, wie oben, bei 0,45n-H,SO,, beziehungsweise: 0,1692 g — 0,0465 g
— 0,0341 g Bernsteinsdure. Die Zahlen beziehen sich auf 50 g Fleischextrakt.

‘) In seiner Abhandlung iiber Phosphorfleischsiure (Ber. 28, S. 515, 1895) sagt Siegfried:
nDie Entstehung der Paramilchsiiure aus dem Muskelnukleon durch Hydrolyse scheint mir sicher.
Den einwurfsfreien Nachweis werde ich erst erbringen kénnen, wenn sich nach Darstellung des
notigen Materials zeigen lift, daf die Menge der gebildeten Milchsiure von der Dauer der Ein-
wirkung und Konzentration der Barytlosung abhingig ist. Das Gleiche gilt von der Bernstein-
sdure,”

®) F. Blumenthal, Virchows Archiv 137, 538 (1894). Der Verfasser macht von dem
Umstande, daf Bernsteinsiure in verdiinnter und schwach saurer Losung sehr wenig in den
Ather geht, Gebrauch, um diese Siure von Hydrozimmtsdure und Phenylessigsiure zu trennen.
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auch aus der elektrolytischen Dissoziation der Bernsteinsidure leicht berechenbar. In
1o normaler Losung ist Bernsteinsiure zu etwa 48°, dissoziert. Diese Dissoziation
wird durch normale Wasserstoffionenkonzentration auf 0,6%, zuriickgedringt, so daf
dadurch die unter sonst gleichen Umstiinden mit Ather ausziehbare Menge auf das
Doppelte etwa ansteigt. Tatsiichlich hat man es mit noch stirkeren Verdiinnungen zu
tun, wobei die Wirkung der zugesetzten Mineralséure prozentisch noch bedeutender wird.

Die Bestimmung, ob der Séurezusatz eine zeitliche Einwirkung auf Fleischextrakt-
l6sung im Sinne Siegfrieds wirklich besitzt, wurde nun zunichst durchgefiihrt.

Offenbar handelt es sich dabei nur darum, genau vergleichbare Versuche anzu-
stellen, unnotig ist dagegen, die angesiuerte Fleischextraktlosung mit Ather vollig
zu erschopfen. Wir sind daher von der sehr langwierigen Extraktion im Ather-
extraktionsapparat abgegangen und haben statt dessen die Losungen mit bestimmten
Mengen Ather im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Um einen Uberblick zu bekommen,
wie viel Ather zu nehmen ist, und wie oft ausgeschiittelt werden mufB, haben wir
das Teilungsverhiltnis der Bernsteinsiure eigens bestimmt. Dariiber wird im Anhang
berichtet. Es ist danach das Teilungsverhéltnis (bezogen auf undissoziierte Siure)
zwischen Wasser und Ather etwa wie 6:1. Dafiir, daBl in den Versuchen die Bern-
steingure in der wisserigen Schicht vollig undissoziiert vorliege, war durch Zusatz
von soviel Schwefelsiure gesorgt, dal die Extraktlosung daran 1,5 normal war. Wir
haben nun so gearbeitet, da 500 ccm Extraktlésung sechsmal mit je 250 ccm Ather
(dem etwas Alkohol zugesetzt war) geschiittelt wurden. Die Rechnung zeigt, dall
unter diesen Umstinden im ganzen %/;, der vorhandenen Menge Bernsteinsdure in
den Ather hineingeht. Statt mit reinem Ather haben wir mit einer Mischung von
9 Raumteilen Ather und 1 Raumteil Alkohol geschiittelt, wie von F. Blumenthal?)
empfohlen worden ist. Mit dieser Mischung bekommt man eine bessere Trennung
der beiden Schichten. Der Alkoholzusatz wird wohl das Teilungsverhiltnis zu gunsten
der Atherphase etwas verschieben, so daf man schitzen kann, daB bei dem einge-
schlagenen Verfahren rund die Hélfte der vorhandenen Bernsteinsiure extrahiert wird?).

In bezug auf die Abscheidung der Bernsteinsiure nach dem Verjagen des
Athers waren die Verfahren von F. Blumenthal®) und von Kutscher und Steudel?)
zu vergleichen. Ersterer versetzt den Riickstand des Atherextrakts mit geschlimmtem
Bleihydroxyd, wobei unlésliches Bleisuccinat gebildet wird. Der Bleiniederschlag
wird abfiltriert, in Wasser verteilt und mit Schwefelwasserstoff entbleit. Das Filtrat
vom Schwefelblei soll nach dem FEindampfen die Bernsteinsdure rein hinterlassen.
Bei diesem Verfahren blieben jedoch stets Spuren von Schwefelsiure an der Bernstein-
siure haften, welche das Priiparat verdarben, indem die Schwefelsiure naturgemil
zuletzt verkohlend einwirkte.

1

) A.a. O.

%) Beim Suchen nach geeigneten Extraktionsmitteln wurde zwar im Amylalkohol ein
Lssungsmittel gefunden, das Bernsteinsiure sehr reichlich aufnimmt. Leider hat der Amylalkohol

die schlechte Eigenschaft, sich zu emulgieren. Auch liegt seine Siedetemperatur unbequem.
" A a. 0.
Y A a O

11!
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Deshalb wurde schlieflich dem Verfahren von Kutscher und Steudel der
Vorzug gegeben. Nach diesem fillt man im Atherriickstand nach dem Neutralisieren
durch Ammoniak mit Silbernitrat, versetzt das Silbersuccinat mit Salzsdure, filtriert
und verdampft zur Trockne.

Allerdings ist Silbersuccinat nicht sehr schwer 16slich; da man es jedoch mit kleinen
Fliissigkeitsmengen zu tun hat, mit einem starken Uberschu8 an Silbernitrat fiillen
kann und es nicht notig ist, den Niederschlag vollig auszuwaschen, so féllt die
verhiltnisméifig groBe Loslichkeit des Silbersalzes nicht ins Gewicht.

Das eingedampfte Filtrat ergibt die Bernsteinsiure mehr oder minder gefirbt.
Der Riickstand wurde daher nach der Vorschrift von Kutscher und Steudel mit
etwas Wasser aufgenommen und mit Tierkohle entfirbt. Das eingedampfte Filtrat
liefert dann die Bernsteinsiure gut kristallisiert und farblos. Nur konnten wir sie nicht
ganz trocken bekommen, da ihr Spuren von Milchsiiure anhafteten, welche aus dem
Fleischextrakt beim Ausschiitteln in den Ather hineingehen. (Kutscher und
Steudel erwihnen hiervon nichts.) So erklirt es sich, daf der Schmelzpunkt dieses
rohen Produkts etwas tiefer als derjenige der reinen Bernsteinsdure lag?).

Fiir den endgiiltigen Versuch wurden 150 g Fleischextrakt (Liebig) aus einer
Biichse entnommen, mit 100 g reiner Schwefelsiure und Wasser zu 1500 cem gelost
(= 1,6 normal an Schwefelsiure) und in drei gleiche Teile geteilt. Von diesen
wurde der erste sofort verarbeitet, die beiden anderen blieben in verschlossenen Flaschen
acht Tage stehen. Der erste dieser Teile wurde iiberdies mit Toluol versetzt, um
Bakterienwirkung, die allerdings durch die Siure schon so gut wie unméglich gemacht
war, sicher zu vermeiden. Vor dem Ausschiitteln mit Ather wurde von einem ge-
ringen Niederschlag von Eiweiflkorpern abfiltriert. Bei der Extraktion ist sehr darauf
zu achten, daB die Atherschicht rein abgehoben wird und véllig klar ist, wozu es
einiger Ubung bedarf. Der weitere Verlauf ist der beschriebene.

Es wurden erhalten Gramme Bernsteinsiiure aus je 50 g Fleischextrakt:

Fleischextrakt Fleischextrakt
sofort verarbeitet nach 8 Tagen verarbeitet
0,1770 0,1940 0,1936

Die Differenz von 99, zwischen den Ausbeuten aus frischer und gestandener
Extraktlosung ist durchaus innerhalb der Fehlergrenzen des Verfahrens, da die danach
erhaltene und zur Wigung gebrachte Bernsteinsiure doch nicht absolut rein ist und
da es schwer fillt, die Atherextraktion ganz gleichmifig auszufithren. Aus demselben
Grunde mufl man die groBe Ubereinstimmung der beiden letzten Zahlen als eine
zufiillige betrachten.

Wir kénnen daher der in den Versuchsdaten hervortretenden Zunahme von 9%,
keine reelle Bedeutung zuerkennen und schliefen, daB eine Vermehrung der Bernstein-
siure des Fleischextraktes durch Siurewirkung nicht stattfindet.

In Ubereinstimmung mit denjenigen von Kutscher und Steudel sprechen
daher die beschriebenen Versuche gegen die Ansicht von Siegfried, daf die Bernstein-

') Die Irkennung der Bernsteinsiiure an ihrem Schmelzpunkt, an ihrer Sublimation, an
den dabei auftretenden Nebeln und an dem Hustenreiz, den diese austiben, geschieht leicht.
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siure erst durch eine zeitlich langsame Hydrolyse wihrend der Verarbeitung des
Extraktes entstehe.

Es bleibt demnach die Ursache fiir das Vorkommen der Bernsteinsiure im
.Fleischextrakt fraglich. DaB wirklich faules Fleisch zur Extrakterzeugung im groflen
verwendet werde, scheint von vornherein bei dem hohen Stande dieser Industrie
nicht sehr glaublich. Auch wire dieser Ursprung mit den sonstigen Eigenschaften
des Extraktes schwer zu vereinigen.

Insbesondere wichtig ist hier das Vorkommen von Glykogen. Dafl dieses
im Fleischextrakt gefunden wird, hat zuerst Kemmerich!) angegeben und diesen
Befund zur Priifung der Giite des Extraktes heranzuziehen vorgeschlagen.

Daf3 sich in dem Liebigschen Fleischextrakte, der zu den vorstehenden Versuchen
ither den Gehalt an Bernsteinsdure beniitzt wurde, Glykogen findet, wurde durch
folgenden Versuch bestitigt: 50 g dieses Fleischextraktes, welches aus derselben
Biichse wie die zum Bernsteinsdureversuch verwandte Substanz entnommen war, wurden
mit 50 cem 60 %piger Kalilauge versetzt und nach Pfliigers®) Verfahren weiter ver-
arbeitet. Es wurden erhalten 0,3366 g Glykogen?), das durch die Jodreaktion leicht
zu identifizieren war.

AuBlerdem kann man neuerliche Angaben Siegfrieds*) in dem in Frage stehenden
Sinne verwerten. Es finden sich nimlich rund 109, des gesamten Phosphors des
Fleischextraktes in organischer Bindung. Von diesem organisch gebundenen Phosphor
aber stellt Siegfried fest, dal er durch Bakterienwirkung rasch verschwindet. Es
diirfte sich also gar kein organisch gebundener Phoshor im Fleischextrakt vorfinden,
wenn schon von vornherein Bakterien eingewirkt hitten.

Wenn es nun nach alledem nicht wahrscheinlich ist, daB die Bernsteinsiure
durch Bakterienwirkung entstehe, so deutet sie trotzdem auf eine teilweise tiefgreifende
Zersetzung der loslichen Eiweikorper des Muskels bei der Bereitung des Extraktes
hin, die schwer erklirlich wire, wenn, wie man augenblicklich anzunehmen scheint5)
— genaues dariiber weil man nicht — das Extrakt nur mit etwa 80° heiflem Wasser
hergestellt wiirde und auch beim Eindicken des Extraktes héhere Temperaturen
vermieden wiirden. Dies aber diirfte selbst bei Verdampfung in Vakuumapparaten
Schwierigkeiten bereiten. Wird dagegen das Fleisch mit Wasser in Druckkesseln,
also bei iiber 100°, extrahiert und wird beim Eindicken die Temperatur von 100°
betréichtlich tiberschritten, dann sind allerdings bedeutende hydrolytische Wirkungen
auf Eiweifl moglich, welche zur Abtrennung von Aminosduren fithren konnten.

Wir finden uns in diesem Zusammenhang nach zwei Richtungen zu Unter-
suchungen angeregt. Wenn nimlich Asparaginsiure entsteht, so miissen wohl auch
andere Aminosiuren im Fleischextrakt vorhanden sein. Der Verdacht, dafl dem tat-

') Zeitschr. physiol. Chemie 18, S. 409 (1894).

%) Pfliigers Archiv, 98, S. 163 (1903).

®) Das Priiparat wurde darauf durch Inversion und Zuckerbestimmung analysiert. Ergebnis:
0,336 g Glykogen.

Yy Siegfried und Singewald, Zeitschr. Unters. Nahrungs- und Genufim. 10, S. 521 (1905).

*) Kénig und Bomer, Zeitschr. analyt. Chemie 84, S. 548 (1895).
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siichlich so sei, ist nicht neu. Koénig und Bomer') haben schon nach dieser
Stoffklasse gesucht, aber ohne Erfolg. Neuerdings wird diese Frage von neuem be-
arbeitet von Micko?), doch stehen dessen Ergebnisse noch aus. Micko ist nament-
lich zu seiner Untersuchung angeregt worden durch den Unterschied zwischen dem
gesamten und dem durch Phosphorwolframsiure fillbaren Stickstoff des Fleischextraktes.
Darauf wird noch weiter zuriickzukommen sein.

Nach anderer Seite hin fragt es sich, ob nicht vielleicht gerade bei hdherer
Temperatur die reduzierenden Stoffe des Fleischauszuges, zu denen vor allem der
Traubenzucker gehort (allenfalls einschlieflich des Glykogens), imstande wiiren, aus
Aminosiuren, besonders aus Asparaginsiure, die Aminogruppe abzuspalten unter
Uberfiihrung in die entsprechende Fettsiure.

Il. Uber die Verteilung des Stickstoffs im Fleischextrakte.

Im Sinne der am Ende des vorigen Abschnittes ausgesprochenen Vermutung
miissen wir annehmen, dal aufer der Asparaginsiure auch die anderen, aus den
Proteinen entstehenden Aminoséiuren, Glykokoll, Alanin, Leucin usw. im Fleischextrakt
vorhanden sind, und man muf} erwarten, dall ihre Menge zusammengenommen die-
jenige der vorgefundenen Bernsteinsiure jedenfalls um vieles iibertrifft. Machen wir
einen Uberschlag, wieviel Aminosiuren im Fleischextrakt im Verhiltnis zur Bernstein-
siure iiberhaupt vorhanden sein konnen, so begegnen wir einer doppelten Unsicherheit.
Die Aminosiuren sind im Filtrat des Phosphorwolframséureniederschlages. Aber sie
gind nicht allein darin. Vielmehr kommt darin sicher auch noch das Kreatin vor,
da dieses von Phosphorwolframsiure auch nicht bei langem Stehen (wie ein eigener
Versuch lehrte) gefiillt wird, und vielleicht sind in dem Filtrat noch andere, zur
Zeit etwa noch unbekannte Basen®) enthalten. Jedenfalls findet man eine obere
Grenze fiir den mutmaflichen Aminostickstoff, wenn man vom Gesamtstickstoff den-
jenigen des Phosphorwolframniederschlages und denjenigen des Kreatingehaltes abzieht.
Nun besteht aber keine Sicherheit iiber den Kreatingehalt des Fleischextraktes und
anscheinend auch keine Ubereinstimmung tiber die Menge des durch Phosphorwolfram-
siure maximal fillbaren Stickstoffs. Halten wir uns im letzten Punkte an die An-
gaben von Konig und Bémer?), so wiiren durch Phosphorwolframsiiure bei geniigend
langem Stehen (acht Tage) im Mittel von vier Bestimmungen fiillbar: 84 %, N, wihrend
der gesamte N-Gehalt betriigt: 9,2°,. Der Unterschied wire also: 0,8%,. Anderer-
seits wird der Kreatingehalt von Karmrodt®) auf 8,5%, (mit 1,13°, N) und von
Micko® der von Kreatin und Kreatinin zusammen zu 6%, (mit 1,8 %/ N) veran-
schlagt. Danach wiire obiger Unterschied mehr als gedeckt durch den Kreatingehalt
und fir Aminosiuren bliebe nichts.

) A, a. 0.

?) Zeitschr. Unters. Nakrungs- und Genufim. 10, S. 393 (1905).

) Die kiirzlich von Kutscher (Zeitschr. Unters. Nahrungs- u. Genum. 10, S. 528, 1905)
im Fleischextrakt neu entdeckten Basen sind sidmtlich durch Phosphorwolframsiure fillbar,

4y Zeitschr. analyt. Chemie 84, 548 (1895).

) Angefiihrt nach J. K6énig, Chemie d. Nahrungs- und Genufim. II, 8. 555 (1904).

% Ztschr. Nahrungs- und Genufim. 5, S. 193 (1902).



Indessen sind nicht nur die Kreatinwerte durchaus unsicher, da sie auf um
stindlicher und schwer zu handhabender Absonderung in Substanz beruhen, sondern
es erschienen auch die Werte des Stickstoffs der Phosphorwolframfillung von Koénig
und Bémer auffallend. Nach diesen Forschern soll die Ausfillung mit Phosphor-
wolframsiiure erst nach acht Tagen beendet sein. Zwei Tage nach der Fillung fanden
sie 7,89 N im Niederschlag; diese Menge wuchs mit der Zeit und wurde erst nach
acht Tagen bei den genannten 8,4 %/, konstant. Wir glaubten indessen zu bemerken,
dafl schon nach einem Tage die tiber dem Phosphorwolframniederschlag stehende
Flissigkeit ganz klar geworden war und eine Vermehrung des Niederschlages an-
scheinend nicht mehr stattfand. So schien es uns wiinschenswert, unter Einhaltung
der von Konig und Bomer gewéhlten Bedingungen deren Versuche zu wiederholen.

Weiterhin wurde nach einem bequemen und quantitativen Bestimmungsverfahren
fiir Kreatin gesucht. Ein solches fand sich in der Reaktion von Jaffé!) zwischen
Pikrinsdiure und Kreatinin, worin Kreatin ja leicht {iberzufiihren ist. Mit der Ver-
wendung dieses Verfahrens diirfte fiir die Analyse der Fleischextrakte und Peptone
eine lidngst empfundene Liicke ausgefiillt sein. Da Kreatin und Kreatinin die
eigentlich bezeichnenden Bestandteile des Fleischextraktes sind, so wire, wie Micko?)
wohl mit Recht hervorhebt, ein brauchbares Verfahren zur Bestimmung dieser Stoffe
von groflem Werte.

Das Ergebnis unserer Untersuchung besteht nun darin, daf in Liebigs Fleisch-
extrakt durch Phosphorwolframséure nur 7,4%, N fillbar sind, und dal nur etwa
0,4°/p Kreatinstickstoff darin sind. Somit bleiben im Filtrat der Phosphorwolfram-
fillung an unbekanntem Stickstoff: 9,2 — (7,4-40,4) = 1,4%, N, welche allenfalls
in Form von Aminosiuren vorliegen kénnten.

Tatsdchlich wurden nun auch im Filtrate von der Phosphorwolframféllung
erhebliche Mengen Aminostickstoff nachgewiesen unter Benutzung des neuen vortreff:
lichen Gruppenreagens auf Aminosiuren, das von Emil Fischer?) eingefiihrt worden
ist, nidmlich des B-Naphtalinsulfochlorids. Mit diesem Reagens erhidlt man starke
Niederschlige, in denen sich, bezogen auf die Menge des angewandten Fleischextraktes,
rund 1%, N fanden. Soviel Stickstoff wire also in Form von Aminostickstoff vor-
handen, und es blieben im Fleischextrakt nur noch 0,4°, N von den insgesamt vor-
handenen 9,2°%, N klassenmiBig unbekannt.

Von diesem Rest lassen sich noch 0,169, auf Kreatininstickstoff beziehen, so
dafl tatsiichlich nur die kleine Differenz von 0,24°/ Stickstoff als unbekannt {brig
bleibt. Es ist ndmlich nach den Angaben in der Literatur*) Kreatinin durch
Phosphorwolframsiure nicht vollkommen ausfillbar. Um festzustellen, wieviel Kreatinin
in unseren Fleischextraktanalysen noch im Filtrat verblieben sein konnte, unter-
suchten wir die Niederschlige in je 200 ccm von Losungen, die a) 10, b) 20,

') Zeitschr. physiol. Chemie 10, S. 339 (1886).

%) Zeitschr, Unters. Nahrungs- und Genufm. §, S. 198 (1902).

®) E. Fischer und Bergell, Ber. 85, S. 3779 (1902).

‘) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der Physiol.-chem. Analyse 7. Auflage 1903.
Seite 130.
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¢) 30 und d) 100 mg Kreatinin und je 75 ccm der iiblichen Phosphorwolframséure-
losung (s. unter II, 1.) enthielten und etwa normal an Schwefelsiure waren. Dies
sind gerade die in unseren Analysen (s. unten) eingehaltenen Bedingungen. In d)
entsteht sofort ein reichlicher Niederschlag; a), b), und c¢) bleiben iibersiittigt, geben
aber nach Impfen mit Kristallen aus d) ebenfalls kristallinische Niederschlige der-
selben Art wie in d). Die Kristallisation erreicht in einigen Stunden ihr Ende. In
a) entsteht wenig Niederschlag, man erkennt jedoch, dafl die Loslichkeit des Kreatinin-
phosphorwolframates jedenfalls unter 10 mg Kreatinin auf 200 ccm liegt. Die Nieder-
schlige in b) und c¢) wurden abfiltriert und nach Kjeldahl verbrannt. Sie ent-
hielten b) 4,9 mg N = 12,2 mg Kreatinin; ¢) 8,96 mg N = 24,1 mg Kreatinin.
Wir kénnen also die geloste Menge zu 6 mg Kreatinin — 1,6 mg Stickstoff veran-
schlagen. Dies macht fir die Fleischextraktfillungen, in denen auf 200 cem 1g
Extrakt kam, 0,16 %/, Stickstoff.

Ob die noch fehlenden 0,249, Stickstoff eine reelle Bedeutung haben oder nur
als die Summe der Versuchsfehler anzusehen sind, bleibe dahingestellt. Moglich, daf
dieser kleine Betrag noch zu den Aminosduren gehért, indem nidmlich die Fillung
mit g-Naphtalinsulfochlorid schwer vollstindig zu machen ist.

Die Ermittlung erheblicher Mengen von Aminosiuren im Fleischextrakt zeigt,
dafl bei seiner Bereituug die Proteine des wiisserigen Fleischauszuges doch zum Teil
wohl weiter zersetzt werden, als man bisher angenommen hat. Wahrscheinlich werden
beim Eindicken des Fleischauszuges Temperaturen erreicht, welche ziemlich weit
iiber 100° hinausgehen diirften. Dabei {ibt dann wohl das Wasser seine hydrolysierende
Wirkung aus und verwandelt die Proteine teils in Albumosen, teils in Aminosiuren.
Merkwiirdig ist es, daf die Zwischenglieder zwischen beiden Stoffklassen, die Peptone,
dem Fleischextrakt zu fehlen scheinen. Wenigstens bekommt man bekanntlich keine
deutliche Biuretreaktion in dem Filtrate des mit Zinksulfat gefillten Fleischextraktes.

Die hier gewonnenen Zahlen lassen einen nicht uninteressanten Vergleich zwischen
der Verteilung des Stickstoffs im Extrakte und im frischen Fleisch zu. Dieses
enthiilt etwa 75%, Wasser. Von den iibrigen 25 %, sind nach E. Salkowski und
Gieske?!) 109, wasserlosliches Albumin, daher im frischen Fleisch 5’2% = 0,4%,
Albuminstickstoff. Auf Fleischbasen kommen nach denselben Autoren 25 X 0,125 =23,1%.
Den Stickstoffgehalt derselben wird man durchschnittlich zu /3 ihres Gewichtes an-
nehmen diirfen?). Somit erhilt man rund 1%, Fleischbasenstickstoff, bezogen auf
das Gewicht des frischen Fleisches. Der wisserige Fleischauszug enthilt also etwa
2,5 mal mehr Basenstickstoff, als Proteinstickstoff.

Nun wurde in Liebigs Fleischextrakt in 48,5 g eine kleine Menge wasserunlosliches
Eiweil gefunden, deren Bestimmung nach Kjeldahl 2,7 cem n-NH;, entsprechend
0,078°/y N ergab. Der zehnte Teil des Filtrates gab in der Zinksulfatfillung 4,9 ccm
n-NHjs, entsprechend 1,42% N. Als Summe des Albumin- und Albumosenstickstoffs

) Zitiert nach Ké6nig, Chemie der Nahrungs- u. GenuBim. II. S. 420 (1904).
*) Vgl. die Tabelle bei Leach, Food inspection and Analysis (London 1904) S. 184.
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findet man hiernach 1,5% N?). Weiter wurden in 10 g Liebigs Fleischextrakt durch
Destillation mit Magnesia 2,25 ccm n-NHj, entsprechend 0,3%, N?) gefunden. Der
Phosphorwolframniederschlag enthielt 7,4%, N, bezogen auf das Extraktgewicht. Im
Filtrat davon sind noch 0,4°%, Kreatinstickstoff enthalten. Damit ergibt sich fiir den
Fleischbasenstickstoff des Extrakts: 7,440,4 —(1,640,3) = 6,0%, N. Es ist also
im Extrakt das Verhiltnis Proteinstickstoff zu Basenstickstoff wesentlich anders als
im frischen Fleisch, némlich 6,0: 1,5 = 4 im fertigen Extrakt gegen 1,0:0,4 = 2,5
in der frischen Fleischbrithe. Rechnet man nun aber zu den 1,5%, Proteinstickstoff
noch die neugefundenen 1,0°%, Aminostickstoff hinzu, so erhilt man den Quotienten
6,0:2,5 = 2,4, der sehr nahe mit dem fiir frisches Fleisch gefundenen Quotienten
2,5 iibereinstimmt. Wir kénnen hierin eine Gewihr dafiir erblicken, dal wir jetzt
iiber die Verteilung des Stickstoffs im Fleischextrakt im wesentlichen richtig unter-
richtet sind.

Kommen wir nun auf die oben aufgeworfene Frage zuriick, so ergibt sich
folgendes: Es wurden in 50 g im Mittel 0,18 g Bernsteinsdure gefunden. Da etwa
die Hilfte der vorhandenen Menge gewonnen wurde, so kommen wir auf 0,7%,
Bernsteinséure. Dies entspricht etwa 0,8%, Asparaginsiure; da diese 10%, ihres
Gewichts an Stickstoff enthdlt, so entspriche die sich in Form von Bernsteinsiiure
verratende Asparaginsiure einer Menge von 0,08%, Aminostickstoff. Dies sind aber
nur 8% der tatsiichlich vorgefundenen Menge Aminostickstoff.

Demnach findet sich die friiher (Seite 6) ausgesprochene Erwartung, dafl die
Gesamtmenge der im Fleischextrakt vorhandenen Aminosiuren um ein Vielfaches
die daselbst vorgefundene Bernsteinsiure iibertrifft, bestitigt.

Es liBt sich nun sofort eine weitere Folgerung aussprechen und priifen. Wenn,
wie angenommen, Zucker auf Asparaginsiure reduzierend unter Bildung von Bernstein-
siure einwirkt, so mufl erwartet werden, daf} Glykokoll, Alanin, Leucin usw. derselben
Einwirkung unterliegen, und daf im Fleischextrakte dementsprechend auch kleine
Mengen von KEssigsiure, Propionséure usw. vorkommen. Ob dies der Fall ist, lie
sich fiir HEssigsiure priifen, indem man versuchte, ob aus dem mit Phosphorsiure
in der tblichen Weise versetzten Extrakte fliichtige Siure sich abdestillieren lasse.
In der Tat ergaben 14 g Liebigs Fleischextrakt ein Destillat, welches 0,7 ccm n-Siure
enthielt. Salzsiure enthielt das Destillat nicht. Die Essigesterprobe fiel positiv aus.
Rechnet man den Sauretiter auf Essigsiure um (auBer dieser kime hdchstens noch
Ameisenséure in Betracht, die wir wohl ausschlieBen konnen), so finden wir
0,7-100

14
sduregehalt (0,7%) ganz vergleichbare Menge.

+ 60 = 0,3%, Essigsdure im Fleischextrakt. Dies ist eine mit dem Bernstein-

Schliellich wurde auch nach den in Teil II[ beschriebenen Versuchen Bernstein-
siurebildung durch Reduktion der Asparaginsiure direkt nachgewiesen. Wir konnen

) In ziemlicher Ubereinstimmung damit gibt Micko (I. ¢.) 1,6°% an, wihrend Konig
und Bémer (l. ¢.) nur 1,2, finden.

*) Micko findet 0,39%, K6nig und Bomer 0,4 %o
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daher sagen, daf die Moglichkeit dieser Entstehung fiir die Bernsteinsdure des Fleisch-
extraktes besteht, und da man nicht gezwungen ist, Fiulnis oder Autolyse oder die
Annahme der Phosphorfleischsidure Siegfrieds in Anspruch zu nehmen.

Nach dieser Ubersicht seien die Versuche im einzelnen dargelegt.

1. Die Phosphorwolframsiure-Fallung.

Damit diese Fillung vollstindig wird, muBf man einen grofen Uberschufl des
Fillungsmittels anwenden. Koénig und Bomer?!) verwenden zur Féllung von 1 g
Extrakt 75 ccm Phosphorwolframsiurelosung, welche im Liter 155 g WOs ent-
hilt?). Damit sollen etwa 0,08 g Stickstoff gefiillt werden. Man verwendet also
155 14 75
232~ 0,08 "1000
zu fillenden Stickstoffs. Verbraucht wird zur Fillung weniger als der zehnte Teil.

oder etwa neun Verbindungsgewichte WOy auf ein Verbindungsgewicht

Denn fillt man 1 g Fleischextrakt nur mit 7,5 ccm Phosphorwolframsiiure, wenn das
Volum der gemischten Losungen 75 ccm betriigt, so enthilt das Filtrat noch Wolfram.
Aber im Niederschlag findet man alsdann nur 4,69, Stickstoff, also bedeutend zu
wenig. — Auch braucht die Fillung Zeit, und zwar soll sie nach Kénig und Boémer,
wie erwihnt, erst nach acht Tagen beendet sein. Die in dieser Arbeit gemachten
Erfahrungen weichen allerdings hiervon ab. Ko6nig und Bomer losen 0,5 g Extrakt
in 50 cecm Wasser, siuern mit 20 ccm verdiinnter Schwefelsiure an und fillen mit
50 ccm einer Mischung von drei Raumteilen Phosphorwolframat und einem Raumteil
Schwefelsiure 14+ 3 (d. h. 1 g Ha S04 43 g H: O). Nach der Vermischung ist die
Fliissigkeit etwa 1,5 normal an Schwefelsiure. Der entstehende Niederschlag soll
sofort nach der Fillung 5,8%, N (bezogen auf das Gewicht des Extraktes) enthalten,
nach einem Tag: 7,1%,, nach zwei Tagen: 7,3%, nach drei Tagen: 7,5%, und nach
acht bis neun Tagen: 84%, N. Bei der Wiederholung dieses Versuches hielten wir
es fiir zweckmifig, die doppelte Menge zu verwenden und den Niederschlag nebst
der Losung in zugestdpselten Flaschen verschlossen aufzubewahren, bis er verarbeitet
wurde. 1 g Liebigs Fleischextrakt wurde in 100 ccm Wasser mit 7 g reiner Schwefel-
siure gelost und 100 ccem Phosphorwolframséiure hinzugefiigt (bestehend aus 75 cem
Natriumwolframatlésung und 25 cem Schwefelsiure, 1 4 3). Nach der Vermischung
war die Losung 1,5 normal an Schwefelsiure. Die Anfangskonzentration von WOj
betrigt dabei etwa 60 ¢ WO; im Liter, gegen etwa 15 g WO; im Liter in dem oben
erwihnten Versuch, bei dem 4,69, Stickstoff gefdllt wurden. Der nach bestimmter
Zeit abgesaugte Phosphorwolframniederschlag wurde, wie iiblich, mit verdiinnter
Schwefelsiure ausgewaschen und nach Kjeldahl verbrannt. Folgende Tabelle enthilt
die gewonnenen Werte:

) Zeitschrift fiir analytische Chemie 48, S, 548 (1895).

?) Sie wird nach den ,Vereinbarungen“ bereitet durch Losen von 120 g phosphorsaurem
und 200 g wolframsaurem Natrium in 11 Wasser. Statt des letzteren Salzes kann man auch
155 g WO, mit 28 g Na OH l6sen, dazu das Phosphat geben und zum Liter auffiillen. Die
Wolframséure ist darauf zu priifen, ob sie frei ist von Ammoniak.



Niederschlag abfiltriert n?;‘gs N g N,

nach 3 Stunden 4,85 0,0679 6,8

,» 2 Tagen 5,30 0,0742 7,4

w 3 5,20 0,0728 7,3

w Dy 5,20 0,0728 7,3

w T s 5,26 0,0736 74

w 10 5,32 0,0745 74

Gesamt-Stickstoff in 6,60 0,0924 9,2
1 ¢ Extrakt

Hieraus geht hervor, daBl schon nach zwei Tagen die Fillung gleichbleibend
geworden ist. Sie wichst nur bis zum Betrage von 7,4%, N an.

Fiir die analytische Praxis ergibt sich, dall zwar ein grofer Uberschull des
Reagens genommen werden soll, dafl es aber nicht nétig ist, die Fillung ldnger als
zwei Tage stehen zu lassen.

2. Kolorimetrische Bestimmung von Kreatin und Kreatinin.

Den physiologischen Chemikern ist es bekannt, daBl Kreatinin mit Prikrinsdure
in alkalischer Losung eine Verbindung eingeht, die durch eine sehr kréftige rote
Farbe ausgezeichnet ist. Diese Verbindung eignet sich zu einer kolorimetrischen
Bestimmung des Kreatinins. Von den Nahrungsmittelchemikern scheint das Verfahren
bisher noch nicht verwendet zu sein.

Die Reaktion ist von Jaffé!) entdeckt und von Folin?) und neuerdings von
van Hoogenhuyze und Veeploegh3) zur Bestimmung des Kreatins und Kreatinins
im Harn verwendet worden. Vermischt man eine Losung, welche 0,1, Kreatinin
enthidlt, mit alkalischer Pikratlosung, so entsteht alsbald eine granatrote Férbung,
die nach einigen Minuten ihren héchsten Wert erreicht. Diese Farbung ist noch
nach mehrhundertfacher Verdiinnung sehr deutlich und gleicht in ihrem Farbenton
in einem gewissen Konzentrationsgebiet vollkommen derjenigen von Kaliumbichromat.
In groerer Verdiinnnng verblaBt die Farbe mit der Zeit allmihlich, namentlich bei
grofler Helligkeit. Dies wird der unmittelbaren Betrachtung etwa nach einem Tage
merklich, der kolorimetrischen Messung aber schon etwa nach einer halben Stunde.
Deswegen benutzt man als Grundlage nicht eine Losung bekannten Kreatiningehaltes,
sondern an ihrer Statt eine solche von Kaliumbichromat, deren koloristische Aquivalenz
mit einer Kreatininpikratlésung bekannten Kreatiningehaltes erstmals festzustellen ist.
Beispielsweise ist eine halbnormale Losung von Kaliumbichromat (24,54 g im 1) in
8 mm Schichtdicke bei etwa 15° in ihrer Farbstirke und Farbennuance gleich
8,1 mm Schichtdicke einer Ldsung von 10 mg Kreatinin, welche nach Zusatz von
15 cem gesittigter Pikrinsiureldsung (1,2%ig) + 5 ccm Natriumhydroxyd (10%,ige
Losung) bis auf 500 ccm verdiinnt worden ist. Vor dem Verdiinnen wartet man
finf Minuten, und nach dem Verdiinnen muf man die kolorimetrische Messung inner-

) Zeitschrift fiir physiologische Chemie 10, S. 399 (1886).
?) Ebenda, 41, S. 223 (1904).
*) Ebenda, 46, S. 415 (1905).
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halb einer halben Stunde ausfiithren. Diese Beziehung ist von den genannten Autoren
zur Grundlage ihrer kolorimetrischen Bestimmungen gemacht worden, und auch in
der vorliegenden Arbeit wurde dieselbe benutazt.

Die kolorimetrische Gehaltsbestimmung griindet sich darauf, daf# bei gleicher
Farbstiirke das Produkt aus Konzentration und Schichtdicke gleich bleibt. Bekanntlich
enthiilt aber die Ableitung dieses Satzes (Gesetz von Beer) die Voraussetzung, daf
mit homogenem Licht gearbeitet wird, und daB der chemische Zustand der unter-
suchten Losung von der Verdiinnung unabhiéingig ist. Das letstere trifft fiir den
Kreatininpikrat-Komplex natiirlich nicht zu, und das erstere unterlift man der Ein-
fachheit halber. Daher kann die Proportionalitit auch nur in einem engeren Bereich,
der empirisch zu bestimmen ist, mit geniigender Anniherung gelten. =~ Wie Folin
festgestellt hat, beginnt die Unstimmigkeit iiber die Fehlergrenze der Beobachtung
hinauszuwachsen, wenn der Kreatiningehalt der zu untersuchenden Losung mehr als
16 mg oder weniger als 8 mg in 500 ccm betrigt. Stoft man also bei der Messung
auf gehalireichere Lésungen, so hat man nach entsprechender Verdiinnung die Messung
zu wiederholen. Umgekehrt im Falle zu armer Loésungen.

Hat man ferner einmal halbnormale Kaliumbichromatlgsung im 8 mm Schicht-
dicke als Bezugsfarbe gewihlt, so darf man von dieser Schichtdicke nicht mehr ab-
gehen. Denn die Anderung der Farbe ist fiir Kreatininpikrat und Kalinmbichromat
natiirlich nicht genau die gleiche Funktion der Verdiinnung.

Es ist klar, dall die vorliegende Kreatininbestimmung zugleich eine Kreatin-
bestimmung ist. Man verfihrt so, dafl man in einer Probe zunichst das Kreatinin
bestimmt, dann in einer zweiten Probe mit Salzsiure auf dem Wasserbad das
Kreatin in Kreatinin verwandelt und damit die kolorimetrische Messung wiederholt.
Der Unterschied beider ergibt den Kreatingehalt, zuniichst in der Kreatinineinheit.

Wegen der auflerordentlichen Empfindlichkeit des Verfahrens und der dadurch
bedingten Untersuchung in sehr verdiinnter Losung kommt die geringe Férbung der
Fleischextrakte nicht in Betracht. Ob aber die Anwendung des Verfahrens auf
Fleischextrakte, Bouillonpréparate, Peptone und dgl. iiberhaupt zuléssig ist und nicht
etwa durch andere Farbenreaktionen getriibt wird, muflte der Versuch lehren. Dieser
entschied dahin, daf keinerlei Stérungen durch irgend einen der zahlreichen mit-
anwesenden Stoffe bewirkt werden. Denn es konnten sowohl bekannte Mengen Kreatinin,
welche zu den zu untersuchenden und an sich kreatininhaltigen Extrakten zugesetzt
wurden, richtig wiedergefunden werden, als auch war dies der Fall bei dem Hefen-
extrakt Ovos und dem Pepton Witte, welche beide kein oder fast kein Kreatinin
enthalten.

Ob in den Priparaten, welche die Kreatininreaktion geben, nicht etwa noch ein
anderer Stoff enthalten ist, der zufillig dieselbe Farbenreaktion gibt, wurde aulerden
in der Weise gepriift, dal zu Fleischextrakt Kalkmilch oder Ammoniak zugesetzt
wurde. Nach Liebig!) geht dadurch Kreatinin allmihlich in Kreatin iiber, allerdings
nicht quantitativ. Immerhin konnten wir feststellen, daf das mit Kalkmilch oder

') Lieb. Ann. 108, 355.
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Ammoniak versetzte Fleischextrakt nach etwa 20stiindigem Digerieren auf dem
Wasserbad rund 3/ seines kolorimetrisch nachweisbaren Kreatiningehaltes verliert und
dann gleichbleibt. Ebenso verhélt sich reine Kreatininlésung bei gleicher Behandlung.
Hierdurch wird es doch #uflerst wahrscheinlich, daf die Farbenreaktion die richtigen
Werte ergibt. Dafl unter den bekannten, im Harn vorkommenden Stoffen — diese
kommen ja fiir das Fleischextrakt auch alle in Betracht — sich keine findet, welche
unter den gewiihlten Versuchsbedingungen die Kreatininreaktion stéren konnte, ist
von Jaffél), sowie von Folin®) und van Hoogenhuyze und Veeploegh3) gepriift
worden. Man fand nur in Aceton, Acetessigsiure und Schwefelwasserstoff Stoffe,
welche allenfalls Kreatinin vortiuschen kénnten. Ob die neuen von Kutscher?)
aus dem Fleischextrakt neuerdings abgesonderten Basen die Reaktion geben, wurde
von uns nicht gepriift, da man einerseits wohl zweckmiBig den Abschlufll der Unter-
suchungen Kutschers erst abwarten muf®), und da andererseits die Mengen dieser
Basen, soviel sich bis jetzt erkennen lidfit, so gering sind, daf sie gegen Kreatin und
Kreatinin gar nicht ins Gewicht fallen.

Was die Uberfihrung von Kreatin in Kreatinin anlangt, so vollzieht muau die-
selbe durch Erwirmen der zu untersuchenden ILisung auf dem Wasserbade in /s
normaler salzsaurer Losung wihrend vier Stunden. Nach dieser Zeit ist die Unn-
wandlung stets quantitativ.

Zur Messung diente ein Kolorimeter von Duboscq (Paris). Zur Priifung des
Instrumentes, sowie zur personlichen Einiibung wurde eine Losung von 1 g Kreatinin
in 11 hergestellt, indem 1,32 g kristallisiertes Kreatin Merck (Cy Hy N3 Oz - H2 O) in
"/3 HCl solange auf dem Wasserbade erwirmt wurde, bis alles Kreatin in Kreatinin
ibergefithrt war. Die mit dieser Losung angestellten Versuche bestitigten die An-
gaben von Folin, néimlich, da 10 mg Kreatinin, mit 15 ccm gesiittigter Pikrinsédure
-+ 5 cem 10%piger Natronlauge versetzt und nach fiinf Minuten zu 500 ccm verdiinnt,
in 8,1 mm hoher Schicht gleiche Farbe hat, wie halbnormale Kaliumbichromatlosung
in 8 mm Schicht.

Die Ablesungen an der Skala des Kolorimeters wurden acht bis zehnmal
wiederholt und das Mittel genommen. Nach einiger Ubung erreicht man es, da die
einzelnen Ablesungen nicht mehr als zwei bis drei Zehntelmillimeter verschieden
ausfallen. Jedenfalls sind die nachfolgenden Gehaltsbestimmungen durchschnittlich
auf 0,1 genau.

Die folgenden Priparate sind nun auf Kreatin und Kreatinin untersucht worden:
Liebigs Fleischextrakt, das neue Fleischextrakt mit der Flagge (unter Kontrolle von
Prof. Fresenius- Wiesbaden), Fleischsaft Puro, Oxo-Bouillon (von der Liebig Company),
Cibils fliissiges Fleischextrakt, Maggis gekorntes Bouillon-Extrakt, Hefenextrakt Ovos,
Mercks Pepton e carne, Wittes Pepton.

1 A. a. O,

%) A, a O

% A. a. O.

4 Ztschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 10, 528 (1905).
%) Vergl. Kutscher, ebenda, 11, 582 (1906).
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Verfahren wurde so, dafl 10 g des Pridparates abgewogen und in Wasser zu
100 cem geldst wurden. Von der Losung wurden 10 ccm mit 15 cem geséttigter
Pikrinsiiure -+ 5 ccm 10%oiger Natronlauge versetzt und auf 500 cem verdiinnt. Die
Farbstirke dieser Losung wurde im Kolorimeter gegen die einer halbnormalen
Kaliumbichromatlésung in 8,0 mm Schichtdicke gemessen. Besteht Farbengleichheit
bei a mm Schichtdicke, so ergibt die Proportion ﬁ:(_l() = x die Anzahl mg
Kreatinin, welche in 1 g des Prdparates enthalten sind. Erweist sich dabei x groffer
als 16, so wird die Messung bei doppelter Verdiinnung wiederholt.

In zweiter Linie wird zur Kreatinbestinmung geschritten und dabei ebenso
verfahren, nur daB die 10 g abgewogener Substanz in etwa drittelnormaler Salzsiure
zu 100 cem gelst und vier Stunden auf dem Wasserbad erwirmt werden.

In folgender Tabelle finden sich in Spalte 1 die Kreatininwerte des frischen,
in Spalte 2 diejenigen des mit Salzsdure invertierten Priparates, beide in mg auf
1 g abgewogener Substanz. In Spalte 3 sind die Kreatiningehalte in Prozenten ange-
gegeben und in Spalte 4 die Kreatingehalte. Die ersteren sind auf kristallisiertes,
wasserhaltiges Kreatin (C; HyN3Op, HysO) berechnet und ergeben sich aus der
Differenz zwischen Spalte 1 und 2, multipliziert mit 1,32.

mg Kreatinin . .
Bezeichnung des Priparates vor der |nach der Kre':l/tmm Kren;atm Bemerkungen
Inversion|Inversion ° o
 Liebigs Fleischextrat | 30,0 39,5 3,0 1,26
Neues Fleischextrakt 29,6 36,4 3,0 0,38
mit der Flagge
Fleischsaft Puro 75 10,5 0,75 0,4
Oxo-Bouillon 8,3 12,0 0,8 0,5
Cibils fliissiges Fleischextrakt 5,9 11,6 0,6 0,38
Maggis gekorntes Bouillon- 12,6 16,6 1,3 0,6
Extrakt
Hefenextrakt Ovos — — — — héchstens 0,08 ¢/, Kre
atin 4+ Kreatinin
Mercks Pepton e carne 9,0 9,4 0,9 0,05
Wittes Pepton — — — — héchstens 0,03 %, Kre-
atin 4- Kreatinin

Die Tabelle gibt zu einigen interessanten Bemerkungen Anla. Man sieht zunichst,
dafl die Kreatininmenge im allgemeinen die Kreatinmenge iibertrifft. Dasselbe gilt
auch fiir den Harn'), withrend fiir den Muskel das Umgekehrte angegeben wird.
Sodann gewiihrt die Probe eine leichte Unterscheidung zwischen Fleischextrakten und
Hefenextrakten, die sonst sehr &hnlich zusammengesetzt sind. Aber gerade die
charakteristischen Bestandteile des Fleisches, Kreatin und Kreatinin, fehlen der Hefe.
Allerdings wird man zur Zeit in der Praxis kaum in die Lage kommen, Hefenextrakte
als solche zu kennzeichnen, da diese Priparate gegenwirtig vom Markte wieder ver-
schwunden zu sein scheinen. Die in der Tabelle verzeichneten 0,089, diirften noch
zu hoch sein, da zu ihrer Auswertung Konzentrationen und Schichtdicken verglichen

') Vgl Folin und van Hoogenhuyze und Veeploegh, a. a, O.
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werden miissen, bei denen eine kolorimetrische Gehaltsbestimmung nicht mehr zuver-
lassig ist.

An Mercks Fleischpepton sehen wir, dafl dasselbe fast kein Kreatin enthilt.
Dies héingt jedenfalls damit zusammen, daf das Fleisch, das zu seiner Herstellung
diente, mit Pepsin und Salzsdure verdaut wurde, welch letztere das Kreatin in
Kreatinin iiberfiihrte.

Wittes Pepton erweist sich praktisch frei von Kreatin und Kreatinin. Daran
188t sich erkennen, dafl zu seiner Herstellung jedenfalls kein Fleisch genommen wird,
wie es vom Tier kommt, sondern hochstens bereits extrahiertes Fleisch oder aber
andere Proteinstoffe. Wiirde Pepton aus Fleisch durch Alkoholfillung des peptonisierten
Fleisches gewonnen, so diirfte man zwar kein Kreatinin finden, da dieses in Alkohol
gelost bleibt, dagegen miiite das Kreatin mit in den Pepton-Niederschlag gehen.

Noch bevor dieses Verfahren, das zur Kennzeichnung und Bewertung von
Fleischextrakten und insbesondere von Bouillonpriparaten Bedeutung erlangen diirfte,
untersucht war, wurden Versuche gemacht, um den Kreatingehalt in Liebigs Fleisch-
extrakt, der in dem oben entwickelten Zusammenhange von Interesse sein muflte,
durch Darstellung des Kreatins in Substanz festzustellen. Es wurden dazu 50 g
Liebigs Extrakt in 300 ccm Wasser gelost, die Losung mit Bleiacetat gefillt und
das Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit. Darauf wurde zum diinnen Sirup ein-
gedampft und zur Kristallisation hingestellt. Nach mehreren Tagen hatten sich reich-
liche Kristallmengen ausgeschieden, die unter dem Mikroskop zwischen Kristallen
von Salzen auch Kristalle von Kreatin erkennen lieBen. Der Kristallbrei wurde nun
von der Mutterlauge, ca. 30 ccm, abgesaugt und mit Alkohol gewaschen, um etwa
ausgeschiedenes Kreatinin wegzulosen. Darauf wurden die Kristalle samt Filter nach
Kjeldahl verbrannt und darin 0,140 g N gefunden. Dies wiirde 0,28%, Kreatin-
stickstoff ausmachen. Diese Zahl bedarf aber einer Berichtigung fiir die in der Mutter-
lauge verbliebene Kreatinmenge, die freilich nur sehr unsicher angebracht werden
kann. Nach den bestehenden Angaben!) lgst sich 1 g Kreatin in 74 g kaltem
Wasser. Der Stickstoffgehalt des wasserhaltigen Kreatins betrigt 28,2%,. Danach
wiirde sich finden, wenn unsere 30 ccrn Mutterlauge wie Wasser behandelt werden :
30
w1
Kreatinstickstoff oder 0,5 °,. Nach unserer kolorimetrischen Methode wurde dagegen

0,282 = 0,114 g N. Es wiiren also in 50 g Extrakt 0,140 4 0,114 —= 0,254 ¢

0,4%, Kreatinstickstoff gefunden. Der Grofienordnung nach besteht Ubereinstimmung.

3. Die Behandlung mit 8-Naphtalinsulfochlorid.

Zur Abscheidung der Aminosiure ist von Emil Fischer und Bergell %)
empfohlen worden, die Losung der Aminosduren in Alkali mit einer L.osung von
B-Naphtalinsulfochlorid in Ather zu schiitteln. Dabei tritt in langsamer Reaktion
Bindung zwischen der Amino- und Sulfogruppe ein, und man bekommt in der
wigserigen Schicht die Salze der entstandenen g-Naphtalinsulfonaminosiiuren, beispiel-

"y Hoppe-Seyler-Thierfelder, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 7. Auflage S. 128.
") Berichte d. d. chemischen Gesellschaft 85, 3779 (1902).
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weise das Salz von @-Naphtalinsulfoglycin: Cy;oH;SO0;+NH.CH:-COOH. Die
Siduren selbst sind in Wasser schwer loslich, auf Zusatz von Salzsiure scheiden
gie sich als Ol ab, das beim Stehen frither oder spiter kristallinisch erstarrt.

Man besitzt in diesem Verfahren ein Gruppenreagens auf Aminoséuren, das
verhiiltnismiiig kleine Mengen derselben aus Losungen abzuscheiden gestattet, und
dessen sich bereits die Physiologen zur Untersuchung des Harnes mit Erfolg bedient
haben?).

Die Verwendung dieser Reaktion wurde nun auf Fleischextrakt und Peptone
ausgedehnt, indem die Filtrate vom Phosphorwolframniederschlag der Behandlung mit
g -Naphtalinsulfochlorid unterworfen wurden. Den Aminostickstoff nach diesem Ver-
fahren quantitativ zur Abscheidung zu bringen, wird durch zwei Umsténde erschwert.
Zunichst mufl mit dem Reagens sehr lange geschiittelt werden, um die Hauptmenge
der vorhandenen Aminosiuren in Verbindung zu bringen. Emil Fischer und
Bergell?) fanden beim Arbeiten mit reinen Aminosiduren 7-stiindiges Schiitteln aus-
reichend. Fiir Harn geniigt dies nach Embden und Reese?) und anderen Forschern
nicht, vielmehr sind 16—20 Stunden erforderlich, um die Hauptmenge der Amino-
sduren zu gewinnen. Gleiches fanden wir fiir unsere Verhiltnisse. Wir haben im
allgemeinen achtzehn Stunden geschiittelt, indem eine Verldngerung der Schiittelzeit auf
vierundzwanzig Stunden eine erhebliche Vermehrung der Ausbeute nicht bewirkte,
wihrend zwolf Stunden Schiitteln dieselbe erheblich herabdriickte.

Zweitens sind die Naphtalinsulfonaminosiuren nicht véllig unloslich in Wasser.
Dies bewirkt Fehler, die namentlich dann ins Gewicht fallen, wenn das Lisungs-
volum grofl im Vergleich zu der gesamten vorhandenen Menge ist. Hierfir wurde
aus den vorliegenden Versuchen selbst eine Korrektur abgeleitet, auf die spiter
zuriickzukommen sein wird.

Das iibliche Verfahren beim Schiitteln besteht darin, die Lésung, welche die
Aminosiduren enthilt, schwach alkalisch zu halten und wihrend des Schiittelns von
Zeit zu Zeit die durch die Reaktion verschwundene Alkalimenge zu ersetzen. Dies
inderten wir ein wenig dahin ab, dafl wir von vorne herein der Losung eine aus-
reichende Alkalitit gaben, und zwar machten wir die zu schiittelnden Ldsungen
ungefihr !/;p normal an NaOH. Viel stirker darf die Alkalitit nicht sein, da sonst
das @-Naphtalinsulfochlorid in einer Nebenreaktion rasch verbraucht wird. Das letztere
Reagens wurde in mindestens vierfachem Uberschufl (bezogen auf die in Reaktion
tretende Menge) in 5%,iger i#therischer Losung angewandt, sodaBl bis zum Schluff
des Schiittelns das Reagens in anniihernd unverinderter Konzentration vorhanden war.

Wenn nach dem Schiitteln die von der &therischen getrennte wiisserige Schicht
mit Salzsdure iibersittigt wird, so entsteht bei Anwesenheit von Aminosiiuren eine
voluminése Fillung, welche die Lésung in eine weife Milch verwandelt. Man 143t

') Vergl. Abderhalden und Bergell, Zeitschrift fiir physiolog. Chemie 89, S.9 u. 465
(1903). — Ignatowsky, Ebenda 42, S. 471 (1904). — F. Erben, Ebenda 46, S. 823 (1904). —
Embden und Reese, Hofmeisters Beitrige 7, S. 411 (1905). — Gunnar Forssner, Zeitschrift
fiir physiolog. Chemie 47, S. 15 (1906).

?) A. a. O.

%) A.a. O,
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diese einen Tag stehen, worauf der Niederschlag sich als Ol zu Boden gesenkt hat.
Von der éligen Schicht kann jetzt bequem abgegossen werden. Ist die Flussigkeit
noch schwach getriibt, so schiittelt man sie mit Ather aus, bis vollige Klirung ein-
getreten ist, und vereinigt den Atherriickstand mit der Hauptmenge des Niederschlages.
Meistens ist die Atherausschiittelung nétig. Durch Vernachlissigung der Tritbung ent-
stehen Verluste von beildufig 0,19, N.

v Das Ol ist ein Gemenge von den Naphtalinsulfoverbindungen verschiedener
Aminoséuren. Man tberschichtet dasselbe zweckmilBig mit etwas Wasser und reibt
mit dem Glasstabe, worauf es meist nach kurzer Zeit zu einem kristallinischen
Gerinnsel erstarrt, das man bequem auf einem Filter sammeln kann. Da es zunichst
nur auf die Gesamtmenge des Aminostickstoffs ankam, so wurde es nicht unternommen,
aus dem Gemenge die Naphtalinsulfoverbindungen einzelner Aminoséuren, etwa des
Glykokolls, Alanins usw., abzusondern, zumal da dies quantitativ doch nicht mdglich
wire, sondern es wurde der gesamte Niederschlag nach Kjeldahl verbrannt.

Die Vorbereitung der Extrakte und Peptone zur Behandlung mit Naphtalinsulfo-
chlorid bestand in der Fillung ihrer etwa 10%oigen wisserigen Losungen mit Phosphor-
wolframséure, wobei etwa ein Verbindungsgewicht WO; auf ein Verbindungsgewicht
zu fillenden Stickstoffs verwendet wurde. Der Niederschlag wurde nach zweitéigigem
Stehen abgesaugt, mit verdiinnter Schwefelsiure gewaschen und das Filtrat neutralisiert.
Die neutralisierte Losung wird nun mit soviel Natriumhydroxyd versetzt, dafl sie etwa
/10 normal an Na OH wird.

Nach Uberschreitung des Neutralititspunktes fallen dabei geringe Mengen von
phosphorsaurem Calcium flockig aus, welche abfiltriert werden. Dann wird die Losung
mit der #therischen Losung des Sulfochlorids geschiittelt.

Der Niederschlag, der nach dem Schiitteln auf Zusatz von Salzsdure entsteht,
kann aufler den Aminoverbindungen noch die Sulfoverbindungen von Methylamin
und seinen Homologen enthalten, wenn diese Stoffe im Untersuchungsobjekt vorhanden
sind. Dagegen kann das Amid des Sulfochlorids nicht vorhanden sein, da der
Amoniakstickstoff durch Phosphorwolframsiure mit ausgeféllt wird. Bei den Fleisch-
extrakten kann man im alkalisch gemachten Filtrat von der Phosphorwolframfillung
stets einen Geruch nach Methylamin beobachten. Ob aber dessen Menge irgend erheblich
ist, steht dahin. Dal das Kreatin, das sich ja noch im Filtrat von der Phosphor-
wolframfillung befindet, nicht mit in den Niederschlag der Naphtalinsulfoverbindungen
geht, wurde schon aus den fritheren Arbeiten iiber Harn, tiberdies aber aus eigener
Pritfung an einer reinen Losung von Kreatin entnommen.

Die bei diesen Versuchen aus Liebigs Fleischextrakt gefillte Stickstoffmenge
wird wohl etwas hinter der in Abschnitt II, 1 (Seite 10) gefundenen zuriickbleiben.
Denn wir haben zwar die Anfangskonzentration an WOs; bei der Ausfillung fir die
Schiittelversuche noch gréfer genommen als in jenen Versuchen, nidmlich etwa 65 g
WO; im Liter. Allein da die Extrakt-Konzentration hier rund zehnmal grofer ist
als dort, so wird die Endkonzentration an WO; (nach der Fillung) hier wohl geringer
sein und damit vielleicht auch der Prozentsatz des gefillten Stickstoffs. Dies ist indes
fir die hier mit dem Filtrat vorzunehmende Behandlung gleichgiiltig, denn wenn auch

2
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von Kreatinin, Xanthin, Hypoxanthin usf. noch kleine Mengen im Filtrat blieben,
sie wirden durch g-Naphtalinsulfochlorid nicht gefillt, da sie nur Imino-, aber keinen
Aminostickstoff enthalten.

Die g-Naphtalinsulfoverbindungen der Aminoséiuren sind nach den Bestimmungen
von E. Fischer und Bergell durchschnittlich im Verhiltnis von 1 zu 1000 16slich.
Diese Laslichkeit bringt bei kleinen Mengen betrichtliche Verluste hervor. Um fiir
diese eine ungefihre Schétzung zu haben, wurde die Ausbeute an Aminostickstoff
aus Mercks Pepton e carne, das sehr reich an Aminosguren ist, in konzentrierter und
sehr verdiinnter Losung verglichen. Wenn 10 g Pepton nach der Phosphorwolfram-
fallung in etwa 700 ccm gelost der Einwirkung des Sulfochlorids unterworfen wurden,
so erhielten wir 3%, Aminostickstoff. Dagegen fand man im Naphtalinsulfoniederschlag
aus 0,6 g Pepton, gelost in 400 cem (nach der Phosphorwolframfillung) nur 1,6%
Aminostickstoff; also etwa nur die Hilfte. Der Fehlbetrag ist in Losung geblieben,
ndamlich 0,016 . 0,5 = 0,008 g Aminostickstoff auf 400 cecm?!). Mit dieser durch-
schnittlichen Loslichkeit wurden die iibrigen Zahlen korrigiert. Beispielsweise erhohen
sich dann die obigen 8%, auf 3,14%,.

Beim Schiitteln der Fleischextraktlosungen (Filtrat vom Phosphorwolframnieder-
schlag) mit Sulfochlorid entsteht eine gewisse Menge eines schmierigen Oles, das sich
an die Wandungen des Schiittelgefiles hingt. Es emulgiert sich mit NaOH, fallt
beim Ansivern flockig aus der Emulsion aus und ist auch stickstoffhaltiz. Es ist
zu vermuten, daB dieses Ol die Naphtalinsulfoverbindungen des Methylamins und
seiner Homologen enthilt. Die Menge des darin enthaltenen Stickstoffs betrigt etwa
'/s des aus der wisserigen Schicht mit Salzsiure fillbaren Stickstoffs (Aminosiuren-
stickstoffs). In der folgenden Ubersicht sind beide Posten vereinigt aufgefiihrt und
als Aminostickstoff betrachtet. Um zu wiederholen, sind die Zahlenwerte in folgender
Weise gewonnen: Zu dem in Wasser (etwa 1:10) aufgelosten Extrakt oder Pepton
werden nach dem Ansiuern mit Schwefelsiure auf 15 g Extrakt oder 10 g Pepton
125 cem der iiblichen Natriumphosphorwolframatlésung (enthaltend 155 g WO; im
Liter), welche mit 45 ccm verdiinnter Schwefelsiure angesiuert werden, zugesetst?).
Darauf wird das Ganze mindestens zwei Tage stehen gelassen. Dann wird filtriert
und mit verdiinnter Schwefelsiure ausgewaschen. Das Filtrat wird neutralisiert und
demselben 4 g Natriumhydroxyd auf ein Liter zugesetzt. Von dem sich dabei ab-
scheidenden Calciumphosphat wird abfiltriert. Das Filtrat wird mit 150 (bezw. 300) ccm
59giger dtherischer Losung von g-Naphtalinsulfochlorid versetzt und 18 Stunden
lang geschiittelt. Hierauf wird vom Ather abgetrennt, mit Salzsiure iibersittigt und
einen Tag stehen gelassen. Dann wird der Niederschlag auf einem Filter gesammelt,

) Rechnet man den Gehalt der Naphtalinsulfonaminosiuren an Stickstoff zu durchschnittlich

6%, so ergibt sich damit eine durchschnittliche Loslichkeit von 0,008 -%‘- 120 g im Liter. Das

ist ', g; der GroBenordnung nach in Ubereinstimmung mit Loslichkeitsangaben von Emil
Figcher und Bergell.

?) Beispiel: Lose 30 g Liebigs Fleischextrakt in 200 ccm Wasser, versetze mit 80 cem
Schwefelsiure (14-5) und fille diese Losung mit einer Losung von 250 ccm Natriumphosphor-
wolframatlésnng + 90 ccm Schwefelsiure (1+5). Weiter wie oben.
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das Filtrat eventuell bis zur ginzlichen Klirung mit Ather extrahiert, der Ather-
riickstand mit dem Niederschlag vereinigt und nach Kjeldahl verbrannt. Die er-
haltenen Werte fiir Aminostickstoff werden schlieflich fiir die in Losung verbliebene
Menge, 0,002 g N auf 100 ccm, korrigiert.

ange- i’;} cc‘fnl verbraucht g g .
Bezeichnung wandte scs a‘;’e el cecm Amino-N | Amino-N ./ °
rer . . Amino-N
Menge g | Lésung n-NH, gefunden | korrigiert
1

Liebigs Fleischextrakt |- 5 500 9,6 0,134 0,144 0,9
30 1000 18,5 0,259 0,279 0,92
Neues Fleischextrakt 30 1100 15,2 0,213 0,235 0,78
(mit der Flagge) 30 800 138 0,193 0,209 0.69
Mercks Pepton ¢ carne 10 500 23,0 0,312 0,322 3.2
10 700 21,6 0,302 0,316 3.2

Wittes Pepton 10 700 2,6 0,037 0,051 05

Der grofle Unterschied in der Zusammensetzung der beiden Peptone springt in
die Augen. Wihrend Mercks Pepton e carne sehr reich an Aminostickstoff ist, fehlt
er dem Pepton Witte fast ganz. Vielleicht darf man daraus schlieflen, daf3 letzteres
Priparat aus der Verdauungsfliissigkeit durch Féllung mit Alkohol gewonnen wird.
Bei diesem Verfahren wiirden die Aminosiuren groftenteils in der Losung verbleiben.

Die erhaltenen Werte gewinnen an Interesse, wenn sie im Zusammenhang mit
der sonstigen Zusammensetzung der untersuchten vier Priparate betrachtet werden.
Im folgenden wird eine Aufstellung der ermittelten Bestandteile gegeben. Den
Kreatinin-Stickstoff, der einen Teil des Phosphorwolframniederschlages ausmacht, fiihren
wir dabei nicht gesondert anf, indem deswegen auf die Tabelle am Ende des Ab-
schnittes II, 2 (Seite 14) verwiesen sei.

Liebigs Fleischextrakt.

Gesamt-Stickstoff . . . . . . . . . 929%,
Stickstoff des Phosphorwolframniederschlages 7,4%,
Albumosen- (4 Albumin-) Stickstoff . . 1,5%,
Ammonium-Stickstoff . . . . . . . . 0,3%,
Kreatin-Stickstoff . . . . . . . . . 0,4%,
Amino-Stickstoff . . . . . . . . . 1,0%,
Wasser . . . . . . o« . . . . . 238Y%,

Asche . . . . . . . . . . . . .19,5%,
Glykogen . . . . . . . . . . . . 0,7%,
Bernsteinsdure . . . . . . . . . . 08%,
Essigsure . . . . . . . . 0,39%,.

Neues Fleischextrakt (mit der Flagge).

Gesamt-Stickstoff . . . . . . . . . 9,0%,
Stickstoff im Phosphorwolframniederschlag 7,4 %,
Kreatin-Stickstoff . . . . . . . . . 02%,
Amino-Stickstof . . . . . . . . . 08%.

2.
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Mercks Pepton e carne.

Gesamt-Stickstoff . . . . . . . . .122%,,
Stickstoff im Phosphorwolframniederschlag 5,6 %,
Kreatin-Stickstoff . . . . . . . . . 0,0%,
Amino-Stickstoff ~ . . . . . . . . . 82%.
Wittes Pepton.
Gesamt-Stickstoff . . . . . . . . .14,39%,,
Stickstoff im Phosphorwolframniederschlag 12,6 %,
Kreatin-Stickstoff . . . . . . . . . 0,09,
Amino-Stickstoff . . . . . . . . . 0,5%.

Nachdem nunmehr im Fleischextrakt erhebliche Mengen Aminosiuren nachge-
wiesen sind, muf man auch mit der Moglichkeit rechnen, daf in der Phosphor-
wolframfillung aufler den Purinbasen auch Hexonbasen enthalten sind, und es
erscheint nicht aussichtslos, den Phosphorwolframniederschlag daraufhin zu untersuchen.

II. Uber die Reduktion der Asparaginsidure durch Glukose.

Wenn man Asparaginsiure mit Traubenzucker in neutraler, saurer oder auch
alkalischer Losung mehrere Stunden kocht, kann man keine Einwirkung bemerken.
Es entsteht kein abdestillierbares Ammoniak. Auch Zusatz von etwas Kupfer- oder
Quecksilbersalz als Katalysator #ndert daran nichts. Laft man hingegen den Trauben-
zucker im Autoklaven bei héherer Temperatur einwirken, bei saurer, neutraler oder
alkalischer Reaktion, so bekommt man je nach der Einwirkungszeit kleinere oder
groflere Mengen abdestillierbares Ammoniak. Daf3 dies durch Hydrolyse (unter gleich-
zeitiger Bildung von Apfelsdiure) gebildet wiirde, 1Bt sich ausschlieBen, da Asparagin-
sdure im Autoklaven fiir sich oder in alkalischer Losung in gleicher Weise, aber ohne
Zucker behandelt, kein freies Ammoniak liefert. KEs ist ferner bemerkenswert, dafl
in einem blinden Versuch bei Abwesenheit von Asparaginsiiure, aber Gegenwart von
Bernsteinséure, also in saurer Losung, die Zuckerlosung sich nicht briunte, wihrend
eine parallel behandelte asparaginsiurehaltige Losung sich durch Zersetzung tiefdunkel
fairbte. Es mufl also in jenen Versuchen Ammoniak durch Reduktion entstanden
sein unter gleichzeitiger primirer Bildung von Bernsteinsiure.

Die folgende Tabelle enthilt in Prozenten der theoretischen Ausbeute die in
verschiedenen Versuchen erhaltenen Mengen Ammoniak.

Zeit der )
Erhitzung 120° 135° 145° 155° 170°
in Stunden
1 18
2 30 35
3 10 38 40
8 14

Die dabei angewandten Mengen Asparaginsiure lagen zwischen 1 und 16 g, die
des Zuckers zwischen 3 und 80 g, das Lisungsvolum zwischen 100 und 500 ccm.
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Die Reaktionsmassen sind naturgemi durch Karamelbildung stark gebriunt,
bei 150° und dariiber auch durch Ausscheidung kohliger Huminsubstanzen von brei-
artiger Beschaffenheit. Um daraus die mutmaBlich gebildete Bernsteinsiure zu isolieren,
wurde mit groBen Mengen Ather geschiittelt und im Riickstand vom Atherextrakt die
Bernsteinséiure teils durch Fillung mit Silbernitrat, teils mit Hilfe des Baryum- oder
Bleisalzes abzusondern versucht. Zur Reinigung der aus ihren Salzen wieder in
Freiheit gesetzten Sdure sublimierten wir den Verdampfungsriickstand, der die Bern-
steinsiure enthielt, zwischen zwei Uhrglisern auf dem Sandbade.

Bei diesem Verfahren haben wir nun zwar meist etwas Sublimat erhalten, das
die Kigenschaften der Bernsteinsiure besall (charakteristisch zu ihrer Erkennung ist
der intensive Hustenreiz, den ihre Dimpfe bewirken). Indessen war die Ausbeute
gering. Erst bei Anwesenheit von 16 g Asparaginsiure erhielten wir einige Zentigramm
reiner Bernsteinsdure, welche an ihrem Schmelzpunkt 183° an ihrer Kristallform
und an der ihres Baryumsalzes, die charakteristisch ist, identifiziert werden konnte.

Obwohl nun die Absonderung der Sdure sicher mit groflen Verlusten verkniipft
ist, so h#tte man doch eine bessere Ausbeute erhalten miissen, wenn in der Reaktions-
masse die dem abdestillierbaren Ammoniak #quivalente Siuremenge gebildet worden
wire. Unzweifelhaft finden also unter den eingehaltenen Bedingungen noch weitere
Reaktionen statt, welche der Anh#ufung der Bernsteinsiure entgegen wirken.

Inzwischen darf es als erwiesen gelten, da die fiir die Bernsteinsiure des
Fleischextraktes angenommene Bildungsweise aus Asparaginsiure durch reduzierende
Einwirkung von Glukose bei Temperaturen oberhalb 100° in Wirklichkeit eintreten
kann.

Anhang.

Yersuche zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von Bernsteinsiure
zwischen Wasser und Ather bei 25°.

A. Versuche mit gesittigten Ldsungen.

Um von den grofiten Konzentrationen auszugehen, wurde zuerst die Léslich-
keit der Sdure in an Ather gesittigtem Wasser und in an Wasser gesittig-
tem Ather bestimmt. Dazu wurde in einer 5 ccm-Pipette (genau 5,014 ccm) eine
Probe der zu analysierenden Schicht entnommen, nachdem die mit Losungsmitteln
und Bodenkorpern beschickte Stépselflasche lingere Zeit bei 25° rotiert worden war.
Die Filtration geschah durch Watte. Um bei der Analyse der wisserigen Losung,
iiber welche die itherische geschichtet ist, eine Benetzung der Pipette mit dem Ather
zu vermeiden, wurde ein geniigend weites Glasrohr in die Flasche eingelassen und
die darin stehende Fliissigkeit durch einmaliges Hineinblasen verdringt. Bei der
Ritckkehr der Fliissigkeit in das Rohr dringt nur solche aus der wisserigen Schicht
ein. Nun kann durch Einsenken der Pipette in das Glasrohr eine Probe entnommen
werden. Die Titration erfolgte stets durch Alkalilauge (normale, halbnormale oder
zehntelnormale). Handelte es sich um eine #therische Schicht, so wurde der Ather
nach Zusatz von Wasser, welches die Sdure aufnehmen konnte, durch Verdampfen
entfernt. Aber auch im Falle der wisserigen Schicht wurde der Ather nach Moglich-
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keit vertrieben, weil seine Gegenwart die Loslichkeit fiir Kohlensiure erhoht, also
eine Fehlerquelle bildet, die besonders bei kleinen Konzentrationen empfindlich ist.

Die Sittigungswerte sind:

1000 cem #therisches Wasser lésen bei 25° 85 g oder 0,72 Mole Siure.

» , wisseriger Ather w o 200124 g , 0,105 y

Zur Berechnung des Verteilungskoeffizienten der undissoziierten Sdure bediirfen
wir der Kenntnis der in der wisserigen Losung enthaltenen Zahl undissoziierter Mole.
Sei y diese Zahl, A die Gesamtzahl derselben, also A—y die Zahl der Wasserstofl,
sowie der Bernsteinsiureionen, so gibt das Verdiinnungsgesetz die folgende Beziehung:

A=y _ |
y

Um y zu finden, ist die Gleichung in bezug auf y aufzulésen:

k ok
In unserem Falle ist k = 0,0066%), A = 0,72. Also

y = 0,72 4 0,0033 + V0,72 % 0,0066 + 0,000019.
Da der erhaltene Wert kleiner sein muf als A, so ist nur die negative Wurzel zu

berticksichtigen.
Dann wird y = 0,6543.

In 1000 ccm der gesittigten Losung sind also 0,654 undissoziierte Mole enthalten.
In demselben Volum der &therischen Schicht 0,105 Mole. Der Verteilungskoeffizient
betrigt hiernach 6,2 (6,23).

B. Versuche mit ungeséttigten Losungen.

In den ungesiittigten Losungen stellt sich das Gleichgewicht erfahrungsgemil
so schnell ein, dafl mehrmaliges Schiitteln geniigt. Die gesuchten Konzentrationen
wurden wieder durch Titration beider Schichten ermittelt. — Die nachfolgenden Ver-
suche 5 und 6 mit sehr geringen Konzentrationen zeigen keine besonders gute Uber-
einstimmung mit den anderen Werten. Es mufl dies so gedeutet werden, dafl die
Methode bei dieser Verdiinnung den erforderlichen Grad von Genauigkeit einbiifit,
sodal die Beriicksichtigung selbst der ersten Dezimale kaum gerechtfertigt ist.

Der Versuch Nr. 4 ist unter Schwefelsdurezusatz gemacht. Die Bestimmung
wird dadurch sehr erleichtert, dafl, wie bestitigt werden konnte, die Schwefelsiure
nicht in nachweisbarer Menge in den Ather geht. Als Losungsmittel der , wisserigen
Schicht'* diente normale Schwefelsiure. Da aber withrend des Ausschiittelns mit Ather
die Kouzentration der Schwefelsiure voraussichtlich geindert wird, (hauptsichlich
durch gegenseitige Toslichkeit von Wasser und Ather), so wurde in einem blinden
Versuch, der sich von dem Hauptversuch nur durch die Abwesenheit der Bernstein-
siure unterschied, die Konzentration der Schwefelsiure nach dem Schiitteln ermittelt.
Die Subtraktion dieses Wertes von der Aziditit der wisserigen Schicht in dem Haupt-
versuch ergab die Konzentration der Bernsteinsiure.

'y Ostwald, Z. physik. Chem. 8, 170 (1889).
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0,3 g Bernsteinsiure werden in 70 ccm n-H;SO; gelost. 35 cem der Losung
kommen mit 75 ccm Ather in die Schiittelflasche. Nach dem Schiitteln brauchen
1

5,014 ccm der dtherischen Schicht 1,06 ccm etwa 10

n-NaOH oder 0,114 cem n-NaOH
Mol
(entsprechend 0,0114 iit()?)'
5,014 ccm der wisserigen Schicht brauchen 11,68 ccm etwa %n-NaOH. In dem

blinden Versuch werden 35 ccm n-He SO, mit 75 ccm Ather geschiittelt. Nach dem

Schiitteln brauchen 5,014 ccm 10,19 ccm etwa % n-NaOH. In dem Hauptversuch

kam demnach auf die Bernsteinsiure 1,49 ccm etwa ;— n-NaOH oder 1,434 ccm

Mol . .
% n-NaOH = 0,717 cem n-NaOH <entsprechend 0,0715 ITt%f‘)’ Bei Annahme einer
zu vernachlissigenden Dissoziation der Bernsteinsiure ergibt sich das Teilungs-
verhiltnis zu 6,3. In Wahrheit diirfte etwa 19/, dissoziert sein.

Die folgende Tabelle enthilt die Versuchsergebnisse:

Konzentrar
Gesamtkon- gﬁ;;ofﬁ;r?;{ Ronzentra: | rejjyngg.
Nr. zentration | Bernstein- tion o Bemerkungen
im Wasser sidure im Ather verhiltnis
im Wasser
1 0,720 0,654 0,105 ‘ 6,2 Sittigung
2 0,343 0,299 0,047 ‘ 64 —
3 0,191 0,159 0,026 6,2 —
4 0,072 0,071 0,011 6,4 Schwefelsdurezusatz
5 0,083 0,062 0,011 5,6 —
6 0,050 0,035 0,006 5,9 —

Bereits im Jahre 1872 bestimmten Berthelot und Jungfleisch?) den Teilungs-
koeffizienten der Bernsteinsiure zwischen Wasser und Ather bei 0° und 150. Diese
Forscher fanden fiir das unkorrigierte Teilungsverhiltnis bei 150 folgende Werte
(die Zahlen der zweiten und letzten Kolumne sind von uns berechnet und hinzu-
gefiigt worden):

Gesamt- Konzentra- Teilungs- Teilungs-
konzentration in tion der un-| Konzentra- verhaltiis verhiltnis
der wisserigen dissoziierten tion der Ge- der un-
Schicht in Molen Saure im Ather dissoziierten

. samtmenge
pro | im Wasser Sidure
43’3 = 0,417 0,363 0,0621 6,6 5,9
286 _ 57 47
18 = 0,200 0,164 0,0351 y 3
—1% = 0,059 0,042 0,011 5,2 3,8

) Ann. chim. phys. (4] 26, S. 396.
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Mit unseren Zahlen sind die Zahlen dieser Tabelle deshalb nicht vergleichbar,
weil die Temperatur eine andere ist. Auffillig ist, daB der unkorrigierte und umso
mehr der korrigierte Teilungskoeffizient einen sehr starken Gang aufweist. Derselbe
iibersteigt hier im Gegensatz zu unseren Versuchen die Versuchsfehler bedeutend.

Bemerkt sei, das Berthelot und Jungfleisch die Unabhéngigkeit des
Koeffizienten von der Verdiinnung gar nicht zu erweisen bestrebt waren, sondern nur
zeigten, da das Konzentrationsverhiltnis vom Volumen der beiden Phasen unabhingig
ist, ein Gesetz, welches als eine Forderung der Energetik betrachtet werden muf.

Zusammenfassung.

1. Die Bernsteinsiure des Fleischextraktes kommt in demselben fertig gebildet
vor, sie entsteht nicht erst nach Einwirkung von Siure auf das Extrakt.

2. Die Annahme wird begriindet, daff als Quelle der Bernsteinsiure des Fleisch-
extraktes die Asparaginsiure in Betracht kommt. Als sicheres Kennzeichen der Féulnis
kann das Vorkommen der Bernsteinsiure im Fleischextrakte nicht angesehen werden.

3. Im Autoklaven entstehen kleine Mengen von Bernsteinsiure aus Asparagin-
siure und Traubenzucker. Die Vermutung liegt nahe, in dieser Reaktion den Ur-
sprung der Bernsteinsiure des Fleischextraktes zu suchen.

4. Nach der Reaktion von Jaffé kann man Kreatin und Kreatinin in Fleisch-
extrakten und Peptonen quantitativ bestimmen.

5. In Fleischextrakten und Peptonen sind — entgegen der bisherigen Annahme
— Aminosiuren enthalten, welche nach dem Verfahren von Emil Fischer nach-
gewiesen und quantitativ bestimmt werden kénnen.

6. Bestimmungen von Kreatin, Kreatinin und Aminoséuren in einer Anzahl
von Handelspriiparaten lassen interessante und charakteristische Unterschiede zutage
treten, welche auf Ursprung und Herstellungsweise dieser Waren Schliisse zu ziehen
gestatten.

7. Die Stickstoffverteilung in Liebigs Fleischextrakt kann mit den im Text
gegebenen Analysenzahlen auf die Stickstoffverteilung im wisserigen Auszug von
Fleisch in stimmender Weise zuriickgefiihrt werden.

8. Das Verteilungsverhiltnis von Bernsteinsiure zwischen Wasser und Ather
wurde bhei 25° im Mittel zu 6,3 bestimmt.

Vorstehende Arbeit wurde in der Zeit vom September 1905 bis zum Mirz 1906
im Chemischen Laboratorium des Kaiserlichen Gesundheitsamtes ausgefithrt. Herrn
Geheimen Regierungsrat Dr. W. Kerp, auf dessen Anregung dieselbe erfolgte, sind
wir fiir sein Interesse und seine wertwollen Ratschlige zu lebhaftem Dank verpflichtet.



Uber ein Verfahren zur Trennung von Stérke und Glykogen.
Von
Privatdozent Dr. Emil Baur, Dr. Eduard Polenske,
wissenschaftlichem Hilfsarbeiter und technischem Hilfsarbeiter
im Kaiserlichen Gesundheitsamte.

Bei der Untersuchung von Wurst auf etwaige Verfilschung mit Stirkemehl oder
Mehl wird man in die Notwendigkeit versetzt, Stirke von Glykogen quantitativ zu
trennen. Hierfiir liegt ein zuverlissiges Verfahren zurzeit nicht vorl). Wir ver-
suchten nun, mit Hilfe von gesiittigter Ammoniumsulfatlosung ein solches zu schaffen.

Bei der iiblichen AufschlieBung von Wurst mit 8%, iger alkoholischer Kalilauge
(nach Mayrhofer-Polenske %)) oder mit 60%,iger Kalilauge und Fillung der er-
haltenen Loésung mit Alkohol (nach Pfliiger?)) bekommt man zundchst Stirke?)
und Glykogen zusammen. Die Stiirke ist dabei in einem Zustand der Wasserloslichkeit,
den sie durch Behandlung mit Kalilauge annimmt. Man muflte also bei der Priifung
der Wirkung von Ammonsulfat auf das Gemenge solche Stirke verwenden, welche
eine Vorbehandlung mit Kali erfahren hatte.

Diese eYhilt man auf folgende Weise: 2 g Kartoffelstirke werden mit 100 cem
Wasser angeriihrt, dazu 100 ccm 60%, iger Kalilauge gegeben, auf dem Wasserbade
eine Stunde lang erwirmt und darauf mit Alkohol gefillt. Dabei fillt die Stirke
schmierig-flockig aus und hiingt sich an die Gefilwandungen. Man filtriert den
Niederschlag ab und wiischt ihn mit Alkohol. Dabei wird er pulverig.

Dieses Priiparat ist in Wasser 18slich. Mit so bereiteten, wiisserigen, mit Essig-
sdure neutralisierten Loésungen wurden die nachfolgenden Versuche gemacht:

Die Losung gibt mit Jod rein blaue Firbung. Bei der Kalibehandlung geht
also eine Verinderung (Dextrinbildung) der angewandten reinen Stirke in irgend
erheblichem MaBe nicht vor sich. Versetzt man die Stirkelosung mit gesittigtem
Ammoniumsulfat, so tritt bei Zusatz eines etwa gleichen Volums Fillung ein; bei
Zusatz von etwa zwei Volumen gesittigter Ammoniumsulfatlosung ist die Fiallung
vollstindig. Doch muB man die mit Ammoniumsulfat versetzte Losung einige Zeit
(/; Stunde) stehen lassen, bevor man filtriert. Wenn man dann das Filtrat durch
einen Tropfen Jodlosung priift, so findet man es stirkefrei. Aber man erhdlt im

) Vergl. R. Hefelmann, Ztschr. Unters. Nahr. u. GenuBmittel §, 580 (1902); auch
Zeitschr. f. 6ffentl. Chem. 7, 43 (1901).

?) Vergl. Anhang.

®) Pfligers Archiv f. Physiol. 98, 163 (1903).

4 Auf gewisse eigentiimliche Verinderungen, welche Stirke in Fleischwaren bei dieser
Behandlung erleiden kann, wird am Schlufl eingegangen werden. -
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Filtrat stets eine geringe rote Jodreaktion. Diese riibrt davon her, dafi bei der
Behandlung mit Kalilauge eine geringe Dextrinbildung eintritt. Bei lingerem Auf-
bewahren der w.'éisserigen Stdrkelosung scheint die Dextrinmenge ein wenig zuzunehmen.
Quantitativ ist die Dextrinmenge gering. Dies kann man durch den sehr geringen
Jodverbrauch des Filtrates vom Ammonivmsulfatniederschlag erweisen. Dieser geringe
Verbrauch wird daran deutlich, daB die auf Zusatz von einem Tropfen ver-
diinnter Jodlésung rotlich sich farbende Fliissigkeit schon bei einem zweiten oder
dritten Tropfen durch frei bleibendes Jod mififarbig wird.

Die Stérkelosung, in der durch Ammoniumsulfat der Niederschlag erzeugt wurde,
laBt sich mit Wasser auf das doppelte Volum und dariiber verdiinnen, ohne da@3
eine Riickauflésung des Niederschlages beginnt. Wischt man den Stirkeniederschlag
mit Wasser auf dem Filter aus, so geht er nur sehr langsam in Losung. Dies lifit
sich mit dem Auge leicht verfolgen, wenn man den Niederschlag mit Jodldsung blau
firbt oder das Filtrat mit Jodlésung priift.

Glykogenlosung verhilt sich gegen Ammoniumsulfat anders. KEs tritt zwar
schliellich auch Fillung ein, aber erst wenn mehr als zwei Volume Ammoniumsulfat
zugesetzt werden. Dieser Niederschlag ist gegen Wasserzusatz sehr empfindlich, schon
eine kleine Verdiinnung lést ihn sofort wieder auf.

Féllt man daher Glykogen und Stirke durch einen groflen Ammoniumsulfat-
iberschufl zusammen aus und wischt dann den Niederschlag mit einer halbgesiittigten
Lésung von Ammoniumsulfat, so geht Glykogen in Liosung, wihrend Stirke zuriick-
bleibt. Dies lit sich wieder wie oben bequem verfolgen, wenn man den Nieder-
schlag mit Jod farbt oder im Filtrat damit priift.

Um im Filtrat eine kleine Menge etwa geloster Stirke neben viel Glykogen zu
erkennen, figt man nur einen Tropfen einer verdiinnter Jodlésung zum Filtrat
hinzu. Bei Anwesenheit von Stiirke firbt sich dann die Lésung rein blau. Fiigt man
mehr Jod hinzu, so wird sie violett, indem sich die rote Glykogenfirbung zur blauen
Stirkefdrbung hinzuaddiert. Es beruht dies daraut, daf die Verwandtschaft des Jods
zur Stirke eine viel grgBere ist, als zum Glykogen. Haben daher beide um eine
ungeniigende Jodmenge zu konkurrieren, so reifit die Stirke praktisch das gesamte
Jod an sich. (Das Mafl dieser Verwandtschaft ist hier das Teilungsverhiltnis von
Jod zwischen Wasser und Stirke einerseits und Wasser und Glykogen andrerseits.
Da es sich um kolloidale Losungen handelt, bestehen tatséichlich drei Phasen neben-
einander, in denen je Wasser, Glykogen und Stirke {iberwiegt.)

Auf das vorstehend beschriebene Verhalten 148t sich nun ein Verfahren griinden,
welches zur quantitativen Trennung von Stirke und Glykogen dienen kann.

Anfangs arbeiteten wir so, daB wir den durch gesittigte Ammoniumsulfatlésung
bewirkten und von dem in Losung verbliebenen Glykogen durch Filtrieren getrennten
Stirkeniederschlag mit halbgesittigter Ammoniumsulfatlésung auswuschen und darauf
zur Befreiung von Ammoniumsulfat umfillten. Bei dieser Arbeitsweise erhilt man
von dem salzreichen Filtrat, welches das Glykogen enthélt und vor der Fillung
mit Alkohol verdiinnt werden muf, so groe Mengen, dal man bei der Fillung
das Glykogen in Form einer feinen Milch erhilt, die sich nicht absetzt. Auch die
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Bestimmung des Glykogens durch Inversion wird durch die Menge des Ammonium-
salzes vereitelt. Es war daher auf die direkte Bestimmung des Glykogens zu ver-
zichten und, wie folgt, zu verfahren:

Man 16st eine gewogene Substanzmenge (0,3—0,5 g) in Wasser (passend nicht
mehr als etwa 30—40 ccm), versetzt mit der doppelten Menge kalt gesittigter
Ammoniumsulfatlosung, 146t etwa eine halbe Stunde stehen, filtriert den Niederschlag
und wischt ihn dreimal mit halb gesittigter Ammoniumsulfatlosung.

Das Filtrat prift man, bevor die Waschwisser dazu kommen, mit einem
Tropfen verdiinnter Jod-Jodkaliumlésung. Die Firbung darf nicht blau ausfallen, sondern
mufl in der Aufsicht rotviolett, in der Durchsicht bordeauxrot sein. Entsteht blaue
Jodreaktion, so setzt man noch etwas gesittigte Ammoniumsulfatlssung zu dem
Filtrat und 146t eine Zeitlang stehen. Den entstandenen Niederschlag vereinigt man
mit dem schon auf dem Filter befindlichen.

Der, wie vorgeschrieben, mit halbgesiittigter Ammoniumsulfatlssung gewaschene
Stirkeniederschlag wird auf dem Filter mit Natronlauge iibergossen und das
opaleszierende Filtrat in einem Becherglase aufgefangen. Man wischt das Filter erst
mit Natronlauge, sodann einige Male mit Wasser. Darauf wird das Filtrat mit
Essigsdure neutralisiert und mit Alkohol gefillt. Der dabei entstehende, flockige,
rein weile Niederschlag wird auf gewogenem Filter gesammelt, mit 50% igem Alkohol
und schlieBlich mit reinem Alkohol gewaschen, bei 100 ° getrocknet und gewogen.

Will man im Filtrat von der Stirke das Glykogen bestimmen, so verdiinnt man
dasselbe mit seinem drei- bis vierfachen Volum Wasser und fillt darauf mit einem
gleichen Volum Alkohol. Den Niederschlag 1at man zwolf Stunden absetzen, sodann
filtriert man ihn ab. Da er aus einer stark salzhaltigen Losung abgeschieden wurde,
so 16st man den mit 50%, igem Alkohol gewaschenen Niederschlag in wenig Wasser.
Die erhaltene stark opaleszierende Glykogenlésung wird wieder mit Alkohol gefillt,
durch ein gewogenes Filter filtriert, mit Alkohol gewaschen, der rein weille
Niederschlag bei 100 ° getrocknet und gewogen. Nach diesem Verfahren sind die
folgenden Analysen ausgefithrt worden:

Angewandt Gefunden
T cem Stirkelosung, enthaltend 0,114 g Starke: 0,100 g
5 cem Glykogenlosung, enthaltend 0,086 g —
2 25 cem Stirkelgsung, enthaltend 0,190 g Stirke: 0,181 g
5 cem Glykogenlosung, enthaltend 0,09 g —
3 10 ccm Stirkelosung, enthaltend 0,076 g Stdrke: 0,080 g
15 cem Glykogenlosung, enthaltend 0,135 ¢ —
4 5 ccm Stirkelosung, enthaltend 0,08 g Stirke: 0,088 g
20 ccm Glykogenlssung, enthaltend 0,340 ¢ Glykogen: 0,295 g
75 15 cem Stirkeldsung, enthaltend 0,240 g Stirke: 0,251 g
20 ccm Glykogenlésung, enthaltend 0,340 ¢ Glykogen: 0,290 g*)

) Der Glykogenverlust rithrt davon her, daB das Filtrat vom Glykogenniederschlag mit
geringer Tritbung durch das Filter ging.
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In dieser Gestalt haftet dem Verfahren insofern noch eine Unvollkommenheit
an, als das Glykogen aus der Differenz bestimmt wird, und es ist etwas umstiindlich,
weil die Stirke zweimal gefillt wird. Auflerdem bringt die Verwendung ,kalt
gesiittigter  Ammoniumsulfatlosung eine gewisse Unsicherheit in der Handhabung
mit sich. Dies alles 1d8t sich jedoch durch den folgenden Arbeitsweg verbessern:

Man 16st einige Zehntel Gramme der Substanz (des Gemenges von Stirke und
Glykogen) in 30 ccm Wasser und setat 11 g festes, fein gepulvertes Ammoniumsulfat
zu. Hierdurch wird nur Stirke abgeschieden, Glykogen bleibt in I.osung. Die Stirke
wird abfiltriert und mit einer Losung, die 11 g Ammoniumsulfat in 30 cem Wasser
enthiilt, gewaschen. Das Filtrat, 60 ccm, wird mit der fiinffachen Menge Wasser ver-
dinnt und hierauf mit rund 500 ccm Alkohol das Glykogen gefiillt. Dabei gewinnt
man das Glykogen in filtrierbarer Form. Aus dem Stérkeniederschlag wird das
anhaftende Ammoniumsulfat mit 50%, igem Alkohol ausgewaschen, was leicht und
vollstiindig gelingt. Beide Niederschlige werden auf ihren Filtern im Wasserdampf-
kasten getrocknet und gewogen. Nach diesem Verfahren bekamen wir folgende
Analysenergebnisse:

Angewandt Gefunden
L "1),730 g Glykogen Gl;kogen: nicht geﬁ;’()g—eg
0,05 g wasserldsliche Stirke Starke 0,045 g
2 0,30 g Glykogen Glykogen: 0,281 g
’ 0,05 g wasserlosliche Starke Stirke: 0,047

Wir mochten nun noch auf eine eigentiimliche Beobachtung aufmerksam
machen, die uns bei der Priiffung der Stidrkebestimmung entgegen getreten ist und
die tbliche AufschlieBung von Fleisch- und Wurstwaren mit starken Alkalien betrifft.
Das hier beschriebene Verfahren gestattet zwar den Stiirke-Glykogen-Niederschlag, den
man durch AufschlieBung von Fleischwaren durch Alkalien iibrig behilt, auf Stirke
und Glykogen zu analysieren. Allein es scheint, daf die so bestimmte Stirke-
menge geringer ist, als diejenige, welche tatsiichlich in den zur Untersuchung
gekommenen Fleisch- oder Wurstwaren enthalten ist. Wir versetzten je 50 g
gehacktes Pferdefleisch a) mit 0,05 g (= 0,1 %), b) mit 0,1 g (= 0,2%,) Kartoffel-
stirke und verarbeiteten die Gemenge sogleich nach dem Verfahren von Mayrhofer-
Polenske. Wir fanden im ersten Fall die Stirke vollstindig verindert und nicht
mehr nachweishar, im zweiten Fall wurden aus dem Glykogenniederschlag 0,047 g
wiedergewonnen. Ks werden also offenbar kleinere Stirkemengen beim Aufschlieflen
vernichtet. Daf hierbei ein enzymatischer Vorgang im Spiele sei, etwa derselben
Art, wie beim allmdhlichen Verschwinden des Glykogens im Fleische, darf man
kaum annehmen, da in vorstehenden Versuchen die Zeit, wihrend welcher Stirke
mit unverindertem Fleisch in Berilhrung war, ganz kurz war. Diese Beobachtung,
die zu besonderer Untersuchung auffordert, da sie eine bisher anscheinend unbeachtet
gebliebene Fehlerquelle des von Mayrhofer ') empfohlenen Verfahrens zur quantitativen

) Forschungsber. tiber Lebensmittel, 8, 141 (1896), Ztschr. f. Nahr.- und GenuBmittel
4, 1102 (1901).
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Stiarkebestimmung in Wurst aunfzudecken verspricht, ist um so unerwarteter, als —
wie eingangs erwihnt — reine Kartoffelstirke, wenn sie mit Kalilauge in gleicher
Weise behandelt wird, nur in kaum merklichem Betrage in Dextrin umgewandelt wird.
Vorbehaltlich dieses vermutlichen methodischen Fehlers und nur beispielsweise
wollen wir die Gehalte von Stirke und Glykogen mitteilen, die wir in zwei Wiirsten,
nimlich a) in Leberwurst (,erste Qualitidt®, ,ungewiirzt*) und b) in Mettwurst, an-
getroffen haben. Je 100 g der Wiirste wurden nach der Methode Pfliiger's auf-
geschlossen und dabei erhalten aus a) 0,094 g und aus b) 0,046 g Stirke plus
Glykogen. Die Analyse dieser Gemenge nach dem vorbeschriebenen Ammoniumsulfat-
Verfahren ergab aus a) 0,073 g, aus b) 0,039 g Stiirke. Es enthielt also b) keine
merkliche Menge Glykogen; auch gab das Filtrat vom Ammoniumsulfat-Niederschlag
keine Rotfirbung mit Jod. Fiir a) berechnet sich aus der Differenz 0,021 g Glykogen.
Hier war die Jodreaktion im Filtrat vom Ammoniumsulfat-Niederschlag positiv.

Anhang.
Das von Polenske abgeinderte Mayrhofersche!) Verfahren zur Glykogen-Bestimmung.

50 g von anhaftendem Fett moglichst befreites, zerhacktes Fleisch werden in
einem Becherglase von etwa 400 cem Inhalt mit 150 cem alkoholischer Kalilauge
tbergossen. Letztere wird durch Lisen von 80 g Kaliumhydroxyd in einem Liter
Alkohol von 90 Volumprozenten hergestellt. Das mit einem Uhrglase bedeckte
Becherglas wird auf einem Wasserbade unter zeitweiligem Umrithren bis zur Lésung
der Fleischfaser erwirmt, wozu etwa eine halbe Stunde Zeit erforderlich ist. Das
Glykogen wird hierbei abgeschieden. Die heifle Fliissigkeit wird mit 100 cecm
50% igem Alkohol versetzt und nach dem Erkalten von dem Rohglykogen zweckmifig
mit Hilfe einer Witt’schen Filterscheibe abfiltriert. Der Riickstand wird zunichst
mit etwa 30 ccm auf 50° erwiirmter alkoholischer Kalilauge, alsdann mit 90%;igem
kaltem Alkohol so lange gewaschen, bis das Filtrat auf Zusatz einiger Tropfen
verdiinnter Salzsiure nicht mehr getriibt wird. Nunmehr bringt man den ungeldsten
Riickstand in einen 110 ccm Kolben und erwirmt nach Zusatz von 50 cem wisseriger
Normalkalilauge eine halbe Stunde lang auf dem Wasserbade, um das Glykogen zu
16sen. Nach dem Erkalten wird die Liosung mit konzentrierter Kssigsiure angesduert,
mit Wasser auf das Volumen von 110 ccm gebracht und filtriert. Zu 100 ccm  des
Filtrats fiigt man 150 ccm absoluten Alkohol. Nach 12 Stunden langem Stehen wird
das abgeschiedene Glykogen in einem gewogenen Gooch'schen Platintiegel oder auf
einem gewogenen Filter gesammelt und mit 70% igem Alkohol so lange gewaschen, bis
das Filtrat einen Riickstand nicht mehr hinterldfit. Das hierauf mit absolutem
Alkohol und schlieflich mit Ather gewaschene Glykogen wird bei zunichst 40° und
schlieflich bei 100° bis zum gleichbleibenden Gewicht getrocknet. In einem Teil
des Glykogens ist der Aschengehalt zu bestimmen.

Den Prozentgehalt des Fleisches an Glykogen erhilt man durch Multiplikation
der gefundenen Menge Glykogen mit 2,2.

1) Forschungsber. iiber T.ehensmittel 8, 141; 429 (1896).



Uber den Wassergehalt im Schweineschmalz.

Von
Dr. Ed. Polenske,

technischem Hilfsarbeiter im Kaiserlichen Gesundheitsamte.

l. Allgemeines.

Das als Speisefett feilgehaltene ,Schweineschmalz“ enthilt nicht selten eine Bei-
mischung von Wasser.

Wenn man von vereinzelten Fillen, in denen der Wassergehalt im Schweine-
schmalz die Hohe von ungefihr 2 %, erreichte, absieht, betrigt er im allgemeinen
weniger als 1 %,

Im Hinblick darauf, dal wasserfreies Schweineschmalz haltbarer ist als wasser-
haltiges, sollte man annehmen, dal im GroBbetriebe schon im eigenen Interesse
darauf Wert gelegt wird, besonders das fiir die Ausfuhr bestimmte Schmalz mog-
lichst wasserfrei herzustellen. Unter dieser Voraussetzung dirfte daher das Vor-
handensein groflerer Wassermengen im Schmalze, die sich beim Abschmelzen sofort
zu erkennen geben, mehr auf Fahrlidssigkeit bei der Herstellung des Schmalzes, als
auf Gewinnsucht zurlickzufiilhren sein. Allerdings bleibt die Moglichkeit bestehen,
daBl in vereinzellen Fillen ein Wasserzusatz zum Schmalz zu dem Zwecke siattge-
funden haben kann, einer milfarbigen Ware - durch Emulgierung mit Wasser eine
weilere Farbe zu verleihen.

Das fabrikmifig aus dem stets wasserhaltigen Rohmaterial entweder durch Ab-
schmelzen {iber frejem Feuer oder mittels Wasserdampf abgeschiedene Schweine-
schmalz stellt bei seiner Schmelztemperatur nach vollstindiger Abscheidung des darin
verteilten Wassers eine klare durchsichtige Fliissigkeit dar, die noch jene geringe Menge
Wasser enthilt, die von dem Schmalze gelost wird. Auch dieses geloste Wasser 146t
sich durch weiteres Erhitzen vollstindig aus dem Fette entfernen; aber mit Riicksicht
darauf, daB bei lingerem Erhitzen des Schmalzes unter Aufnahme von Sauerstoff
Oxydationsprodukte entstehen, welche die Giite der Ware, besonders beziiglich ihres
Geruchs und Geschmacks, nachteilig beeinflussen, sieht man hiervon ab und hilt in
der Praxis das Schmalz fiir hinreichend wasserfrei, wenn es bei seiner Schmelz-
temperatur durchsichtig klar ist und keine sichtbaren Wassertropfchen enthilt.

In diesem Sinne sind auch wohl die Bestimmungen des Arzneibuchs fiir das
Deutsche Reich (Vierte Ausgabe) aufzufassen, nach denen das zu Arzneizwecken zu
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verwendende Schweineschmalz ein vom Wasser befreites Fett sein soll, welches bei
Temperaturen von 36 bis 42 °1) zu einer klaren Flissigkeit schmilzt.

Da es sich jedoch in vorliegendem Falle um das zu Speisezwecken dienende
Schweineschmalz handelt, so kommt bei diesem Schmalze als Anhaltspunkt fiir die Be-
urteilung seines Wassergehaltes zunichst die Bestimmung der , Vereinbarungen zur
einheitlichen Untersuchung und Beurteilung von Nahrungs- und GenuBmitteln usw.“
Heft I, S. 106, Abs. 5 in Betracht. Nach dieser Bestimmung sind ,Spuren von
Wasser“ im Schweineschmalz nicht zu beanstanden. Da aber diese Spuren von
Wasser in den Vereinbarungen zahlenmifig nicht niher definiert sind, so bringt die
Bestimmung nicht klar zum Ausdruck, ob unter diesen Begriff nur das vom Fette ge-
liste Wasser fallt, oder ob aufler diesem auch noch weitere Spuren mechanisch bei-
gemischten Wassers zulissig sind. In letzterem Falle wiirde eine geringe Triibung des
geschmolzenen Schweineschmalzes, sofern sie vom Wasser herriihrt, nicht zu be-
anstanden sein?®).

Auf Grund der Anweisung zur chemischen Untersuchung von Fetten und Kisen
ist gemaB Absatz III, B 1 eine Bestimmung des Wassergehalts im Schweineschmalz
auszufiihren, wenn sich dessen Gegenwart bei der Schmelzprobe zu erkennen gibt.
Ob der in einem Schmalze gefundene Wassergehalt Grund zu einer Beanstandung
gibt oder nicht, bleibt dem Ermessen des Chemikers iberlassen. Wie weit aber die
Ansichten der Sachverstindigen iiber den zuldssigen Wassergehalt im Schweineschmalz
voneinander abweichen, ergibt sich aus den Antworten einer veranstalteten Umfrage,
denen zufolge ein Hochstgehalt von einerseits 0,2 %/, und andererseits 0,5 %/ Wasser
als zuldssig zu erachten wire.

Aus diesen Antworten geht ferner hervor, daf man in Fachkreisen unter ,Spuren
von Wasser“ nicht nur das von dem Fette bei seiner Schmelztemperatur geldste
Wasser, sondern eine etwas grofiere Menge desselben verstehen will; denn bei der
mittleren Schmelztemperatur des Schmalzes, die ungefiihr bei 42° liegt, werden nur etwa
0,15 %, Wasser vom Schmalze gelost. Gegen diese in der Praxis bestehende Auf-
fassung sind keine Bedenken zu erheben, sofern eine im iibrigen angemessene Grenz-
zahl fiir den Wassergehalt im Schweineschmalz angenommen wird.

Zur Feststellung einer solchen Grenzzahl ist aber eine genaue Wasserbestimmung
im Schweineschmalz notwendig. Nach den amtlichen Vorschriften ist die Wasser-
bestimmung im Schweineschmalz wie auch in der Butter nach der in der Anweisung
zur chemischen Untersuchung von Fetten und Kisen unter I B, 1 gegebenen Vor-
schrift auszufithren. In dieser Vorschrift ist die wihrend des Trocknens durch Oxy-
dation des Fettes stattfindende Gewichtsvermehrung insofern beriicksichtigt worden,
als die Zeitdauer des Trocknens angegeben ist. Diese durch Oxydation des Fettes ent-

1y Aus Schweineliesen gewonnenes Schweineschmalz hat oftmals einen hoheren Schmelz-
punkt, als 42°,

% Zuweilen werden die Triihungen auch durch nicht vollstindig aus dem Fette entfernte
Riickstinde von Chemikalien verursacht, die zur Entsiuerung oder Entfirbung minderwertigen
Schmalzes verwendet worden sind. Diese Triilbungen lassen sich durch Erwirmen des Schmalzes
nicht beseitigen,
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stehende Gewichtsvermehrung ist zwar gering und fiir die Wasserbestimmung in Fetten
mit einem hoheren Gehalt an Wasser ziemlich belanglos. Bei Fetten dagegen, die
nur 0,2 bis 0,3 °, Wasser enthalten, macht sie sich meistens in einem solchen
MaBe geltend, dafl nicht nur der durch Verdunsten des Wassers entstehende Ge-
wichtsverlust ausgeglichen, sondern zuweilen schon nach halbstiindigem Trocknen
eine Gewichtszunahme des urspriinglichen Fettgewichts herbeigefiihrt ') wird.

In Fetten mit geringem Wassergehalte kann daher eine genaue Wasserbestim-
mung durch Trocknen nur bei Abschluff der Luft ausgefiihrt werden. Hierbei
wird in der Regel ein getrockneter Wasserstoff- oder Kohlensiurestrom durch das er-
hitzte Fett geleitet.

Da aber eine derartige Wasserbestimmung fiir den praktischen Gebrauch viel zu
umstindlich und zeitraubend ist, so soll nachstehend der Versuch gemacht werden, auf
Grund einer einfachen, zuverlédssigen und schnell auszufiihrenden Wasserbestimmung
im Schweineschmalz sowie unter Beriicksichtigung des Wassergehalts besserer Handels-
marken zu einer Erirterung iiber den hichstzulissigen Wassergehalt im Schweine-
schmalz anzuregen.

Il. Verfahren zur Bestimmung geringer Mengen Wasser im Schweineschmalz.

Bekanntlich steigt mit der Temperatur des Schmalzes auch sein Losungsvermogen
fiir Wasser.

Auf dieses Verhalten stiitzt sich das folgende Verfahren der Wasserbestimmung;
es beruht darauf, da geschmolzenes Schweineschmalz, welches bei hoheren, jedoch
unter 100 ° liegenden Temperaturen mit Wasser gesiittigt worden ist, sich sofort deut-
lich triibt, sobald die Temperatur um etwa 2 ° unter die Sittigungstemperatur
herabsinkt.

Nachdem festgestellt worden war, da zur Siittigung von frischem wasserfreiem
Schweineschmalz amerikanischer Herkunft bei einer bestimmten, {iber seinem Schmelz-
punkt liegenden Temperatur auch stets eine anniihernd gleiche Menge Wasser er-
forderlich war, wurde zuniichst das Gewicht derjenigen Wassermengen ermittelt, die
sich in dem erhitzten Schmalze bei den in Aussicht genommenen Temperaturen losten.

Das hierzu erforderliche wasserfreie Schweineschmalz wurde durch 6 Stunden
langes Einleiten eines sorgfiiltig getrockneten Kohlensiurestromes in klar filtriertes im
Glyzerin-Wassertrockenschrank auf 100 bis 101° 2) erhitates Schweineschmalz erhalten.
Das Schmalz befand sich hierbei in eiver diinnwandigen Woulffschen Flasche.

Die foigenden Zahlen zeigen, daB nach diesem Verfahren eine Oxydation des
Fettes nicht stattgefunden hatte und seine véllige Trockung in einem Zeitraum von
4 Stunden erreicht worden war. Der Gewichtsverlust von 130 g filtriertem Schweine-
schmalz betrug:

") Andere, bei 100° fliichtige Stoffe als Wasser koénnen im frischen Schweineschmalz
wohl nur in nicht wigbarer Menge vorhanden sein.

") Anstatt mit Wasser wurde der Trockenschrank mit 20 9, Glyzerin haltigem Wasser be-
schickt, wodurch im Trockenrauine eine Temperatur von 100 bis 101° erzielt wurde.
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Versuch L I
Nach 4 Stunden 0,075 g 0,084 ¢
. 6 0,076 0,083
»y 8 0,074 0,086 |,

" Um diesen Versuch zu kontrollieren, wurden in dem getrockneten Schmalze
0,3 % Wasser geldst und je 100 g dieses wasserhaltigen Fettes in gleicher Weise ge-
trocknet. Das innerhalb 5 Stunden verflichtigte in einem Chlorkalciumrohr "aufge-
fangene Wasser wog:

bei Versuch I 0,288 g
” » II 0,296 ,,

Diesen Ergebnissen zufolge war das nach diesem Verfahren getrocknete Schmalz
als wasserfrei zu betrachten.

Um die Loslichkeit des Wassers in wasserfreiem Schmalz bei verschiedenen Tem:
peraturen zahlenmiflig festzustellen, wurde das folgende Verfahren angewandt.

In einem starkwandigen Reagierglischen von 9 c¢m Linge und 18 cem
Inhalt wurden eine bestimmte, durch Ausprobieren gefundene Menge Wasser und
darauf 10 g des abgekiihlten, aber noch fliissigen wasserfreien Schmalzes abge-
wogen. Das Glédschen wurde sofort mit einem durchlochten Kautschukstopfen, in
dessen Offnung ein Anschiitzsches Thermometer so eingesetzt worden war, daf die
Quecksilberkugel ungefihr bis in die Mitte des Fettes eintauchte, luftdicht verschlossen
und der Stopfen gegen Lockerung gesichert. Das Fett wurde alsdann unter bestindigem
kréftigen Schiitteln des Glidschens allmihlich bis auf 95 © erhitzt und etwa 2 Minuten
lang bei fortgesetztem Schiitteln auf dieser Temperatur erhalten; hierdurch wurde alles
zugesetzte Wasser gelost und das Fett vollkommen klar. Hierauf wurde das Glischen
in der Luft so lange miflig stark weiter geschiittelt, bis sich eine deutlich sichtbare
Tribung des Fettes zeigte. Nunmehr wurde das Erhitzen und Abkiihlen unter be-
stindigem Schiitteln des Glédschens so oft wiederholt, bis alles Wasser wieder gelost
und das Fett bei 95° wieder vollkommen klar war und die Triibungstemperatur sich
nicht mehr erhéhte, sondern konstant blieb; hierzu war meistens ein drei- bis vier-
maliges Erhitzen des Fettes erforderlich.

Nachdem durch diese Vorversuche festgestellt worden war, daf sich bei 96°
ungefihr 0,45 %) und bei 42 ° dem mittleren Schmelzpunkte des Schweineschmalzes,

etwa 0,15 °/o Wasser l6sten, wurden fiir die weiteren Versuche Zusiitze von Wasser
gewihlt, die innerhalb dieser Grenzen lagen.

Die hierbei erhaltenen Ergebnisse sind
in nachstehender Tabelle zusammengestellt.

Auf Grund der in der nachstehenden Tabelle angefiihrten Triibungstemperaturen
ist man in der Lage, nach dem angegebenen Verfahren jeden Wassergehalt im
Schweineschmalz, der innerhalb der Grenzen von 0,15 bis 0,45 % liegt, in kurzer
Zeit weit genauer festzustellen, als es nach der bisherigen Methode méglich ist.

Als deutliche Triibung ist die zuerst auftretende Opaleszenz anzusehen. In be-
zug auf die Schiirfe des Verfahrens ist zu erwihnen, daB nach zahlreichen und von

verschiedener Seite ausgefiihrten Versuchen die groBte Abweichung in den beobach-
teten Triibungstemperaturen 1,5 ¢ betrug.



Triibungstemperaturen

der Schmalzproben °C bei einem Wasser- |Trithungstemperaturen Temperatur-
gehalt von im Mittel unterschiede
I II 111 v
0 0 [\ 0 0/0 (1] [\
96 97 95 94 0,45 95,5 .
= ,7
91 92 91 89 0,4 90,8
= 5,8
84 87 85 84 0,35 85,0
= 9,8
75 77 75 74 0,3 75,2
. } = 107
65 66 64 63 0,25 64,5
} = 115
53 55 53 51 0,2 53,0
} = 125
40 42 41 39 0,15 40,5

Zur Bestimmung des Wassers im Schweineschmalz wird folgendermallen
verfahren :

Das 9 cm lange starkwandige Reagierglischen von 18 cecm Inhalt wird bis zur
Héhe von etwa 5,6 cm mit der halbverfliissigten Schmalzprobe beschickt und in der
vorher beschriebenen Weise verschlossen. Alsdann wird das Fett etwas iiber den
héchstbeobachteten Schmelzpunkt des Schweineschmalzes und zwar auf 50—52° er-
wirmt. Hierbei konnen sich folgende Erscheinungen zeigen:

1. Das Fett ist bei 50—52 ¢ klar!). Alsdann schiittelt man das Glidschen so
so lange in der Luft, bis sein Inhalt die Temperatur von 40 ® angenommen hat.
Tritt bei dieser Temperatur keine Triibung ein, so betrigt der Wassergehalt des
Schmalzes nicht mehr als 0,15 %,. Tritt eine Trilbung ein, so liegt der Wasser-
gehalt zwischen 0,15—0,2 %,.

2. Das auf 50—52 ° erwérmte Fett ist deutlich triibe, die Triibung verschwindet
aber beim allmihlichen Erhitzen auf 95 ¢ vollstindig. Dann riihrt die Tritbung von
anwesendem Wasser her, dessen Menge 0,2—0,45 %, betragen kann. Das Wasger
befindet sich im Fette meistens in Form mikroskopischer Trépfchen, denen aber auch
makroskopische Tropfen beigemischt sein konnen. Die mikroskopischen Tropfchen
entstehen bei der Abkithlung aus dem bei hoheren Temperaturen vom Fette gelosten
Wasser. Die makroskopischen Wassertropfen rithren von der nicht vollstindigen
Trennung des Wagsers von dem Schmalze bei der Fabrikation her. Tritt beim Er-
hitzen der triiben Schmalzprobe bis auf 95 ? eine vollstindige Klirung ein, ohne daf
es notig war, das Gefil zu schiitteln, dann bestand die Triibung aus mikroskopischen
Wagsertropfchen, die sich auch ohne Schiitteln des Glischens in dem Fett bei er-
hthter Temperatur wieder losen. Makroskopische Wassertropfen kénnen an ihrer
Form in dem erhitzen und dadurch von den mikroskopischen Tropfchen befreiten

') Da eine Filtration des Fettes zu vermeiden ist, so muB eine sich zuweilen im ge-
schmolzenen Schmalze zeigende ganz geringfiigige Triibung, die gewohnlich aus fein verteilter
Zellsubstanz des Rohmaterials besteht, unterschieden werden von der weit stirkeren Triibung,
die im Schmalze durch Ausscheidung mikroskopischer Wassertrépfchen verursacht wird.
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Fette erkannt werden. Um sie in Losung zu bringen, ist das Fett bis auf 95°
unter fortwihrendem Schiitteln zu erhitzen.

Zur Bestimmung des Wassergehaltes solcher Schmalzproben ist das Fett daher
unter fortwihrendem Schiitteln zu erwirmen, bis es vollig klar geworden ist, und nun
durch fortwihrendes Schiitteln in der Luft bis zum Eintreten der Triibung abzukiihlen.
Mit Hilfe der vorstehend gegebenen Tabelle kann dann der Wassergehalt des Schmal-
zes durch Ablesung der Trilbungstemperatur festgestellt werden.

8. Das bei 50—52 ° triib geschmolzene Fett wird auch beim Erwirmen bis auf
959 unter fortwibrendem Schiitteln nicht klar. Die Triibung riihrt dann davon her,
daB das Schmalz entweder mehr als 0,45 %, Wasser oder neben dem Wasser noch
Reste von Stoffen in sehr feiner Verteilung enthilt, welche, wie z. B. Kalk, Fullererde
usw., bei der Behandlung minderwertigen Schmalzes Anwendung finden, um ihm den
Schein einer besseren Beschaffenheit zu verleihen. Die Bestimmung des Wassers mull
dann nach dem lingere Zeit in Anspruch nehmenden Trockenverfahren bei 100 ° unter
Luftabschlufl ausgefithrt werden. Die Anwesenheit der oben genannten Stoffe wird
meist an der Eigenart der Trilbung erkannt, die sich von der durch Wasser hervor-
gerufenen deutlich unterscheidet. Ausschlaggebend ist diese Beobachtung indessen
nicht, und die Anwesenheit jener Stoffe mufl in bekannter Weise besonders erwiesen
werden!). Bei ihrer Anwesenheit diirfte eine Wasserbestimmung entbehrlich sein.

. Uber eine Grenze fiir den hichstzulissigen Wassergehalt
im Schweineschmalz.

Nach der amtlich vorgeschriebenen Methode zur Bestimmung des Wassers im
Schweineschmalz wird infolge der durch Oxydationsprodukte entstehenden Gewichts-
vermehrung stets ein geringerer Wassergehalt gefunden, als in dem Schmalze wirklich
vorhanden ist. Dieser bekannte Ubelstand hat auch wohl dazu beigetragen, von der
Aufstellung einer Grenzzahl fiir den héochstzulissigen Wassergehalt im Schweine-
schmalz bisher Abstand zu nehmen. Nachdem nunmehr durch das vorliegende Ver-
fahren die Moglichkeit gegeben ist, auch geringe Mengen von Wasser, auf die es hier
besonders ankommt, im Schmalze in kurzer Zeit und mit ausreichender Genauigkeit
zu bestimmen, wiirden von diesem Gesichtspunkte aus der Festsetzung einer solchen
Grenzzahl Bedenken nicht mehr entgegenstehen.

Will man sich bei dieser Festsetzung auf die , Vereinbarungen“ stiitzen, dann
wiirde bei einer strengen Beurteilung der dort gegebenen Bestimmung unter dem Be-
griff ,Spuren von Wasser“ nur diejenige Wassermenge zu verstehen sein, die sich im
Schmalz bei seiner Schmelztemperatur zu 16sen vermag, und die nach den vorstehend
mitgeteilten Ergebnissen ungefdhr 0,15 %, betrigt. Durch eine derartig strenge Anforde-
rung wiirde aber die fabrikmiBige Herstellung des Schmalzes vor eine oftmals kaum er-
fillbare Aufgabe gestellt werden. Nach Lage der Sache und in Ubereinstimmung mit
den derzeitigen Anschauungen einer gréBeren Anzahl von Fachgenossen erscheint

) Schweineschmalz, welches derartige Stoffe auch nur in geringer Menge enthilt, sollte
im Hinblick auf den Zweck ihrer Anwendung stets beanstandet werden.

3%
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daher eine weniger strenge Auffassung der betreffenden Bestimmung der Vereinbarungen
angemessen. Als Grund hierfiir kann auch die Tatsache geltend gemacht werden,
daBl im GroBbetriebe das verflissigte Schmalz, um es vollstindig vom Wasser zu be-
freien, ldnger bei héheren Temperaturen erhalten werden miilte, als seiner Giite zu-
triglich sein wiirde.

Andererseits aber darf bei der Wahl dieser Grenzzahl die auf die Fabrikation
zu nehmende Riicksicht nur soweit ausgedehnt werden, dafl dadurch die charakteristische
Eigenschaft des Schmalzes, klar abzuschmelzen, nicht wesentlich beeintrdchtigt wird.

Ein geeigneter Anhaltspunkt zur Losung dieser Frage diirfte der Wassergehalt
besserer Marken amerikanischen Schweineschmalzes sein, der selten 0,2 %/, {ibersteigt,
woraus sich schliefen 1ifit, da8 im GrofBbetriebe Schweineschmalz mit nur 0,2 %,
Wassergehalt ohne besondere Schwierigkeiten hergestellt werden kann.

Bestéinde kein Zweifel dariiber, daf jene Wasserbestimmungen unter Luftabschluf
ausgefithrt worden sind, so wiirde als hochstzulissiger Grenzwert ein Wassergehalt
von 0,2 %, in Betracht kommen. Da aber anzunehmen ist, dal der Wassergehalt in
dem Schmalze nach dem bisher iiblichen Verfahren bestimmt worden ist, nach dem
die Ergebnisse bei geringem Wassergehalt meistens zu niedrig ausfallen, so diirfte es
sich vielleicht empfehlen, Schweineschmalz seines Wassergehalts wegen erst dann zu be-
anstanden, wenn seine konstante Triibungstemperatur iiber 759 liegt, d. h. wenn es
mehr als 0,3 Prozent Wasser enthilt.

Es wiirde im Sinne meiner Ausfiihrungen sein, wenn das vorstehend geschilderte
Verfahren mdoglichst vielfach einer Nachpriifung unterzogen und so zu Erdrterungen
tiber die in Rede stehende Frage Anlafl geben wiirde.



Uber den Nachweis einiger tierischer Fette in Gemischen
mit anderen tierischen Fetten.

Von
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Aligemeines.

Wihrend Pflanzenfette in Gemischen mit tierischen Fetten oftmals schon durch
Spezialreaktionen, allgemein aber durch die Phytosterinacetatprobe nachgewiesen
werden konnen, ist der Nachweis des Fettes einer Tiergattung in Gemischen mit
anderen tierischen Fetten z. Z. noch mit Schwierigkeiten verkniipft. Diese in der
chemischen Untersuchung der Fette bestehende Liicke wird in der Praxis vielseitig
ausgeniitzt, um wertvollere Tierfette mit solchen von geringerem Werte zu félschen.

Erfahrungsgemil nehmen derartige Filschungen, die nicht mit Sicherheit nach-
gewiesen werden konnen, stetig solange an Umfang zu, bis Untersuchungsmethoden
bekannt geworden sind, die zu ihrer Entdeckung fithren. Daher begegnet man in
der Praxis haufiger mit Talg gefilschtermn Schweineschmalz oder mit Schweineschmalz ge-
filschter Butter, weil die bisher bekannten, auf physikalischem oder chemischem
Wege ermittelten Konstanten dieser Fette nicht so grofle Unterschiede zeigen, um
hierdurch geringere Mengen des einen Fettes in Gemischen mit den anderen fest-
stellen zu konnen.

Fiir den Nachweis von Talg im Schweineschmalz besteht zwar schon seit lingerer
Zeit die zuerst von Husson!) verdffentlichte mikroskopische Untersuchungsmethode,
die sich auf die Verschiedenheit der Kristallformen beider Fette stiitzt, welche sich
bei langsamer Verdunstung ihrer &therischen Losungen abscheiden. Wihrend hierbei
Schweineschmalz in lénglichen geraden Tafeln kristallisiert, zeigen die Talgkristalle
vorwiegend eine aus diinnen, spitzen, meist gebogenen Nadeln bestehende Biischel-
form. Nach Goske?) scheiden sich diese Fettkristalle aus einer Losung von 2 g
Fett in 10 ccm Ather nach 6 Stunden langem Stehen an einem kiihlen Orte ab.
Hinsichtlich des Nachweiser geringer Mengen von Talg im Schweineschmalz hat diese
Methode zwar ihre Anhénger, aber auch namhafte Gegner gefunden.

Vor einigen Jahren haben H. Kreis und A. Hafner?®) aus dem Schweineschmalz
durch oftmaliges Umbkristallisieren aus #therischer Losung das Glycerid einer neuen

) Journ. Pharm. chim, 1878, [4] 27, 100.
*) Chem. Ztg. 1892, 16. 1597.
®) Zeitschr, f. Unters. d. Nahrungs- und GenuBmittel usw. 1904, 641.



Fettsiiure von der Formel Cy7 Hy O, isoliert, die von den beiden Autoren Heptadekyl-
siure benannt worden ist. Dies Glycerid soll nur im Schweineschmalz und zwar
als Heptadekyldistearin — C3Hj(Cy;Hy30z) (C15H3yOz)e, nicht aber im Rinder- und
Hammeltalg vorkommen, und die Verschiedenheit der aus é#therischer Losung des
Schweinefettes erhaltenen Kristalle gegeniiber den aus Talg erbaltenen Kristallen
bedingen.

Soltsien!) hilt jedoch auch nach dem Bekanntwerden der Arbeit von Kreis
und Hafner seine frilhere Ansicht aufrecht, dal durch die mikroskopische Unter-
suchungsmethode geringere Mengen von Talg im Schweineschmalz nicht nachgewiesen
werden konnen.

Jedenfalls ist aus den bisherigen Literaturangaben®) zu entnehmen, daf die
Kristallisationsmethode fiir den Nachweis von geringeren Mengen Talg im Schweine-
schmalz nicht geniigende Sicherheit bietet und die Ausarbeitung einer anderweitigen
sicheren Untersuchungsmethode sehr erwiinscht erscheinen ldafit. Um diese in der
Nahrungsmittelchemie vorhandene Liicke auszufiillen, sind im Gesundheitsamte schon
geit lingerer Zeit nach verschiedenen Richtungen hin Versuche in Angriff genommen
worden. Diese fiihrten schlieflich zu dem in dieser Arbeit beschriebenen Verfahren,
mit dem es nach den bisher erhaltenen Ergebnissen moglich ist, den in Rede stehenden
Nachweis bis zu einem gewissen Grade zu erbringen.

Dem Verfahren liegt die meines Wissens bisher noch nicht bekannnte Beob-
achtung zugrunde, dafl die Temperaturdifferenz zwischen dem Schmelz- und Erstarrungs-
punkte bei den Fetten verschiedener Tierarten nicht gleich groff ist, aber fiir das
Fett einer Tierart eine ziemlich konstante Grofle besitzt®).

Bevor auf die eigentliche Methode n#her eingegangen wird, erscheint es nicht
tiberfliissig, iiber Schmelz- und Erstarrungstemperaturen einige einleitende Bemerkungen
vorauszuschicken,

Handelt es sich um einheitliche chemische Stoffe, so sind der Schmelzpunkt
sowie der Erstarrungspunkt eindeutig bestimmt. Sowohl wihend des Schmelzens, wie
auch wihrend des Erstarrens bleibt die Temperatur konstant, und beide Punkte fallen
zusammen. Wenn gleichwohl beobachtet werden kann, dafl man auch bei einheit-
lichen Verbindungen die Schmelzen unter den Schmelzpunkt abkiihlen kann, ohne
dall sie erstarren, so ist dies lediglich ein Ph#nomen der Unterkiihlung. Bei so
komplizierten Gemischen jedoch, wie sie die Fette darstellen, 148t sich eigentlich von
einem Schmelzpunkte und einem Erstarrungspunkte nicht reden; denn sowohl das
Schmelzen, wie das Erstarren erfolgt iiber ein mehr oder weniger groBes Temperatur-
intervall. Es ist lediglich Sache der Ubereinkunft, welcher Punkt als Schmelztemperatur
und welcher Punkt als Erstarrungstemperatur angesehen werden soll.

') Chem. Rev. iiber die Fett- und Harzindustrie 1906. 240.

) J. Lewkowitsch. Chem. Technologie und Analyse der Ole, Fette und Wachse 1905,
Bd. II. 380.

% Tn Verlaufe dieser Abhandlung werden die Anzahl der Temperaturgrade, die zwischen
dem Schmelz- und Erstarrungspunkte eines Fettes liegen, als seine ,Differenz-Zahl, abgekiirzt
»D. 2. sowie der Schmelzpunkt und Erstarrungspunkt als S.P. und E.P. bezeichnet werden.
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Im folgenden ist als Schmelzpunkt diejenige Temperatur gewihlt, bei welcher
unter den- angegebenen VorsichtsmaBregeln des Erhitzens das in der Kapillare be-
findliche Fett vollig klar erscheint. Als Erstarrungspunkt ist diejenige Temperatur
angenommen, bei der das geschmolzene Fett einen bestimmten Tritbungsgrad erlangt hat.

Wenn es moglich wire, exakt bei der Bestimmung der Schmelztemperatur den
Punkt zu treffen, bei dem gerade das Schmelzen beendet ist, und andererseits bei
Bestimmung der Erstarrungstemperatur den ersten Punkt der Triibung festzustellen
dann miiiten beide Punkte identisch sein, vorausgesetzt, dafl Unterkithlung ausge-
schlossen werden konnte. Da aber unter den mitzuteilenden Bedingungen nicht diese
ihrer experimentellen Feststellung und Beobachtung auBerordentliche Schwierigkeiten
darbietenden Punkte, sundern die obeu definierten Punkte bestimmt werden, so folgt
daraus, dafl die Schmelz- und Erstarrungstemperatur der Fette voneinander verschieden
sein miissen.

Die Veranlassung zur Ausarbeitung des Verfahrens gab eine Untersuchung aus
dem Ausland eingefiihrter gesalzener Dirme. Es sollte festgestellt werden, ob die
Dirme vom Rind oder Schwein abstammten. Nachdem die von tierérztlicher Seite
ausgefiihrte anatomische Priifung keine sichere Unterscheidung herbeigefiihrt hatte,
wurde das den Dirmen noch anhaftende Fett einer Untersuchung unterworfen und
hierbei folgendes Ergebnis erhalten:

Konsistenz ~ schmalzartig
Refraktometerzahl 49,
Jodzahl 49,
Schmelzpunkt 41,20
Erstarrungspunkt 28,4°

Die aus der itherischen Losung dieses Fettes erhaltenen Kristalle deuteten
zwar ihrer Biischelform wegen auf Talg hin, andererseits aber stimmten der
niedrige S. P. und E.P., die hohe Jodzahl und die schmalzartige Konsistenz
des Fettes mehr mit den entsprechenden Konstanten des Schweineschmalzes
iiberein. Da die Moglichkeit vorlag, daB sich das Darmfett durch seine lingere
Lagerung im Salzwasser verindert haben konnte, so wurde durch Versuche mit
frischem und gesalzenem Darmfett festgestellt, dal dieses durch die Salzung nicht
verindert wird. Diese Versuche wurden mit 4 Rinder- und 4 Schweinedarmfetten
ausgefiihrt. Unter den Rinderdarmfetten befand sich nun auch eine Probe, die in-
folge ihrer schmalzartigen Konsistenz und der hohen Jodzahl von 48,6 dem aus den
russischen Dirmen erhaltenen Fette sehr dhnlich war. Andererseits aber wurde hier
zum ersten Male die Beobachtung gemacht, daB ganz unabhingig von der ver-
schiedenen Hohe der S.P. und E.P. die zwischen ihnen liegende Differenz bei den
Rinderfetten innerhalb der Grenzen von 12,8 bis 14,2° lag und erheblich kleiner war,
als die bei 19,5 bis 20,5° liegende Differenz bei den Schweinefetten.

Da auch in dem fraglichen Darmfette die niedrige D. Z. 12,8 gefunden worden war,
so muflte auf Grund dieser Beobachtung angenommen werden, dafl Rinderfett vorlag,
vorausgesetzt, daB die bisher nur in geringer Anzahl vorliegenden Versuchsergebnisse
durch weitere Versuche eine Bestitigung fanden.

} Temperaturdifferenz (D.Z.) = 12,8°.
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Diese Voraussetzung ist denn auch durch die Bestimmung der D.Z. an einem
umfangreichen Material, welches teils aus eigens ausgeschmolzenen Fetten, teils aus
Handelsware bestand, bisher ohne Ausnahme Dbestitigt worden (vergl. Tabelle A).

Nach Ermittelung der D. Z. der verschiedenen hier in Betracht kommenden
Tierfette war noch festzustellen, ob die D. Z. eines aus zwei Fetten bestehenden Ge-
misches sich so erheblich von den D. Z. der beiden Einzelfette unterscheidet, daf
sich hierauf der Nachweis des einen oder andern Fettes in dem Gemisch begriinden l46t.

Die zuerst mit Gemischen von Rindertalg und Schweineschmalz unternommenen
Versuche ergaben, dal schon durch eine Beimischung von 15%, Talg zum Schweine-
schmalz die D. Z. des Schmalzes so weit herabgesetzt wird, daB der Talgzusatz er-
kannt werden konnte.

Wie aus vorstehendem hervorgeht, liegt der neuen Methode nur eine Be-
stimmung des S. P. und E. P. des zu untersuchenden Fettes zugrunde. Es erweist
sich aber als notwendig, die Bestimmung dieser beiden Punkte genau nach dem nach-
stehend in seinen einzelnen Teilen beschriebenen Verfahren auszufiihren.

A. Beschreibung des Verfahrens.
1. Vorbereitung der Fettproben.

Das zu den Versuchen zu verwendende Fett mufl vollkommen klar und wasser-
frei sein. Dies ist dadwch zu erreichen, daB 20 bis 25 cem des filtrierten klaren
Fettes in einem Reagierglase !/a Stunde lang in einem Glyzerinbade auf 102 bis
103° erhitzt werden, und da8 wihrend dieser Zeit durch das Fett ein langsamer,
sorgfiltig getrockneter Kohlensiurestrom geleitet wird.

2. Bestimmung des Schmelzpunktes.

Die zur Aufnahme des Fettes dienenden U-férmigen Kapillaren sollen einen
Durchmesser von nicht weniger als 1,4 und nicht mebr als 1,5 mm haben!). Die
Kapillaren werden aus einem leicht schmelzbaren Glasrobr, von etwa 1 mm Wand-
stirke und 1,2 cm lichter Weite durch Ausziehen hergestellt. Zu ihrer Fiillung
wird der eine Schenkel so tief in das geschmolzene Fett eingetaucht, bis die einge-
drungene Fettsiule etwa 2 cm lang ist. Nachdem das geschmolzene Fett durch Ein-
tauchen der Kapillare in Wasser von etwa 80° in beiden Schenkeln gleiche Hohe ange-
nommen hat, bringt man es sofort in Eiswasser zum Erstarren. Vier bis sechs in
dieser Weise von jeder Fettprobe hergestellte Kapillaren werden sogleich nach dem
Erstarren des Fettes in eine kleine Blechbiichse eingeschlossen und diese 22 bis 24
Stunden lang unmittelbar auf Bis gelegt. Erst dann ist der S. P. zu bestimmen.

Zu jeder Bestimmung konnen gleichzeitig 2 duferlich sorgfiltig gereinigte Ka-
pillaren, die an einem in Fiinftelgrade geteilten Anschiitzschen Thermometer (Grad-
einteilung -+ 10 bis 4 80°) befestigt sind, verwendet werden. Um den S. P. genav

') Vorschriftsmiflig hergestellte Kapillarrshrchen werden auch von der Firma Paul Alt-
mann, Berlin NW., Luisenstrafle 47, geliefert.
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feststellen zu konnen, bedient man sich zweckmiBiig bei jeder Bestimmung -einer
Kontrollkapillare, die mit hellfarbigem klarem Ole beschickt ist.

Das in einem Becherglase von etwa 350 ccm Inhalt befindliche Bad besteht aus
300 cem einer Mischung von 200 cem Glyzerin und 100 cem Wasser; es soll eine
Anfangstemperatur von etwa 20° haben. Die Quecksilberkugel des Thermometers be-
findet sich in der Mitte des Bades. Um jede Uberhitzung zu vermeiden, muB das
farblose, vollkommen klare Bad allmihlich erwdrmt und bestindig mittels eines Glas-
rithrers gemischt werden. Anfangs kann die Temperatur des Bades in 1 Minute um
etwa 2° steigen, allmihlich mufl dagegen die Wirmezufuhr verringert und so geregelt
werden, daB etwa 5° unter dem S. P. des Fettes die weitere Steigerung der Tempera-
tur nur etwa %,° in 1 Minute betrigt.

Die Versuche werden vor dem Fenster bei hellem Tageslicht ausgefithrt. Die
Beobachtung des S. P. erfolgt bei durchfallendem Licht und gegen einen ungefihr
15 cm hinter dem Becherglase angebrachten dunklen Hintergrund.

Als 8. P. ist derjenige Temperaturgrad zu bezeichnen, bei dem die
letzte opaleszierende Tribung der ganzen Fettsiule eben verschwindet
und das Fett die Klarheit des Oles in der Kontrollkapillare ange-
nommen hat.

Zuweilen zeigt es sich, daB durch eingetretene Oxydation diejenigen Fetteile,
die an den Enden mit der Luft in Beriihrung stehen, in einer Linge von etwa 1 mm
schwerer schmelzbar sind, als die iibrige Fettschicht; in solchen Fillen sind die
schwerer schmelzbaren Fettenden nicht zu berlicksichtigen, und nur der S. P. der
iibrigen Fettschicht ist als maBgebend anzusehen. Auch wenn in beiden Kapillaren
der S. P. zu gleicher Zeit eintritt, ist der Versuch zu wiederholen. Ergeben sich
hierbei Temperaturuntérschiede, die indessen nicht grofer sein diirfen als 0,3°, dann
ist die sich aus 6 Bestimmungen ergebende Durchschnittstemperatur als mafgebender
S. P. anzusehen. Im anderen Falle sind neue Kapillaren herzustellen und die Be-
stimmungen zu wiederholen. Jede P. S.-Bestimmung nimmt etwa 15 Minuten Zeit in
Anspruch. Es ist darauf zu achten, daf die Kapillaren den vorgeschriebenen Durch-
messer haben, der sich als zweckmilig erwiesen hat.

Hinsichtlich der Zeit, wihrend welcher das Fett im Eise zu verweilen hat,
wurde zwar nicht immer, aber doch hiiufiger die Beobachtung gemacht, daB nach
48stiindiger Aufbewahrung die 8. P. bis zu 0,3° hoher ausfielen, als nach 24stiindiger.
Es erschien jedoch nicht rateam, eine {iber 24 Stunden hinausgehende Zeitdauer vor-
suschreiben, weil die Ergebnisse geniigten und sich bei 48stiindiger Aufbewahrung
die Untersuchung um einen Tag verlingern wiirde. Wenn die Kapillaren von den
auflen anbaftenden Unreinigkeiten gut gesiubert sind, dann ist bei scharfer Beob-
achtung und guter Beleuchtung der Punkt, bei dem die letzte schwache Triibung
verschwindet und das Fett in eine klare Fliissigkeit {ibergeht, mit Hilfe der Kontroll-
kapillare unschwer zu erkennen. Die sich bei Doppelbestimmungen ergebenden Unter-
schiede betragen selten mehr als 0,2°,
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3. Bestimmung des Erstarrungspunktes.
a) Beschreibung des hierbei zu verwendenden Apparats?).

Der Apparat gleicht in seiner Gestalt dem Beckmanmnschen Apparat zur Be-
stimmung der Gefrierpunktserniedrigung. Das starkwandige #uflere Kiihlgefdl hat
bei einer Hoéhe von 20 cm eine lichte Weite von 15 cm.

In dem Messingdeckel, welcher es bedeckt, befindet sich eine zentrale Offnung
zur Aufnahme des mit abgerundetem Boden versehenen Luftmantels aus 1 mm
starkem Glase von 15 cm Hohe und 5 cm lichter Weite.

Genau in der Mitte des Luftrnantels ist mittels eines Korken das aus 1 mm
starkem Glase bestehende Erstarrungsgefif von 17 cm Héhe und 1,8 cm lichter
Weite eingelassen. An der AuBlenseite des Erstarrungsgefifles sind 1 cm oberhalb
seines flachen Bodens 2 geschwirzte wagerechte Parallelstriche eingeritzt, die 2 mm
lang, 0,5 mm breit und 0,25 mm weit voneinander entfernt sind. 2,7 cm vom
Boden entfernt befindet sich noch eine wagerechte, schwarze Strichmarke, bis zu
welcher das Fett einzufiillen ist; 2 mm oberhalb dieser Strichmarke beginnt eine
kugelformige Erweiterung des Gefdfles, deren Durchmesser etwa 2,5 cm betrigt.

Das Erstarrungsgefi8 ist mit einem Kork versehen, in dem sich zwei Offnungen,
eine zentrale, zur Aufnahme des Thermometers, und eine seitliche, zur Aufnahme
des Riihrers, befinden. ’

Das Thermometer ist von - 10° bis 4+ 50° mit Fiinftel- und weiter hinaus bis
-+ 70° mit ganzer Gradteilung versehen. Wenn sich der Quecksilberbehilter des
Thermometers zwischen den Parallelstrichen und der Marke befindet, muff die Skala
bis 4+ 50° noch unterhalb des Korkes sichtbar sein und darf nicht {iber die Ober-
fliche des Wasserbades hinausragen.

Der aus 2 mm starkem Nickeldraht hergestellte Rihrer fiir das Fett hat unten
einen etwas platt gepreBten Ring, dessen Offnung gréBer ist, als der Durchmesser
des Quecksilberbehilters des Thermometers. Dieser am oberen Ende durchlochte
Draht hat eine Linge von 21 cm und ragt etwa 2 cm iiber den Kork hinaus, wenn
sich der Ring am Boden des Gefifles befindet.

Auf dem Messingdeckel des duBleren Kiihlgefifles ist noch ein starker gebogener
Messingdraht befestigt, dessen Ende, welches sich ungefihr 4 cm iiber dem duBersten
Ende des Rithrers befindet, eine kleine Rolle trigt. Ferner hat der Metalldeckel eine
groflere lingliche Offoung zur Aufnahme eines Hebers und eines Riihrers fiir das
Wasserbad. Eine kleinere seitliche Offnung ist zur Aufnahme eines gewohnlichen
Thermometers bestimmt.

Das Erstarrungsgefifl wird so tief in den T.uftmantel hineingeschoben, dafl sein
unteres Knde etwa 3 cm vom Boden des Luftmantels entfernt ist. In dieser Lage
befindet sich der untere Teil dieses Gefdlles bis zu seiner Marke fiir die Fetthiohe
fast genau in der Mitte des Wasserbades.

') Dieser Apparat wird genau der Beschreibung entsprechend von der Firma Paul Alt-
mann, Berlin NW, 6, Luisenstrafie 47, geliefert.
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Der gleichmiiige Gang des Riihrers in dem zu untersuchenden Fett wird
zweckmillig durch einen HeiBluftmotor (von Louis Heinrici in Zwickau), der wohl
in den meisten Laboratorien vorhanden sein diirfte, bewerkstelligt. Wie aus der nach-
stehenden Figur A ersichtlich ist, wird der Apparat mit dem Motorrade durch einen
starken Zwirnfaden so verbunden, daB bei jeder Umdrehung des Rades der Riihrer
um etwa 2 cm gehoben wird. Hierbei mufl der Ring des Riihrers den GefiBboden
nahezu erreichen, darf ihn aber nicht beriihren. Andererseits ist darauf zu achten,
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dal der Ring des Riithrers sich der Oberfliche des Fettes nicht so weit nihert, dall
beim Riihren Luftblasen in das Fett gelangen.
Die vorstehende Figur veranschaulicht den Apparat; Figur B das Erstarrungsgefil.

b) Ausfiilhrung der Bestimmung des Erstarrungspunktes.

Die Bestimmung ist bei Tageslicht auszufihren. Die Beobachtung des E. P. er-
folgt bei durchfallendem Licht und gegen einen weiflen Hintergrund, der durch ein
an der AuBenwand des KiihlgefiBes befestigtes Stick weilen Papiers von der Grofle
eines Kartenblattes hergestellt wird.
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Das Kiihlgefdl A ist fast bis an den Rand mit klarem Wasser von derjenigen
Temperatur zu fiillen, die bei den betreffenden Untersuchungen vorgeschrieben ist.
Der Gang des Motors ist vorher durch Flamme und Bremsvorrichtung so zu regu-
lieren, dafl der Riihrer in 1 Minute 180 bis 200 Mal gehoben wird.

Darnach wird das Erstarrungsgefiff B bis zur Marke mit dem etwa 159 iber
seinen S, P. erwirmten Fette angefiillt, alsdann der Kork mit Thermometer und
Rithrer eingesetzt und das Gefifl im Luftmantel in die vorgeschriebene Lage gebracht,
worauf die Verbindung mit dem Motor herzustellen ist.

Wenn sich die Temperatur des Fettes dem E. P. nihert, macht sich zuerst
eine schwache Opaleszenz des Fettes bemerkbar, die sich bei Talg sehr schnell, da-
gegen bei Schweineschmalz weniger schnell und bei Génsefett und Butter noch lang-
samer bis zu dem Tritbungspunkte, der hier als E. P. bezeichnet wird, verstirkt.

Als K. P. des Fettes ist die Temperatur zu bezeichnen, bei der die
Tribung des Fettes so weit vorgeschritten ist, dafl die beiden Parallel-
striche an der Hinterwand des Erstarrungsgefilles nicht mehr als ge-
trennt sich unterscheiden lassen, sondern verschwommen zusammen-
hdngend erscheinen.

Der Versuch ist mit einer Fettprobe dann nur einmal zu wiederholen, wenn
beide Ergebnisse gleich ausfallen, oder sich nur Unterschiede bis zu 0,2° zeigen.
Sind die Unterschiede gréfer, dann ist von 3 bis 4 Bestimmungen die Durchschnitts-
temperatur als E. P. anzusehen.

Bei den Wiederholungen der Bestimmung des E. P. ist das Fett in dem Er-
starrungsgefill stets etwa 15° {iber seinen S. P. zu erhitzen, und darauf zu achten,
daBl es wieder vollstindig geschmolzen ist.

Die sich aus Doppelbestimmungen ergebenden Abweichungen betragen bei
richtiger Ausfithrung der Vorschrift nicht m:ehr als 0,2°

Jede Bestimmung nimmt ungefihr 15 bis 20 Minuten Zeit in Anspruch.

Da die Methode auf einer genauen Bestimmung der Schmelz- und Erstarrungs-
temperaturen berubt, so sind die gegebenen Vorschriften zur Bestimmung des S. P.
und E. P. streng zu beobachten.

B. Untersuchung einzelner Fettgemische.
1. Nachweis von Talg im Schweineschmalz.

Der E. P. ist bei einer Temperatur des Kithlwassers von 18° zu bestimmen.

Die bei diesen beiden Fetten bisher gefundenen D. Z. betragen fiir Rindertalg
12,8 bis 14,7 und fiir Schweineschmalz 19 bis 21°. Das Verfahren gestattet schon
den Nachweis von 15%, Talg im Schmalze. Hierbei ist die niedrigste D. Z. 19 des
Schweineschmalzes mafgebend. Wird in der untersuchten Schmalzprobe eine kleinere
D. Z. als 19 gefunden, dann ist das Schmalz gefiilscht.

Im Hinblick darauf, daB die Filschung nicht allein vom Talg, sondern
von allen Fetten, die kleinere D. Z. als Schweineschmalz haben, herrithren kann, 18t
sich nicht mit Sicherheit behaupten, daf eine mittels der D. Z. nachgewiesene
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Filschung des Schmalzes mit Talg ausgefithrt worden ist. Hierdurch gewinnt aber
die Methode nur an Wert, denn alle zur Filschung des Schmalzes geeigneten tieri-
schen Fette haben nach bisheriger Beobachtung kleinere D. Z. als 19. Der kleinste
Unterschied zwischen der D. Z. beider Fette berechnet sich auf 4,3 (19—14,7)
und der gréfte auf 8,2 (21—12,8). Aus dem sich hieraus ergebenden Mittel 6,3
berechnet sich, dafl ein Zusatz von 109, Talg die D. Z. des Schmalzes nur um 0,63
herabsetzen kann. Es wiirde daher die hochste D.Z. des Schmalzes 21 erst durch
einen Zusatz von 409, Talg auf 18,5 herabgesetzt werden. Die in nachstehender
Tabelle B verzeichneten Ergebnisse zeigen jedoch, dal Gemische von Talg und Schmalz
zwar mittlere E. P. geben, die aber nicht dem arithmetischen Mittel entsprechen,
sondern sich mehr dem hoheren E. P. des Talges zuneigen. Diese Erscheinung wird
stets eintreten, weil die E. P. des Talges immer hoher liegen als die des Schweine-
schmalzes.

Die S. P. der festeren Sorten Schweineschmalz erreichen oft dieselben oder an-
nihernd die gleichen Schmelzpunkte wie Talg. In derartigen Gemischen wird der
S. P. des Schmalzes durch den Talg iiberhaupt nicht erhoht (vergl. Tabelle B,
Vers. 1 bis 4).

Bei den weicheren Sorten Schweineschmalz, deren S. P. niedriger liegen als die
des Talges, zeigen die Gemische beider Fette wohl eine Erhohung der S. P. des
Schweineschmalzes, die aber weit geringer ist, als diejenige der E. P.

Von den zahlreichen Bestimmungen der D.Z. in reinen Fetten und deren Ge-
mischen enthalten die nachstehenden Tabellen A und B (Seite 46 u. 47) eine instruk-
tive Auswahl.

Aus den D.Z. der Tabelle A ist zu ersehen, daB Rindertalg, Kalbsfett und
Butterfett sehr nahe iibereinstimmende D.Z. haben.

Da die hoheren oder niedrigeren S.P. des Fettes einer Tiergattung auch stets
entsprechende E.P. zur Folge haben, so werden hierdurch und durch die hiermit im
Zusammenhang stehende hirtere oder weichere Konsistenz des Fettes seine D. Z.
nur wenig beeinfluBt. Weicheres (amerikanisches) Schweineschmalz hatte meistens
D.Z.von 19 bis 20 und festeres Schmalz solche von 20 bis 21. Hieraus ergibt sich
auch die durch die Versuche bestiitigte Tatsache, daBl in weichem Schmalz, welches
in der Praxis wohl vorzugsweise mit Talg gefilscht werden diirfte, schon ein kleinerer
Prozentzusatz von Talg nachgewiesen werden kann als in festerem Schmalz.

Besonders ist noch darauf hinzuweisen, daB durch Beimischungen von Baum-
wollsamendl bis zu 10%, sowohl die D.Z. von Schmalz und Talg, als auch die ihrer
Gemische kaum veréindert werden.

Im Hinblick darauf, da8 umfangreichere Untersuchungen von
Schweineschmalz noch eine etwas kleinere D.Z. als 19 ergeben konnten,
ist aus vorstehend mitgeteilten Versuchen der SchluB zu ziehen, dal
Schweineschmalz mit Talg oder anderen Fetten, die eine niedrigere D.Z
als Schweineschmalz haben, als gefilscht anzusehen ist, wenndie in dem
Schmalze gefundene D.Z. kleiner ist als 18,5.

Sollte sich auf Grund umfangreicherer Untersuchungen fiir reines Schweine-
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Tabelle A. Zusammenstellung der Schmelzpunkte, Erstarrungspunkte
und Differenzzahlen von reinen Fetten.

Fortl.
N{,‘ der Bezeichnung des Fettes 8. P. E.P. D. Z. Bemerkungen
er- b. 18°
suche
1 | Schweineschmalz aus Liesen . 49 28,8 | 20,2 | Hoher S.P.
2 ” » » .« . . .| 484 | 27,7 | 20,7 | Hohe D.Z.
3 ” , gesalzenen Dirmen 46 5| 26,2 20,3
,» verschiedenen Kor-
pertellen eines 7 Monate alten Schweines
4 a) Liesenfett 485 | 28,3 | 20,2
5 b) Darmfett. . . 48,7 | 29 19,7
6 c) Rlickenspeckfett 452 | 24,2 | 21,0 | Hichste D.Z., die bisher im hiesig.
Schweineschmalz  beobachtet
worden ist.
7 d) Bauchspeckfett 46,3 | 26,7 | 19,6
8 e) Vorderbeinfett . . 43 3 1 228 | 20,5
9 f) Kopf- und Halsfett . 44, '8 24,4 | 20,4
10 | Schweineschmalzaus geranchertemVorder-
schinken .| 42,2 | 23,0 | 19,2 | Niedrigste D. Z. im hiesigen
Schweineschmalz.
11 ” ,» gerduchertem Hiunter-
schinken 45,0 | 25,0 | 20,0
12 » , Dinemark 47,7 | 27,6 | 20,1
13 » » ” Lo . 49 28,4 | 20,6
14 » ,» den V. St v. Amerika| 475 | 27,2 | 20,8
15 » » » 42,5 23’5 19() Niedrigste D. Z., die bisher im
Schwemeschm'ﬂy beobachtet
worden ist.
16 Rindertalg aus Nierenfett . 49,7 | 352 | 145
17 » » ” 456 | 31,2 | 14,4 | Sehr niedriger S.P. und E.P. im
hiesigen Rindertalg.
18 » , russischen gesalz. Rinder-
firmen .+ il B B et A
fallend niedriger 8. P. und E. P.
19 » » England. 50,0 | 354 | 14,6
20 » » Frankreich . 46,7 | 323 | 144
21 ” ,» den V. St, von Amerlka 495 | 350 | 14,5
22 |18 Proben Rindertalg verschied. Herkunft |46,7—|32,3—|13,0—
50,0 | 35,4 | 14,6
23 6 » Hammeltalg » » 47,8— 23 8—| 13,0—| Die hohe D.Z. 15 wurde in 2
52’0 37.3 15.0 Proben Hammeltalg gefunden.
24 6 »  Premier jus aus den V. St. von ’ !
Amerika .146,5—| 32.0—|14,4—
49,7 | 352 | 14,6
25 8 ,»  Kalbsfett . 40—44(27—30| 12,3—
14,2
26 | Oleomargarine aus den V. St. von Amerika| 395 | 26,3 | 13,2 | Hoher S.P.
27 » » » 33,0 | 20,3 | 12,7 | Mittlerer S.P.
28 » ) » 30,2 ]9,() 11,2 Niedriger S. P.
29 | Prefitalg aus Osterreich-Ungarn . 54,2 | 415 | 12,7
30 » »  England 56,0 | 435 125
31 Butter . 35,6 | 212 143 Hichste D. Z., die bisher in der
Butter beobachtet word(n ist.
L 845 | 227 | 118 | Nildigso .2, dic Uher i b
33 | Pferdefett . 33,0 | 18,0 | 15,0
34 ” e e .| 86,3 | 19 16,3
35 |6 Proben Giinsefett . 184—37| 20,0—| 14,0—
22,0 162
Pflanzenfette:
36 |5 Proben Kokosnufifett . .1 24,5—| 19,0—| 48—
26 0 22 5 60
37 Sheabutter aus Togo . 450 250 20,0 | Dies Pflanzenfett hat eine ebenso
" ’ hohe D. Z. als Schweineschmalz.
38 | Borneotalg 485 | 400 8,5




47

Tabelle B. Zusammenstellung der Schmelzpunkte, Erstarrungspunkte
und Differenzzahlen verschiedener Fettgemische.

Nr.der
Ver- Bezeichnung des Fettes S.P. |E.P. | D.Z. Bemerkungen
suche
Rindertalg . 49,7 ) B2 | 145 | A et tosl. Tab. AN o
Schweineschmalz aus Liesen . . 49,0 | 28,8 | 20,2
1 » + 10%, Rindertalg . 49,0 | 29,8 19,2 D‘gﬂ'vl;gls%f“.‘“tz ist nicht nach-
2 N +15, » 49,0 30,6 18,4 Der Talgzusatz ist nachgewiesen.
3 » +20, »” 4910 31,1 17,9 desgl.
4 » +80,, » . e 49a2 31’8 1754 desgl.
Die D.Z. des Schmal: i
5 ” +20, ? und 483 | 30,3 18,0 lsie der Sz;lmaﬁz?ﬂlz;;’en?&?ﬁs
10 ,,Baumwollsamensl wex;den durch den Zusatz von
6 , +10, R 48,3 28,0 20,3 wen/iqg &a:é;ll:lvg;l.lsamenol nur
7 " + 20,, Pferdefett 473 | 27,5 19,8 | Der Zusatz des Pferdefettes ist
nicht nachgewiesen.
» aus Bauchspeck . 46,3 | 26,7 | 19,6
8 » + 10%, Rindertalg . 47,6 | 28,8 18,8 | Der Talgzusatz ist eben noch
nachgewiesen.
9 » + 15, ” 47,9 | 29,9 18,0 Der Talgzusatz ist nachgewicsen.
10 »” + 20 » ”» 4811 30’7 1714 desgl.
11 » + 30, » . .| 48,4 | 31,6 | 16,8 desgl.
”» + 20 » » und
desgl.
2 10 ,Baumwollsamensl 47,6 | 30,6 | 17,0 o8 } Xfff}r
13 » + 10, » 455 | 25,8 | 19,7 desgl. ’
» ausden V.St.v. Amerika| 42,8 | 23,5 | 19,3
14 ” + 109, Rindertalg 44,2 26,0 18,2 Der Talgzusatz ist nachgewiesen.
15 » +15, , 46| 272 | 174 desgl.
16 » +20, , 452 | 282 | 17,0 desgl.
17 » + 30, » .| 45,8 | 29,4 | 164 desgl.
» + 20 » 4y, und )
desgl.
18 10,,Baumwollsamens) 62 280 172 - } IFII: r{;};’
19 » +10, , 422 | 226 | 196 desgl. '
20 ” + 25 ,, Pferdefett 404 | 220 18,4 | Der Zusatz des Pferdefettes ist
” ’ 4 ? nachgewiesen.
21 |20 Proben Amerikan. Schweineschmalz
=+ 15%, Rindertalg .142,8—|25,5—| 17,0—
47’5 29,5 18’2 Der Talgzusatz ist nachgewiesen.
22 5 , Dinisches Schweineschmalz
+ 159, Rindertalg .147,56—(29,0—|17,9—
48,6 | 30,6 | 18,3 desgl.
23 | Schweineschmalz aus Liesen -+ 159, Oleo-
margarin ... 470 | 27.6 19,4 | Der Zusatz von Oleomargarin
’ ’ ’ ist nicht nachgewiesen.
24 | Amerikan. Schweineschmalz 4 15%, Oleo-
margarin . 41,5 | 228 | 18,7 | Oleomargarin nachgewiesen.
25 | Schweineschmalz aus Darmfett
+ 5%, Preftalg| 47,0 | 28,6 | 184 Dzrc }E’l:lsalf:dvl%!;i:l;’ﬁ.f'reﬂmlg ist
26 +10, 486 | 308 | 17,8 desgl.
27 —I— 15,, » 49,3 32,3 17,0 desgl.
28 | Amerik. Schweineschmalz 4 5%, 448 | 26,8 | 18,0 desgl.
29 » ” + 10, » 46,0 | 288 | 17,2 desgl.
30 » » + 15, » 468 | 30,4 | 16,4 desgl.
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schmalz eine kleinere D. Z. als 19 ergeben, dann wiirde die fiir die Beurteilung als
unterste Grenze aufgestellte D.Z. 18,5 ebenfalls eine entsprechende Herabsetzung
erfahren miissen. Hierdurch wiirde zwar nicht die Methode selbst, wohl aber ihre
Empfindlichkeit beeintrichtigt werden. Letsteres wiirde auch der Fall sein, wenn in
reinem Schweineschmalz hiohere D.Z. als 21 und bei Talg héhere D.Z. als 14,7
gefunden werden sollen.

2. Nachweis von Schweineschmalz im Giinseschmalz.

Der E.P. ist bei einer Temperatur des Kiihlwassers von 16° zu bestimmen.

Sichere Anhaltspunkte fiir den Nachweis geringerer Mengen Schweineschmalz
im Ginseschmalz sind bisher nicht bekannt. Fiir die vorliegenden Untersuchungen
wurde das aus den Ginseflomen abgeschmolzene Fett, teils von Stoppel-, teils von
Mastgiinsen herkommend, verwendet.

Bei 6 verschieden Proben Ginseschmalz lagen die D.Z. innerhalb der Grenzen
von 14 bis 16,2.

Schon durch einen Zusatz von 20%, Schweineschmalz zum Ginseschmalz wurden
in den Gemischen D.Z. erhalten, welche die obere Grenze der D.Z. des Ginse-
schmalzes von 16,2 so erheblich iberstiegen, dafl dieser Zusatz deutlich erkannt
werden konnte. Diese erhohten D. Z. der Gemische beider Fette erklidren sich dadurch,
dal durch Schweineschmalz die S.P. des Ginseschmalzes stark erhoht, die E.P.
dagegen nur wenig erhoht oder gar erniedrigt werden.

Sollte das Giinseschmalz bei 19° noch nicht erstarren, dann ist die Temperatur
des Wasserbades von 16° in der Weise weiter zu erniedrigen, daBl sie bis zum
Beginn der Triibung des Fettes stets etwa 4 ° bis 5° unter der Temperatur des Fettes liegt.

In nachstehender Tabelle C (Seite 44) sind die Versuchsergebnisse, die mit 6 Proben
Giinseschmalz und ihren Gemischen mit Schweineschmalz erhalten wurden, verzeichnet.

Versuch 21 ist mit Marktware ausgefiihrt, die mir von anderer Seite zur Ver-
fiigung gestellt wurde.

Mit Riicksicht auf die geringere Anzahl untersuchter Proben von
Giénseschmalz wird vorldufig fiir reines Giinseschmalz als obere Grenze
die D.Z. 17 aufgestellt, deren Erreichung und Uberschreitung auf eine
Filschung des Ginseschmalzes mit Schweineschmalz oder anderen Fetten,
die eine hiohere D.Z. als Ginseschmalz haben, zuriickzufiithren ist.

3. Nachweis von Schweineschmalz in der Butter.

Der E. P. ist bei einer Temperatur des Kiihlwassers von 16° zu bestimmen.
Zu diesen Versuchen wurden aufler mehreren Butterproben, die meistens aus hiesigen
Butterhandlungen bezogen waren, noch aus 5 verschiedenen Molkereien herstammende
Buttersorten verwendet. Soweit es sich aus der Bestimmung der Reichert-Meif1-
Zahl und anderen in Betracht kommenden Konstanten feststellen lief, muBten die
Butterproben als rein bezeichnet werden.

Die D. Z. dieser Butterproben lagen innerhalb der Grenzen von 11,8 bis 14,3
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Tabelle C. Zusammenstellung der Schmelzpunkte, Erstarrungspunkte
und Differenzzahlen von 6 Proben Ginseschmalz und ihrer Gemische
mit Schweineschmalz.

Nr. E. P.
des ) } Bemerkungen:
v Bezeichnung des Fettes S.P.| bei | D.Z. Das Zeichen + bedeutet:
er- 16° als gefilscht erkannt.
suchs
1 |G#nseschmalz I. . . . . . . . . 36,0 | 20,6 | 15,4 Mastgans.
» + 20°/, Amerik. Schweine-
schmalz . . . .[3872 | 20,7 | 172 |4+
3 » + 30, Schweineschmalz | 87,8 | 203 | 175 |4
4 » + 20, Schweineschmalz
aus Liesen . . .[39,0 | 215 | 175 |+
5 |Génseschmalz II. . . . . . . . . .| 863 20,8 15,5 Mastgans.
6 » + 20°/, Amerik. Schweine-
schmalz 37,3 | 20,3 | 17,0 | +
7 " + 80, Schweineschmalz | 38,0 | 20,6 | 17,6 | 4
8 » + 20, Schweineschmalz
aus Liesen . . .| 392 | 219 | 173 | +
9 |Ganseschmalz IIL.. . . . . . . . .1358 | 198 | 16,2 Mastgans hichste D. Z.
10 » + 20%, Amerik. Schweine-
schmalz . . . .|3868 [ 195 | 173 | +
11 ” + 20, Schweineschmalz
aus Liesen . . .|39,0 | 214 | 176 | +
12 | Génseschmalz IV.. . . . . . . . ., 354 [ 20,3 | 151 Mastgans.
13 » + 80°%, Amerik. Schweine-
schmalz . . . .|875 | 20,0 | 175 |+
14 » + 80 ,, Schweineschmalz
aus Liesen . . .{895 | 212 | 183 |+
15 |Ginseschmalz V. . . . . . . . . .| 342 | 198 | 144 Stoppelgans) nyio  Fette Nr.
16 » + 80°, Amerik Schweine- w;";e]‘i“gchlgn
schmalz . . . .|87,0 | 194 | 176 |+ 6 Monate lang
17 » + 80, Schweineschmalz ‘";u?éiifﬁﬁ?t“k
aus Liesen . . .| 88,7 | 21,0 | 17,7 | 4 ".deend ‘ehé
18 |Ganseschmalz VI.. . . . . . . . .| 338 | 198 | 140 Stoppelgans | orouChen be-
19 ) + 309 Amerik. Schweine- M ) mutat wurden.
schmalz . . . .|387,0 | 192 | 178 | +
20 " + 20, Schweineschmalz
aus Liesen . . .| 380 | 20,7 173 ) + Die Filschung wurde zuge-
21 |Marktware e o o887 214 | 17,8 |+ standen E ‘

Zwischen den D. Z. des Schweineschmalzes 19 bis 21 und denjenigen der Butter
ergibt sich somit ein mittlerer Unterschied von 7°. Es miiite daher die D. Z. der
Butter, die mit 10%, Schmalz gemischt wird, um 0,7 erhéht werden. Auf diese
Weise wiirde die niedrigste D. Z. der Butter 11,8 erst dann auf mehr als 14,3 erhsht
werden, wenn die Filschung der Butter mit mehr als 359, Schweineschmalz aus-
gefihrt worden ist. Die Versuche haben denn auch ergeben, dafll diese Berechnung
zutrifft, wenn es sich um weiches Schweineschmalz mit niedrigem S. P. handelt.

Die geringste in der Butter noch nachweisbare Menge Schweineschmalz ist daher
verschieden und abhiingig von der Beschaffenheit des Schmalzes und von der Hohe
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der D. Z. des damit gefilschten Butterfettes; je héher die D. Z. der Butter ist, desto
kleiner wird die darin nachweisbare Menge Schweineschmalz sein. Im Einklang hiermit
geht aus den in nachstehender Tabelle D verzeichneten Versuchsergebnissen hervor,
daB die Methode in dieser Ausfithrung nicht empfindlich genug ist, weil Fettgemische
mit einem Gehalt von selbst 25 %y Schweineschmalz zuweilen noch kleinere D. Z. als

14,3 ergaben.

Tabelle D. Zusammenstellung der Schmelzpunkte, Erstarrungspunkte
und Differenzzahlen von reiner Butter und Gemischen von Butter mit
Schweineschmalz,
N Bemerkungen:
L. E.P. cofont
des . . Diejenigen Butter-Schmalz-
Bezeichnung des Fettes S. P. bei |D.7Z. gemische,in denen durch eine
Ver- héhere D. Z. als 14,3 der
16° Schmalzzusatz nachgewiesen
suchs worden ist, sind in der Tabelle
mit einem + bezeichnet.
1 | Reine Butter (Molkerei H.) .| 34,56 | 22,0 | 125
2 » " + 15°%, Amerik. Schweine-
schmalz 34,5 | 21,7 | 128
3 » » + 20, desgleichen . 34,7 1 21,7 | 13,0
4 ” » + 25, desgleichen . 349 | 220 | 12,9
5 » » + 15, Schweineschmalz
aus Liesen 353 | 224 | 12,9
6 ” » =+ 20, desgleichen . 36,0 | 228 | 13,2
7 ” ” + 25, desgleichen . 37,0 | 23,0 140
8 ” »  (Molkerei B.) . .| 8,2 | 216 | 13,8 Tr:‘ u(}iflsiznz lgg;isg:;nﬁezlg}
9 » » + 15%, Amerik. Schweine- schmalz, nicht aber die von
schmalz 35,0 | 21,5 | 18,5 %mzerigl-s lsfgmalz, hahere
10 » » =+ 20, desgleichen . 85,2 | 21,5 | 13,7 o ”
11 » N + 25, desgleichen . 355 { 21,6 | 139
12 » » + 15, Schweineschmalz
aus Liesen 36,7 | 222 | 14,5 [+
13 » » + 20, desgleichen . 875 | 22,7 | 148 |+
14 » » -+ 26, desgleichen . 39,0 | 238 | 152 |+
15 » ” (Molkerei P. M.) 35,0 | 22,0 | 13,0 II:I e(ii%f:age‘r};i:cgnﬁe% glz:p nur
16 » » + 209, Amerik, Schweine- schmalz cine hohere 130%4.
schmalz 352 | 21,8 | 134 als 14,3
17 » » - 30, desgleichen . 35,3 | 21,6 | 13,7
18 » » + 20, Schweineschmalz
aus Liesen 36,8 | 23,0 | 13,8
19 ” » + 25, desgleichen . 38,6 | 234 152 |+
20 | November-Butter aus Ostfriesland?) . 354 | 215 | 18,9
22 » =+ 20% Amerik. Schweineschmalz | 35,0 [ 21,2 | 138
23 » —+ 20, Liesenschmalz 36,0 | 21,8 | 144 |+

Aus vorstehender Tabelle D ergibt sich, dafl von den 19 Schweineschmalz ent-
haltenden Gemischen nur bei 5 Gemischen hohere D. Z. als 14,3 erhalten wurden.

) Nach der Analyse von Dr. Siegfeld-Hameln, dem ich den Besitz dieser Butter ver-
danke, hat die Butter eine R. M. Z. von 188, eine n. B. Z. von 1,65, eine Vers. Z. von 2152 und
eine Jod 7. von 50,3. Dr. Siegfeld hiilt diese Butter nicht fiir verfalscht.



— 51 —

Um die Methode fiir den Nachweis von Schweineschmalz in der Butter empfindlicher
zu machen, wurden Gemische von Butter mit verschiedenen Mengen von Rindertalg
hergestellt und untersucht. Durch den Talgzusatz sollten die Grenzen der D. Z.
der Butter eingeengt werden, ohne daB hierdurch der zwischen den D. Z. der

Butter und des Schweineschmalzes bestehende Unterschied von 7° wesentlich ver-
kleinert wird.

Diese Versuche fiihrten zu dem Ergebnis, daB der beabsichtigte Zweck dann
erreicht wird, wenn dem Butterfette mindestens 25% Rindertalg oder Premier jus
zugesetzt wurden, deren S.P. bei 49,0 bis 49,8° und deren D. Z. bei 14,4 bis 14,6
lagen?) (vergl. Tab. A. Nr. 16 und 21).

In diesen Butter-Talggemischen werden die D. Z. der Butter 11,8 bis 14,3 auf
die engeren Grenzen von etwa 14,0° bis 14,7° gebracht, und es wird gleichzeitig
erreicht, dafl schon nach Zusitzen von 20°%, Schweineschmalz zu den Butter- Talg-
gemischen in' den meisten Fillen D. Z. von 15 und dariiber erhalten werden.
Nachdem durch zahlreiche Versuche festgestellt worden war, daB die aus 75 Teilen
reiner Butter und 25 Teilen Talg hergestellten Gemische nie eine héhere D. Z. als
14,7 ergaben, wurde zu den folgenden Versuchen anstatt des urspriinglichen Butter-

fettes ein Butter-Talggemisch von 75 Teilen Butterfett und 25 Teilen Rindertalg
verwendet.

In der nachfolgenden Tabelle E (Seite 52 u. 53) finden sich zunichst die mit

Butter-Talggemischen und verschiedenen Zusitzen von Schweineschmalz erhaltenen
Ergebnisse.

In der vorletzten Spalte der Tabelle sind die als der Filschung verdichtig
erkannten Gemische mit D.Z. von 14,9 bis 15 durch ein ? und die als gefilscht

anzusehenden Gemische mit D. Z. von mehr als 15 durch ein 4 gekennzeichnet
worden.

Bei Durchsicht nachstehender Tabelle E findet man, daB die reinen Butter-Talg-
gemische nie hohere D. Z. als 14,7 ergaben und daB nur in den Gemischen Nr. 2,
32 und 39 Zusdtze von 15%, Schmalz nicht erkannt worden sind. Die Gemische
Nr. 22, 33, 35, 40 und 56 mit D. Z. von 14,9 bis 15,0 konnten nur als der Falschung

mit Schmalz verdichtig bezeichnet werden. In allen iibrigen Gemischen sind die
Schmalzzusétze nachgewiesen worden.

Die Vermutung, daB die Ostfriesische Butter (Nr. 58) mit der sehr niedrigen
R. M. Z. 18,8 sich hinsichtlich ihrer D. Z. und derjenigen ihrer Butter-Talggemische
auch abnorm verhalten wiirde, hat sich nicht bestitigt. Die Methode scheint daher

auch fiir diese selten vorkommenden Buttersorten mit niedrigen Reichert-Meif31-Zahlen
anwendbar zu sein.

1 Rindertalg, der diesen Anforderungen entspricht, begegnet man nicht selten im harten
Nierentalg. Ebenso befanden sich schon unter 6 Proben Premier jus 2 brauchbare Proben. Der
im Fisschrank aufbewahrte Talg ist sehr lange Zeit halthar.

4%



Tabelle E.

652

Zusammenstellung der Schmelzpunkte,

Erstarrungspunkte

und Differenzzahlen von Butter-Talggemischen und von Mischungen
dieser mit Schweineschmala.

&
5 S. P. E. P.
é S Bezeichnung des Fettgemisches bei 16° |D.Z. Bemerkungen
w
7 I o | 1|1
Butter-Talggemisch L
1 ]759, reine Butter aus der Molkerei H.,
25, Rindertalg } 41,2 | 41,41 270 2721 140 D'le{tttr =1'elige;1
2 | desgl. + 156%, Amerik. Schwemeschma]z 41,6 | 41,8] 27,0| 27,0| 14,7 i
3 » +20, » 42,0| 4221 270 27,0( 15,1 | +
4 s +25, 42,7 | 426 272 | 27,31 154 | |
5 » +16, Schwemeschmalz a.Liesen | 43,0 48,2} 27,9 28,0} 15,1} -
6 s  +20, » 43,7| 43,5 28,2 | 28,21 15,4 | +
7 » 125, ” 44,3 446 284 | 283|161 |}
Butter-Talggemisch II.
8 | 75°%, reine Butter aus der Molkerei S. H
25%, Rindertalg .. } 41,5| 415| 27,0 | 272| 14,4 D. gﬁt‘tl:: _;ei;;e;l
9 | desgl. + 20°%, Amerik. Schwe1nes(‘hma]7 425 | 425 272| 27,1 153 | 4 w
10 ” 420, Schweineschmalz a. Liesen | 43,8 | 43,7| 28,0 | 28,0| 15,7| 4
Butter-Talggemisch IIL
11 |756°%, reine Butter aus der Molkerei B,,
25%, Rindertalg } 41,6 | 41,71 27,0] 27,0] 14,7 D~Bz‘;t;1:rf=reigeél
12 | desgl. 4 15%, Amerik. Schwemeschma]z 42,21 42,2| 270 27,0| 15,2 | + ”
13 »  +20, »” 424 426 272| 272 153 |+
14 » +25, » 48,0 | 43,01 272 2741 15,7| +
15 » =15, Schweineschmalz a. Liesen | 43,4 | 43,2| 28,0| 28,0 15,3 | 4
16 »  +20, »” 438 | 44,0| 28,2 | 28,2 15,7 | 4
17 » +25, »” 443 | 44,4] 283 | 28,4 16,0| |-
Butter-Talggemisch IV.
18 | 75%, reine Butter aus der Molkerei O. P,
25°/, Rindertalg . } 41,8| 42,0| 274 27,4| 145 D. Z. der reinen
19 | desgl. 4209, Amerik. Schweineschmalz | 43,0 | 43,0| 275| 275 15,5 | PUr="*"
20 » + 20 ,, Schweineschmalz a. Liesen | 44,0 | 44,0] 28,0 28,0| 16,0 | 4
Butter-Talggemisch V.
21 |75%, reine Butter aus der Molkerei P. M.
25%, Rindertalg . } 418| 420 274 | 275 14,4 D. Z. der reinen
22 | desgl. +15% Amerik. Schweineschmalz | 42,3 | d2,4| 274| 274 149 2 | PO
23 » 120, » 42,7 4281 27,6| 27,6]| 15,1 | +
24 »  +25, ” 432 433 27,7| 278 1565 | +
25 » + 15 ,, Schweineschmalz a. Liesen | 43,6| 43,4 | 283 | 28,3] 15,1 | 4
26 » 120, » 43,7| 438]| 285 | 284 153| +
27 » 125, » 44,2 | 442| 286 | 285 156 | 4
Butter-Talggemisch VI
28 |76°, reine Butter aus der Molkerei Ha., 1
25%, Rindertalg .. . (| 41,8]| 415] 268 27,0 14,5 D. Bintge? _reilr;er
29 | desgl. 420°, Amerik. Schweineschmalz | 425 | 426 272 | 272( 15,3 | 4 T
30 » + 20 ,, Schweineschmalz a. Liesen | 43,5 | 43,7| 28,0 28,0} 15,6 | 4
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k3 § Bezeichnung des Fettgemisches bei 16° |D.Z. Bemerkungen
z ) I |uf1 |
Butter-Talggemisch VII,
31 |75%, reine Butter vom Kaufmann W.,
25°, Rindertalg . } 415| 418 27,4 | 27,6 14,2 D. fﬁt&i'—'eifée?
32 | desgl. + 15%, Amerik. Schwemeschmalz 420 42,0] 27,4 | 27,6 145 -
33 » 420, ” 425| 424 276 27,7| 149 ?
34 s +25, » 42,9| 43,0 27,8, 27,71 152 |+
35 » -+ 15, Schweineschmalz a, Liesen | 43,0( 432} 28,2 | 28,2| 14,9 ?
36 » +20, » 435| 435] 28,4 | 284 151+
37 y 425, ” 44,4 44,4 285 28,5| 15,9 |4
Butter-Talggemisch VIII.
38 |75°%, reine Butter vom Kaufmann S,
259, Rindertalg } 41,0 41,0 27,0| 27,0] 14,0 D-leit&?:’eil‘;?
39 | desgl. 4 15%, Amerik. Schwemeschmalz 415 415 27,0 27,0| 145 "
40 s +20, ” 42,0 420 27,2 | 27,1| 14,9 ?
41 » +25, » 42,6 | 25| 27,4| 27,3| 152} +
42 » + 15 ,, Schweineschmalz a. Liesen | 43,0| 43,0| 27,8} 27,7| 152 | 4
43 » 420, » 43,71 43,5 28,0| 28,0| 15,6 |+
4 s  +25, » 44,0 42| 28,2 | 28,2| 15,9 |+
Butter-Talggemisch IX.
45 |75°, reine Butter aus Westfalen,
25°, Rindertalg 415|415 27,1 | 27,0 144 D'Bzdttiir—:cil;ec?
46 | desgl. -+ 20%, Amerik. Schwemeschmalz } 42,01 420 26,8| 27,0| 15,1 ] + -
47 » -+ 20 ,, Schweineschmalz a. Liesen | 43,7| 435] 28,0 | 28,0| 15,6 | 4
Es war urspriinglich
48 Butter 4 20°, Schmalz | 425| 425} 27,3| 27,2 15,2 4 Digtzﬁg?%:;en-
49 »” » +15, ” 425 425| 27,4| 272| 152] +| 10 Feitproben
50 » reine 415|415 27,1| 27,3| 14,3 N o5 s o7
51 » » » +25, » 435 43,7] 28,0 | 28,0] 15,6 | 4| Analytiker erst
2 | . w22, 425|426 271|273 154 +| aoes “Voton
53 » y w24, 43,6| 436| 27,8| 27,8| 158+ ;‘}:ﬁ;‘;"ﬁi‘fgﬁ;
54 » ” » 41,7| 415 27,3 27,3 14,3 gegeben.
55 » » » +10, ” 415| 41,5| 27,0| 27,0| 14,5
56 » o ow 16, » 425|426 | 27,6| 27,6] 14,9] ?
67 » » » 120, » 4277|4251 27,5| 275| 15,1 | +
Butter-Talggemisch X,
75°/, Butter aus Ostfriesland,
58 26°%, Rindertalg . . } 42,1 42,21 27,7 27,7| 144 v\efgls.uc%‘s:{xml}
59 | desgl. - 20°, Amerik. Schmalz .| 42,1 42,0] 27,6 | 27,6 154 |+| mer 20
60 | desgl. —+ 20, Liesenschmalz 440 438 28,2| 282| 15,7| +

In der nachstehenden Tabelle F finden sich die Untersuchungsergebnisse einer
groBeren Anzahl Butterproben, die meistens aus Buttergeschiften Berlins und seiner

Vororte entnommen und entweder als verfilscht erkannt oder der Filschung verdichtig
waren (vergl. in der Spalte: Bemerkungen iiber die Probenentnahme). Dies sehr wert-
volle Untersuchungsmaterial ist mir von zwei verschiedenen Seiten zur Verfiigung ge-

stellt worden.

Butterfette, sowie auch die der Butter-Talggemische.

Die Tabelle enthilt die Untersuchungsergebnisse der urspriinglichen



Tabelle F. Zusammenstellung der Schmelzpunkte, Erstarrungspunkte
und Differenzzahlen von meist der Fidlschung verdichtigen, aus dem
Marktverkehr entnommenen Butterproben.

@ I
= Urspriingliches Butter-Talg-
2 Butterfett gemisch
1=
= 759, Butterfett| |% M-|Vers. | Refr. Bemerkungen
z|J -Nr. 25 ,, Rindertalg Zahl | Zahl | Zahl tiber die Probenentnahme
< | der |S.P|E.P.D.Z
w7 | Probe 8.P|E.P.|D.Z
i ben J.-Nr. 5, 6, d ind

1 5|85,0 21,5/ 15| — [ 43,8/ 28,0 15,8 +123,7 | 228,01+ 1,61\ Dle B, o iorboim Mischen you
2 6| 44.4/25,0| 19,4| + | 46,0| 29,5/ 16,5] 4+ | 8,8 |205,3|+ 4,3| Butter mit Schmalz betroffen worden ist,
3| 7347217/ 18,0( — [ 48,7) 27,8 15,9 + | 24,75( 228,5(- 1,4f chpnommen. Dic Filschung wurde mge-
4 8| 43,5 24,8| 18,7) 4 | 45,5| 29,2 16,3| 4- | 19,6 | 215,6/+ 1,6

_ Material . _ i ben J.-Nr. 9, 10, d ind
5 9184,0121,013,0 unzureichend 29,6 | 230,8— 1,6 alsD ;eorlx’lizleu%{gndelisl?u%&r lblezl:a?ch;it?m
6 10 83,7/ 21,0| 13,7| — | 42,2| 27,3| 14,7| — | 29,8 | 224,1| £ 0
7 11| 34,5/ 22,0| 12,5 — | 42,6| 27,9 14,7| — | 26,1 | 228,0]— 1,0
3 12| 85,6/ 21,7( 18,9 — 1 41,7/ 27,2| 145 29,4 1227,41— 2,0
9 13| 35,5/ 22,8/ 13,2| — | 43,2 28,0 15,2 25,7 1220,1|4- 0,8 Die Proben J.-Nr. 13 und 15 sind bei

einem Hindler entnommen, der im Bezitz
einer Mischmaschine war.

217.8 Die Proben J.-Nr. 14, 16, 18 und 25
24,1 1217,314- 1,1 sind bei einem verdichtigen Lieferanten
24,3 | 222,44~ 0,7] entnommen und vielleicht hollindischen

24,5 220,7 + 1,2 Ursprungs.

Probe J.-Nr. 17 stammt vermutlich von
28,05( 219,8|4- 0,9 dem Fabrikanten der Proben 13 und 15 her.
246 | 222.4|+ 1,2

219 Probe J-Nr. 19 ist vermutlich hollin-
24,1 B+ 21 dischen Ursprungs.

2 et B D
249 | 2212|414
24,4 | 220,6|4 1,3
24,75| 220,7|— 0,6| Probe J-Nr. 24 soll aus Rahm herge-

. stellt sein.
23,85| 220,6|+ 0,9

10| 14375 23,.2| 14,3] — | 44,0/ 28,3 15,7
1| 15]88,0/22,5 155| + | 44,0/ 28,3] 15,7
12| 16357221/ 13,6] — | 43,2/ 28,3] 14,9
18| 17]39,7/28,1| 16,6] + | 43,0( 27,0| 16,0
14| 18]37,0[23,8] 12| — | 43,0/ 28,5| 14,5
15( 1935|225 13,0] — | 42,5|26,5] 16,0

16| 20|34,0| 21,4 12,6| — | 41,9| 27,0/ 14,9
17| 2187,0(28,5| 13,5 — | 42,5/ 28,0/ 14,5
18]  2236,5/23,0] 18,5 — | 42,6] 28,0| 14,6
19| 23362 22,8 15,4] — | 42,6/ 28,0/ 14,6
20| 24]36,0] 22,3137 — | 41,8|27,8] 14,0
21|  25(86,0/22,8 132 — |42,2| 27,8| 14,4

|~ + | +~++ +|

22 32 42,5/ 24,6/ 17,9 +144,5/288/157 + 17,2 | 213,014-2,0 sir}?iievol;mlgfeling&;;l}c‘ﬁer?l2'v§151’ e?:erllg‘gmﬂ
23 35|425|24,7| 17,8 - | 44,5/ 28,8/ 15,7) 4+ [ 17,2 | 218,6+ 1,8 bezogen, welche der Verfilschung von
24 36 | 37,9/ 23,0/ 14,9| » 42,5/ 28,0 14,5| — [ 21 225.1|— 0,9 Butter mit Schmalz iiberfiihrt worden ist.
25|  4733,8/21,0/ 12,8 — | 41,0] 27,0 14,0{ — | 20,2 [219,0[+ 0,6

26| 4939,023,2/ 15,8 + | 44,0 28,2| 15,8 4 | 18,85 216,2[+ 0,9 . Dic Probon J.-Nr. 49 und 50 sind von
27| 50363235 12,8 — | 44.2| 28.4] 15,8 i 188 |216,2]+ 1,0 sommune dorselben Firma. direkt ent-
28| 51/380|23,1/149 » | 44,0(28,3] 15,7 | 19,95 217,9|+ 0,8

29|  52(87,023,0] 14,0| — | 44,0| 28,2/ 15,8| + 20,0 | 217,94 08

30| 5763 |34,622,0| 12,6 — | 42,8/ 27,5 15,3| +- | 21,7 | 218 5|4 2,1

81| 5834 41,0 24,3/ 16,7 + | 44,6/ 28,6/ 16,0 4- | 207 | 2169|422

82| 5868 | 38,0) 22,8| 15,2 4 | 44,0| 28,0| 16,0 24,0 | 220,8|+ 1,5] | Dic Proben J.-Nr. 8916 und §915 sind
33| 5867 |34,522,0| 12,5 — | 43,0/ 27,6| 15,4 i 200 | 217,00 2.4] {ibchoimanrom et e oangroin,
34| 8916|385 24,6 139) — [ 43,1/ 29,0/ 14,1) — [21,7 [213,3|4 1,0 | e, Wrigon aber mit Schweineschmal
35| 8915|385/ 24,8 13,7 — [ 43,2( 29,0/ 14,2[ — 21,8 | 2125+ 1,0

36| 11044 | 35,0/ 22,3| 12,7 — | 43,0/ 27,8/ 152] 4+ | 21,4 | 2206|415

87| 1658 |37,5/23,2 14,3 —| 44,5282/ 163 +| — | — | —

38| 1659|375 23,8| 14,2| —[44,7/28,5/ 162+ | — | — | —

39| 1661|34,021,4| 12,6| — | 41,0270/ 140 —| — | — | —

40 176 36,8 23,2| 13,6f — 44,0 28,4 15,6 -+ 128,9 220,7 — 0,8} ¢ Der Filschung verdéchtige Proben.
41| 18636,9/23,2/13,7 — [ 44,0{28,3 15,7] | 24,1 [221,2|— 0,8

42| 22687, 231|139 — | 44,1285/ 156|225 | 220,1|— 02

43| 778136,5/22,7 188 — | 43,7] 28,5152 + | 25,3 | 219,0|+ 1,5
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Die in der Tabelle vermerkten Reichert-Meifll:, Verseifungs- und Refraktometer-
zahlen, sowie auch die Bemerkungen iiber die Probenentnahme wurden mir erst nach
Bekanntgabe meines Untersuchungsergebnisses mitgeteilt.

Im allgemeinen ist in vorstehender Tabelle F sowohl aus den hohen D.Z. der
Butter-Talggemische, als auch aus den i{ibrigen abnormen Konstanten zu ersehen, dafl
in der Praxis die Filschungen der Butter mit weit grofleren Mengen minderwertiger
Fette ausgefiihrt werden, als dies bei den von mir selbst hergestellten Gemischen
der Tabelle E geschehen ist.

Aus den Bemerkungen iiber die Probenentnahme geht hervor, dafl ein Teil der
Proben sicher und die tbrigen mit Ausnahme der Proben J.-Nr. 9, 10, 11 und 12,
aller Wahrscheinlichkeit nach gefilscht waren. Diese Annahme wird durch die
niedrigen Reichert-Meifil- und Verseifungszahlen unterstiitzt. Auf Grund der erhéhten
D. Z. sind von den 39 als gefilscht anzusehenden Proben 27 als solche erkannt worden,
bei 12 Proben blieb das Ergebnis zweifelhaft. Im Hinblick darauf, daf durch die
vorstehende Methode von den zur Filschung der Butter meist verwendeten Fetten
nur der Nachweis des Schweineschmalzes infolge seiner sehr hohen D.Z. gelingt, liegt
die Annahme nahe, dal von den obigen 12 der Filschung verdichtigen Proben etwa
10 nicht mit Schweineschmalz, sondern mit Oleomargarin, Kokosfett oder anderen
Fetten, deren D.Z. sich denen der Butter niihern, gefiilscht waren. Ebenso wie die
Proben J.-Nr. 8915 u. 8916 und auch wohl die aus derselben Quelle herstammende Probe
J.-Nr.1661; auf Grund eingezogener Ermittelungen héchstwahrscheinlich mit Oleomargarin
gefilscht worden sind, kann diese Filschung auch bei den iibrigen durch die D.Z.
nicht als gefilscht erkannten Proben stattgefunden haben.

Es wmul jedoch noch besonders darauf hingewiesen werden, daf bei gleich-
zeitigem Vorhandensein von Kokosnuffett, je nach der Menge desselben, der Nachweis
vom Schweineschmalz in der Butter sehr beeintriichtigt oder ganz verhindert werden
kann, wihrend er durch die Gegenwart von Oleomargarin eher gefordert wird.
Dieser nachteilige Einflul des KokosnuBfettes verliert aber dadurch seine Bedeutung,
daf dieses Fett anderweitig nachgewiesen werden kann, und der Nachweis desselben
schon eine Beanstandung der Butter herbeifiihrt.

Unter dem Vorbehalt, dafl die fiir Butter angegebenen D.Z. sich all-
gemein als richtig erweisen sollten, ist eine Butter mit Schweineschmalz
oder anderen Fetten, die eine héhere D.Z. als Butter haben, als gefilscht
anzusehen, wenn in dem urspriinglichen Butterfette eine héhere D.Z. als
146 oder in dem aus 75 Teilen Butterfett und 25 Teilen Rindertalg her-
gestellten Gemisch eine héhere D.Z. als 15 erhalten wird. Der zu dem
Gemische zu verwendende Rindertalg muf einen S.P. von 49,0 bis 49,7
und eine D.Z. von 14,4 bis 14,6 haben.

Unter simtlichen bisher untersuchten tierischen Fetten nimmt das Schweine-
schmalz durch seine hohe D.Z. eine besondere Stellung ein. Dieses physikalische
Verhalten des  Schweineschmalzes kann vielleicht auf eine eigenartige Gruppierung
seiner Fettglyceride zuriickgefiihrt werden; anderseits kann es aber auch mit der
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schon a. a. O. erwihnten, von H. Krais und A. Haffner im Schweineschmalz ent-
deckten Heptadekylsiure im Zusammenhange stehen.

Aufler im Schweineschmalz ist von mir nur noch in einem aus der Kolonie
Togo herstammenden festen Pflanzenfette, der Sheabutter, welches durch Auskochen
mit Wasser aus den Samen von Bassia Parkii gewonnen wird, eine gleich hohe D.Z.
von 20 gefunden worden.

In diesem Rohfett wurden folgende Konstanten ermittelt:

Freie Sgure . . . . . . . . . . . 46,37

Refr. bei 40 . . . . . . . . . . 54

RMZ . . . . . . . . . . .. 1,9 ]

wBZ .. .. 000 0,43 j

Vers. Zahl . . . . . . . . . . . 17738

Jodzahl . . . . . . . . . . . . 49,0

T 45

EP . ... . 00 .o 25 }D' Z. 20
Harzartige, unverseifbare Substanz . . . 4,79/,

Ob dies Pflanzenfett schon zur Filschung von Butter verwendet worden ist,
dartiber liegen noch keine sicheren Angaben vor. Es ist jedoch festgestellt worden,
daBl Mischungen, von Butter mit 10 — und 209, Sheabutter, auch ohne den Talg-
zusatz, schon D.Z. von 15,4 und 17,1 ergaben und hierdurch die Filschung der
Butter anzeigten. .

Da es schon aus Mangel an erforderlichem Material nicht moglich ist, nur in
einem Laboratorium genaue Grenzwerte zu sammeln, um fir die reinen Fette
endgiltige D.Z. feststellen zu konnen, so wire es sehr wiinschenswert, wenn die
fir diese Methode sich interessierenden Fachgenossen in erster Linie ihre Aufmerk-
samkeit den D.Z. der reinen Fette zuwenden wiirden, um hierfiir erst allerseits an-
erkannte Werte zu schaffen. Diese Zahlen wiirden ohne Zweifel in vielen Fillen
wichtige Anhaltspunkte fiir die Beurteilung der Reinheit der Fette darbieten. Auch
die hierbei sich ergebenden oberen und unteren Grenzwerte fiir die S. P. und E.P.
dirften fiir die Beurteilung mancher Fette, z. B. der Butter, ebenfalls wertvolle An-
haltspunkte geben.

Die Methode soll nicht den Zweck verfolgen, die Bestimmung und den Wert
der bisher bei der Untersuchung der Fette geltenden Konstanten einzuschrinken.
In solchen Fillen dagegen, in denen andere Methoden versagen, wie z, B. beim
Nachweis von Talg im Schweineschmalz und von Schweineschmalz im Génseschmalz
wird sie berufen sein, eine Entscheidung herbeizufiihren.

Vielleicht eignet sich der Apparat zu exakten Bestimmungen der Erstarrungs-
punkte der Fette iiberhaupt; es wire daher wertvoll, wenn die Fachgenossen auch
hieriiber Erfahrungen sammeln und mitteilen wollten.

Es ist mir eine angenehme Pflicht den Herren Professor Dr. Juckenack und
Dr. Baier, die mir bereitwilligst das wertvolle Untersuchungsmaterial in Tabelle F
zur Verfiigung stellten, auch an dieser Stelle meinen Dank auszusprechen,
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I. Einleitung.

Uber die chemischen Vorgiinge, die sich bei sog. Farbreaktionen abspielen, ist
in vielen Fillen nur wenig bekannt geworden, was eine gewisse Unsicherheit in ihrer
Handhabung in der chemischen Analyse und oft auch in der richtigen Deutung ihrer
Ursachen zur Folge gehabt hat. Dies ist um so bedauerlicher, als ein groBer Teil
dieser Reaktionen einerseits wegen ihrer leichten Ausfiihrbarkeit, andererseits wegen
ihrer Empfindlichkeit mit Recht vielseitigstes Interesse und umfassende Anwendung
heansprucht haben.

Der Nachweis stattgehabter Erhitzung von Milch beruht groftenteils auf der-
artigen Reaktionen; und mit dem wachsenden Interesse, das die moderne Nahrungs-
mittelchemie diesem Gegenstand entgegen zu bringen sich genétigt sieht!), sind auch
die Anspriiche auf Zuverldssigkeit und Empfindlichkeit dieser Reaktionen gestiegen
und haben zahlreiche Priifungen und Verbesserungsversuche im Gefolge gehabt.

Besonderes Interesse gewinnen jedoch diese Reaktionen noch durch die Tatsache,
dafl sie — wie man heute berechtigt ist anzunehmen — den Nachweis liefern fiir
die Anwesenheit einer bestimmten Gruppe von Fermenten der Milch, deren Be-
deutung fiir die Verdaulichkeit und den Nihrwert der Milch gerade durch neueste
wertvolle Versuche?) wieder stark in den Vordergrund getreten ist. Dies berechtigt
uns, die fraglichen Erscheinungen bis zu einem gewissen Grade der grofen Gruppe
der katalytischen Reaktionen einzureihen d. h. solcher, in denen ein Stoff, in meist
schon sehr geringer Menge, eine spontan Huflerst langsam verlaufende Reaktion zu
beschleunigen vermag, ohne bei der ins Auge gefaBten Reaktion verbraucht zu werden.

1) Vergl. den Anhang zu dieser Arbeit (Seite 100).
?) vy, Behring, Exper. Ergebnisse, betr. die Verinderung der Nahrstoffe und Zymasen
in der Kuhmilch unter dem EinfluB hoher Temperaturgrade. Molkereizeitung, Berlin, 1906, S. 147.
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Es ist im nachstehenden versucht worden, von diesem Gesichtspunkt aus die
gebriiuchlichsten Farbreaktionen, die zum Nachweis stattgehabter Erhitzung von Milch
dienen, zu betrachten, und die Unsicherheiten, die immer noch einer zweckmiifligen
Verwendung dieser sicherlich aufBerordentlich wertvollen Reaktionen, die weit tiber den
Rahmen der Milchuntersuchung hinausgeht, im Wege stehen, moglichst zu beseitigen.

Als Arnold?) 1881 die Tatsache beobachtete, dal Guajaktinktur durch frische
Milch gebliut werde, nicht aber durch gekochte, und sofort auch die Verwendbarkeit
der Reaktion fiir den Nachweis gekochter Milch zeigte, gab er die Schuld daran einem
Ozongehalt der Milch unter einer etwas ungenauen Benutzung der Schénbeinschen
Entdeckungen und Theorien. Deutung der Reaktion wie Vorschrift zu ihrer Ver-
wendung zum Nachweis stattgehabter Erhitzung von Milch fithrten jedoch bald zu
Unwahrscheinlichkeiten Lezw. Unsicherheiten, wofiir die Untersuchungen von N. Ko-
walewski?) einerseits, von E. Spaeth®), Ostertag?), Liebermann?®) und Car-
cano®) andererseits Zeugnis ablegen. Namentlich die Arbeiten von Kowalewski,
Liebermann und Carcano sind von besonderer Wichtigkeit, indem sie zeigten, dall
noch ein dritter peroxydartiger Stoff nitig sei (sie empfehlen die Verwendung insolierten
Terpentinsls), um die Bliuung der Tinktur mit frischer Milch mit Sicherheit
hervorzurufen. Erscheint hier noch der peroxydartige Stoff in einer gewissen
Maskierung (Terpentinél), so fanden bald Dupouy in Frankreich und Storch in
Dinemark, dafl gewisse organische Substanzen, die durch Oxydation in Farbstoff
ibergefiihrt werden konnten, nur dann Farbbildung zeigten, wenn aufler Milch auch
noch eine gewisse Menge Hydroperoxyd zugegen sei. Dupouy”) erkannte als solche ,chro-
mogene“ Stoffe, die mit frischer Milch und Hydroperoxyd Farbreaktionen zeigten, u.a.
Guajakol, Brenzkatechin, Hydrochinon, @-Naphthol und p-Phenylendiamin und hat auch
schon die Guajakprobe unter Verwendung von Hydroperoxyd empfohlen. Storch?®), den
praktischen Zweck der Milchuntersuchung im Auge, arbeitete die Reaktion mit dem letztge-
nannten Stoff zu der bekannten nach ihm benannten Reaktion auf ,,gekochte** Milch aus. Bei
dem Versuch der Isolierung des wirksamen Stoffes der Milch ergaben sich eine Anzahl
interessanter Tatsachen, auf die an anderer Stelle zuriickzukommen sein wird. Er
identifiziert die beobachtete Oxydationserscheinung mit der von Babcock?®) wohl zu-
erst beobachteten hydroperoxydzersetzenden Eigenschaft der Milch, meint aber, daf sie
nicht einem Fibringehalt der Milch, sondern einem besonderen Enzym zugeschrieben
werden miisse. Leffmann!?), der ungefihr gleichzeitig mit Storch das p-Phenylen-

') Arch. Pharm. 219, 41 (1881), vergl. auch H. Schacht, Arch. Pharm. 1842, 8. Nach
Ed.Schiar: ,Chr. Fr.Schénbein“ (Leipzig 1901 8. 278) hat schon Schénbein diese Wirkung
heobachtet.

%) Zentralbl. f. Med. Wissensch. 1890, 145 u 162.

") Forschungsber. tiber Lebensmittel 1, 343 (1896).

) Zeitschr. Fleisch- u. Milchhyg. 1896. 17, 6.

*) Maly's Jahresber. f. Tierchem. 28, 256.

%) Ref. Vierteljahrsschr. Chem. Nahrungs- u. GenuBm. 1897, 17.

) Répert Pharm. 1897, 206.

%) Ref. Zeitschr. f. Unters. v. Nahrungs- u. Genufim. 1889, 239,

®) Agr. Exper. Stat. Univ. of Wisconsin 1889, 6.

) The Analyst. 1898, S. 85,
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diamin anwendet, kann die von diesem aufgefundene Analogie in der Wirkung von
Milech und Malzdiastase auf eine Mischung von Hydroperoxyd und p-Phenylendiamin
nicht bestiitigen. Immerhin ist jetzt ein zweites wichtiges Reagens zum Nachweis
stattgehabter Erhitzung von Milch gefunden und die Arbeiten von Glage!), Ed.
Weber?) Arnold und Mentzel®) versuchen nicht durchgehend erfolgreich der
Guajakprobe allgemeine Anerkennung in der praktischen Milchuntersuchung zu ver-
schaffen, obgleich es Ed. Weber*) in einer spiteren Untersuchung gelingt, un-
zweifelhafte Mingel der Reaktion von Storch festzustellen. Endlich zeigt aber
J. Zink®) unter Benutzung gewisser Erfahrungen von Weber®, Mauderer?) und
Neumann-Wender®), dal bei Verwendung bestimmter Mengen Hydroperoxyd
durchaus sichere Resultate mit der Guajakreaktion zu erhalten seien, und das Ergeb-
nis vollig unabhéngig zu machen sei von der , Vorgeschichte* der Guajakharzlsung.
Trotz der Bestitigung dieser Befunde von seiten Rullmanns?), hilt Utz®), der in
mehreren Untersuchungen die Praxis der Storchschen Reaktion zu vervollkommnen
sich bemiihte, ferner auch I v. Itallie!!) und endlich auch Siegfeld'®) auf Grund
einer sehr eingehenden Untersuchung die Ansicht aufrecht, dafi die Guajakreaktion
auch bei Verwendung von Hydroperoxyd keine so guten Resultate liefere, wie die
Storchsche Probe. Buttenberg!®) endlich hat bei seiner im Vorjahr angestellten
Untersuchung die Guajaktinktur mit gutem Erfolge verwendet.

Die im vorstehenden dargestellten Meinungsverschiedenheiten finden ihre Er-
klirung in der Tatsache, dafl man die fiir die Reaktion wesentlichen Bestandteile
weder ihrer Zahl noch ihrer chemischen Natur nach geniigend kannte. Hinsichtlich
der Guajaktinktur hat diese Unklarheit seit den Tagen Schonbeins bestanden, ob-
gleich sie seitdem ein Reagens von sehr allgemeiner Anwendung gewesen ist und
besonders zur Charakterisierung der tierischen und pflanzlichen Fermente eine grofie
Rolle spielte'®). Erst in neuerer Zeit sind wichtigere Tatsachen iiber die Natur dieser
Substanz festgestellt worden.

Erwihnenswert ist allerdings, daB es schon Hadeli ch?'?) gelang, in der Guajakon-

") Milchztg. 1901, 182.

?) Milchztg. 1902, 657 u. 673.

®) Zeitschr. Fleisch- u. Milchhyg. 1902, 205.

‘) Ebenda 1903, 84 u. 112.

®) Milchzeitg. 1903, 193 u. 211.

% A, a. 0.

") Deutsche Tierrztl. Wochenschr. 1902, Nr. 39 u. 40.

%) Osterr. Chem. Ztg. 1903, 1. Vgl. auch Zeitschr. f. angew. Chem. 1903, S. 764.

%) Zeitschr. f. Untersuchung von Nahrungs- u. Genufmittein 7, 81. 1904. — Molkereizeitg.
Berlin, 137 (1904).

%) Chemikerzeitung 1902, 1121. — Milchzeitung 1903, 129 u. 417. — Chemikerzeitung
1903, 27, 300. — Osterr. Chemikerzeitung 1904, 416 u. 463.

11y Zeitschr. f. Untersuchung von Nahrungs- u. GenuBimitteln 1905 (I), 557.

1) Zeitschr. f. angew. Chemie 1903, 764.

) Zeitschr. f. Untersuchung von Nahrungs- u GenuBmitteln 1906, 377. Vgl. auch die
Versuche v. Tjaden Koske und Hértel, Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamte 1901, 219.

") vergl. z. B. GroB, Ber. d. bot. Gesellsch. 16, 129 (1898).

%) Zeitschr. f. prakt. Chemie 87, 325.
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siure die oxydable chromogene Substanz des Guajakharzes zu isolieren, und Ed.
Liicker!) hat diesen Befund bestitigt und weitere Eigenschaften der wirksamen
Substanz festgestellt. Auf die zahlreichen analytischen Arbeiten iiber das Guajakharz
kann an dieser Stelle nicht eingegangen werden, zumal diese in ausfiihrlicher
Weise von P. Richter?) zusammengestellt wurden. Diesem gelang es im vorigen
Jahre, den bisher als einheitlich angenommenen Stoff in eine sich am Licht und
durch Einwirkung von ,Ozoniden“ leicht bliuende a-Guajakonsiure und eine diese
Eigenschaften nicht zeigende g-Guajakonsiure zu trennen. Interessant sind ferner
einige Notizen in einer Arbeit Schirs®), die zum Teil wohl noch auf Versuche
oder Beobachtungen Schénbeins zuriickgehen. So wird festgestellt, dafl die Guajak-
tinktur sich spontan bliuen, dafl ein Uberschufl des oxydierenden Stoffes (,,Ozonides")
die Beobachtung einer Bliuung verhindern kann, und endlich, daf der entstandene
blaue Farbstoff unbestindig ist. Erst vor einigen Jahren aber hat Neumann-Wender?)
in einer Verdffentlichung der Chemikerzeitung und in der erwihnten Untersuchung
die der praktischen Verwertung der Guajaktinktur entgegenstehenden Unstimmigkeiten
durch Hervorhebung einiger interessanter Tatsachen iiber ihre Natur zu beseitigen gesucht.
Schon durch die Untersuchungen Bourquelots®) war erwiesen, dall eine ganze Reihe
pharmazeutischer Tinkturen ,,beim Altern sich aktivieren*, d. h. die Féhigkeit gewinnen,
kriiftigere Oxydationswirkungen zu erzeugen als in frischem Zustand. Neumann-
Wender zeigt nun, daf diese aktiven Stoffe durch Behandeln mit Wasser oder verdiinnter
Sdure, oder durch Erhitzen zerstort werden kénnen und beschreibt als charakteristische
Reaktion auf solche Tinkturen eine der Storchschen analoge, in der das Hydroper-
oxyd durch aktive Tinktur ersetzt ist®). Das hypothetische Peroxyd der Tinktur unter-
scheidet sich jedoch wesentlich von Hydroperoxyd und dessen Verhalten. Es verschwindet
nach einiger Zeit wieder von selbst aus der Lésung, wodurch die Tinktur in ihren
anfinglichen Zustand zuriickkehrt. Ein helleres Licht werfen die Untersuchungen
von L. I.iebermann?) auf die Vorginge bei der Aktivierung der Guajaktinktur und
bei ihrer Blduung durch die Darstellung einer Analogie zwischen dem Verhalten von
Platinsol und den die Guajakbliuung hervorrufenden Fermenten (pflanzlichen und
tierischen Ursprungs) einerseits und zwischen dem Verhalten von Guajaktinktur und
Terpentinsl andererseits. Wie er meint, daf die durch Platinsol bewirkbaren Oxydationen
ihre beste Erklirung in der intermediéren Bildung eines Platinoxyd finden, so nimmt er auch
fir die Wirkung der organischen, Guajaktinktur bliuenden Fermente die Bildung
eines ,,Fermentoxyds* an. Hinsichtlich der zeitlichen spontanen Anderung der Guajak-
tinkturen kommt er zu der gleichen Auffassung wie Neumann-Wender. Doch
mufl betont werden, daf das hypothetische ,,Peroxyd‘ auch nach seinen Versuchen
die Reaktionen des Hydroperoxyds nicht zeigt, ein Peroxydcharakter von der Art

!) Zentralbl. 1892, 8. 239  Vgl. auch Doebner u. Liicker, A rch. Pharm. 284 (1896), 599.
?) Arch. Pharm. 1906, 244, 90.

%) Forschungsber. tiber Lebensmittel 8, 1, 1896.

4 A.a. O

®) Vortrag intern. pharm. Kongre8 1900, Paris.

%) Vgl. die Versuche von Carcano u. Liebermann. — A. a. O.

") Arch. f. g. Physiol. 104, 119, 1904.
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des Hydroperoxyds mithin einigermaflen fraglich erscheint, daf andererseits von
einer Isolierung des ,Fermentoxyds‘ keine Rede ist. Es hat daher auch Carlson?)
neuerdings den Versuch gemacht, den Reaktionsmechanismus in einer ganz anderen,
allerdings wenig einleuchtenden Weise darzustellen. Da die Beobachtung Sieg-
felds®), daB eine Losung aus Guajakhaiz in Ather von vornherein starke Aktivi-
tiat besitzt, mit den dargestellten Annabmen Neumann-Wenders und L. Lieber-
manns, daB die spontane zeitliche Anderung von Guajaklosungen eine allgemeine,
im wesentlichen vom Losungsmittel unabhéngige Eigenschaft des Harzes sei, im
Widerspruch steht, wiederholt Arnost®) Siegfelds Versuche, ohne ihr Ergebnis be-
stitigen zu konnen: Eine Losung von Guajakonsiure in Ather zeigt ebenfalls die zeit-
lichen Anderungen.

Der SchluB, zu dem die vorstehend zusammengestellte Literaturiibersicht berechtigt,
scheint nun folgender. Wihrend die Versuche, durch Benutzung bestimmter Harzmateri-
alien, bestimmter Losungsmittel, Abénderung der Reaktionsbedingungen usw. der Guajak-
reaktion eine sicherere Basis zu geben, versagten, hat die ,,Peroxydtheorie’ zweifellos die
Angelegenheit in praktischer und theoretischer Hinsicht gefordert. Denn einerseits scheint
der empfohlene Hydroperoxydzusatz bei der Reaktion tatséchlich ein sichereres Arbeiten
mit der Tinktur zu gewdhrleisten und hat die Guajaktinktur als ein Glied in die
Gruppe der Storch-Dupouyschen Reagenzien eingereiht, andererseits ist man
nunmehr berechtigt, — was bisher nur vermutungsweise geschehen konnte, — fiir
alle in Betracht kommende Reaktionen eine gemeinsame Ursache in einer bestimmten
Kigenschaft der frischen Milech zu sehen. — Im folgenden ist zunidchst versucht
worden, diese Auffassung zu stiitzen, indem noch einmal die Kigenschaften des
Guajakharzes einer sorgfiltigen Priiffung unterzogen wurden. Das hierbei gewonnene
Ergebnis ist kurz folgendes:

1. Das Guajakharz ist in Lésung, aber auch in trockenem Zustand (namentlich in
feiner Verteilung) bei Zutritt von Licht und Luft einer allmihlichen, fiir sein chemi-
sches Verhalten charakteristischen Anderung unterworfen und zwar von der fol-
genden Art:

Das Guajakharz enthilt einen autoxydablen Stoff, der befdhigt ist, in trockenem
Zustand in nur indirekt nachweisbaren, in Losung in direkt nachweisbaren Mengen
in einen sauerstoffhaltigen Korper iiberzugehen (A). Dieser Korper ist unbestindig
und vermag die im Guajakharz enthaltene Guajakonséiure zu einem blauen Farbstoffe
zu oxydieren (B). Dieser Farbstoff ist ziemlich bestindig, wenn er in der Trockene
entstanden ist, in Losungen oder Emulsionszustand des Harzes zersetzt er sich leicht
wieder in ein farbloses Produkt (C). Die genannten Reaktionen verlanfen freiwillig,
aber langsam und mit solchen Geschwindigkeiten, dafl es gelingt, nur geringe Mengen
der sich bildenden Zwischenprodukte zu fassen. Das folgende Reaktionsschema gibt
die Erscheinungen anschaulich wieder:

) Zeitschr. f. physiol. Chemie 43, 69 (1906).
) A. a O.

®) Zeitschr. f. Unters. v. Nahrungs- u, GenuBmitteln 10, 538 (1905).
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(A) Autoxydabler Stoff 4 Luft (im Licht) — sauerstoffhaltiger Korper (Peroxyd).
(B) Sauerstoffhaltiger Korper + Guajakonséiure — Guajakblau.
(C) Guajakblau — farbloses Produkt.
Aus diesem Verhalten ergeben sich die folgenden Zustinde einer Guajakharz.
losung von ihrer Bereitung an in zeitlicher Aufeinanderfolge:

Die Tinktur enthilt:

I. Kein Peroxyd, aber Chromogen.

II. Peroxyd und Chromogen.
III. Kein Peroxyd und weniger Chromogen.
[IV. Weder Peroxyd noch Chromogen)].

Es hat sich ergeben, da Zustand IV nicht beobachtbar ist, daB also unter
normalen Verhiltnissen das Guajakharz einen groBen Uberschu an Guajakonsiure
enthéilt.

Durch gewisse katalytisch wirkende Stoffe, die auch in der Milch vorhanden
sind, wird die Reaktion (B) auBerordentlich beschleunigt, wodurch es zu einer An-
hiufung des Reaktionsproduktes, mithin zu jener bekannten intensiven Blauung der
unter den Versuchsbedingungen gewéhnlich vorhandenen wisserigen Emulsion der
Harzlésung kommt. Auch hier geht aber das Guajakblau in ein farbloses Produkt
iiber, das wahrscheinlich zum Teil die zuriickverwandelte Guajakonsdure ist. Damit
wiirde also der Arnoldschen Probe das folgende Reaktionsschema zukommen:

Guajakonsiure - sauerstoffhaltiger Korper (Katalysator) beschlemnist Guajakblau.
Guajakblau — farbloses Produkt.

2. Der sauerstoffhaltige Stoff, der aus einem Bestandteil des Harzes unter der Ein-
wirtkung der Luft entsteht, besitzt wenigstens bei Gegenwart von Wasser dem Hydro-
peroxyd analoge Eigenschaften, ist also als ein organisches Peroxyd anzusehen, das
bei Gegenwart von Wasser zu Hydroperoxyd hydrolysiert.

Es besteht also eine vollkommene Analogie zwischen dem Vorgang der Blduung
der Guajaktinktur durch frische Milch und der Bliuung von p-Phenylendiamin bei
Gegenwart von Hydroperoxyd durch frische Milch. Wir sind mithin berechtigt, fir
beide Reaktionen eine gemeinsame Ursache anzunehmen, die wir zunichst dahin zn
deuten haben, dafl sie in einer Eigenschaft der Milch besteht, die Oxydation eines
Chromogens durch ein Peroxyd zu beschleunigen.

3. Eine nihere Betrachtung der Peroxydasereaktionen mit Hydroperoxyd als Sauer-
stoffspender fithrt zu der Annahme einer Hydroperoxydempfindlichkeit der Peroxydase,
die ibhren einfachsten Ausdruck in einer Nebenreaktion der folgenden Form findet:

Peroxydase 4+ Hydroperoxyd 2 inaktive Peroxydase.

Die beobachteten Erscheinungen bei Anderung der Versuchsbedingungen in der
Peroxydasereaktion stehen mit dieser Tatsache in Einklang.

Diese eigentiimliche Eigenschaft legte als eine weitere Aufgabe die Beantwortung
der Frage nach der Natur des Triigers der Peroxydasefunktion in der Milch nahe,
insbesondere seinen Anteil an den komplizierten Wechselwirkungen, die zwischen
Milech und Hydroperoxyd bestehen.
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Bevor jedoch auch hierzu zunichst die in der Literatur sich vorfindenden Be-
funde zusammengestellt werden sollen, mégen bei den Schwankungen in der Nomen-
klatur zur Vermeidung von Verwechslungen und Unklarheiten einige Definitionen
angefiihrt werden.

Unter Oxydationsfermenten seien mit Schénbein solche verstanden, von denen
die Annahme berechtigt erscheint, dall sie einen Oxydationsvorgang zwischen zwei
Stoffen vermitteln (Induktion), bezw. beschleunigen (Katalyse), unter Katalase ein
solches Ferment, das die Zersetzung von Hydroperoxyd in Wasser und Sauerstoff be-
schleunigt, unter Peroxydase endlich ein solches, das die Oxydation eines Stoffes
durch Hydroperoxyd zu beschleunigen vermag.

Schon Schénbein '), der wohl zuerst Farbreaktionen zum Nachweis enzymatischer
Wirkung benutzte, hat bei Beobachtung der Wechselwirkung zwischen Peroxyd und
solchen Fermenten klar unterschieden zwischen einer einfachen Hydroperoxyd-Katalyse
und der Peroxydaktivierung (, Antozonaktivierung“), aber auch das charakteristische gleich-
zeitige Auftreten der beiden Funktionen nicht nur bei ,vegetabilen Fermentmaterien®,
sondern auch beim Blutferment festgestellt. Die Tatsache, dafl er sie auch bei dem
nach seiner Uberzeugung sicherlich stofflich einheitlichen fein verteilten Platin und
dem basischen Bleiacetat vereinigt fand, bestimmte ihn zur Annahme eines einheit
lichen Trigers beider Funktionen in der organischen Natur. Spiter hat sein Schiiler
Schir?®) gezeigt, daf in Himoglobinlésung sich durch Einwirkung bestimmter Tem:
peraturen und durch ,Giftwirkung“ die Katalase vernichten liefle, ohne die Peroxydase in
ihrer Wirkung zu heeintriichtigen. Aus einer spiteren Arbeit®) 148t sich nicht ent
nehmen, ob er diese Trennbarkeit fiir alle in Betracht kommenden Fille annimmt.
Erst Jacobson*) scheint gezeigt zu haben, daf es durch Temperatureinflul oder mit
gewissen Fillungsreaktionen gelingt, die Katalase zu schwichen oder zu zerstoren, ohne
die Wirksamkeit der oxydierenden Fermente zn beeintriichtigen. Durch Raudnitz'®)
Untersuchung wird das Vorhandensein spezifisch wirksamer Fermente in der Milch
ziemlich wahrscheinlich. Er findet, dal zwar die Katalase allen von ihm unter-
suchten Milcharten zukommt, nicht aber die oxydierenden Enzyme, da man da, wo beide
Fermentarten vereinigt seien, durch bestimmte Fillungsreaktionen die beiden Funktionen
trennen konne, und endlich, daB es notig sei, zwischen typischen Peroxydasen und anderen
Oxydationsfermenten zu unterscheiden. O. Loew?®) hilt die Existenz von Katalasen
fiir erwiesen; und den Arbeiten von Senter?) iber die katalytische Eigenschaft des
Blutes, von Faitelowitz®) und Reif3?) iiber die Milch liegt die gleiche Auffassung zu-

1 Vergl. vor allem Chr. Fr. Schonbein: Von dem Vorkommen titigen Sauerstofls in
organischen Materien, Zeitschr. f. Biolog. 8, 325, 1867.

?) Zeitschr. f. Biolog. 467, 1870.

3y Forschungsbher. tiber Lebensm. 8, 1 (1896).

%) Zeitschr. f. physisolog. Chem. 16 (1892), 348.
8y Centralbl. f. Physiol., 1898, 760; Zeitschr. f. Biolog., 42, 91 (1901). Vergl. auch Spol-
verino, Milchz., 1904, 404.

% M. 8. Depart. Agr. Rep. No. 68, 1901; vergl. auch Ber. d. d. chem. Gesellsch., 35, 2487, 1901.

%) Zeitschr f. phys. Chem, 44, 257, 1903.

%) Dissertation, Heidelberg 1904.

%) Zeitschr, f. klin. Med., 58, 1, 1905.
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grunde. Neumann-Wender!), der wie erwihnt, sich gleichfalls mit den enzy-
matischen Eigenschaften der Milch beschiftigt, kommt, gestiitzt auf die Erfahrungen
Babcocks?®), der schon 1889 die Katalase-Eigenschaft der Milch beobachtete, ferner
von Raudnitz®), Loew?), Babcock und Russell®) zur Annahme dreier Milch-
enzyme. Im besonderen bestitigt er die Trennbarkeit der Katalase und Peroxydase.
A. Bach und R. Chodat®) gelingt gleichfalls bei ihren Versuchen iiber pflanzliche
Fermente eine Trennung von Katalase und Peroxydase-Eigenschaften, die es ihnen
ermoglicht, in kiinstlich hergestellten Gemischen von Katalase und Peroxydase ihre
gegenseitige Beeinflussung zu studieren?).

Endlich beschiftigen sich in neuester Zeit einige Autoren mit der bis dahin nur
wenig erwogenen Moglichkeit, die bisher als Fermentwirkung in der Mileh ange-
sprochenen Erscheinungen auf die Lebenstitigkeit der in ihr enthaltenen Bakterien-
flora zuriickzufilhren. Beobachtungen, wie die von Vaudin®), Winter-Blyth?),
NeiBler und Wechsberg!?) einerseits, von Schardinger'!) andererseits regten dazu an,
zuniichst gewissen reduzierenden Eigenschaften der Milch den anfangs vermuteten
enzymatischen Charakter abzusprechen und bakterielle Ursachen anzunehmen.
Smidt!%) kommt auf Grund seiner Versuche zu dem Ergebnis, da8 die Reduktions-
erscheinungen bei Milch ein ziemlich kompliziertes Phinomen sind, sich zusammen-
setzend aus der Wirkung des Milchzuckers und anderer, beim Kochen entstehender
reduzierender Stoffe, der sogenannten Aldehydkatalase (Schardingers Reagens: FM)
und aus Bakterienwirkung (Reagens von Neifler und Wechsberg). Die Aldehyd-
katalase ist vielleicht mit der Katalase von Raudnitz identisch; die Peroxydase ist
seiner Meinung nach sicher kein echtes Ferment. Im letzteren Punkt scheint ihm auch
Seligmann ') beizupflichten, doch bestreitet dieser die Existenz der Aldehydkatalase
von Smidt und der Katalase von Raudnitz'*), Eigenschaften, die er als der Lebens-
titigkeit gewisser Bakterienarten eigene und nicht als integrierenden Bestandteilen der
Milch zukommende ansieht.

Der Stand des gegenwiirtigen Wissens iiber die behandelte Frage ist also etwa
folgender: Die interessante Tatsache, dafi in vielen Stoffen pflanzlicher und tierischer

1 a. a. 0.

%) Agr. Exp. Stat. Univ. of Wisconsin 1889.

3) a, a. 0.

4) a. a, O

) Anorg. Ferments of milk, Wisconsin 1897,

% Ber. d. d. chem. Gesellsch. 1902 —1904.

) R. Chodat, Les ferments oxydants, Journ. Suisse de Chim. ot Pharm., 1905, No. 46

n. 48. A. Bach, Ber. d. d. chem. Gesellsch., 1906, 1670. P. Neuhaus, Rep. Chem. Zeitg.,
1906, S. 96.

%) Repert. d. Pharm., 1897, 538.

%) The Analyst, 26, 148.

19) Miinch. med. Wochenschr, 1901, No. 87.

1) Zeitschr. Unters. Nahrungs- u. GenuBm, 1902, S. 1118; Chem. Zeitg., 28, 1904, 704.

%) Hyg. Rundschau, 18, 1187, 1904; Arch. f. [Tyg., 58, 313 (1906). Vergl. auch A. F. Hecht,
Arch. f. Kinderheilkunde, 88, 349 (1904).

%) Zeitschr. Hyg. u. Inf., 49, 325, (1905); 50, 102, (1905); 52, 161, (1906).
1) Vergl. dagegen E. ReiB, a. a. O.
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Herkunft die Eigenschaften, Hydroperoxyd zu aktivieren und zu zersetzen gleichzeitig
angetroffen werden, hat doch entgegen der Betrachtungsweise Schénbeins auch bei
der Milch zur Annahme zweier Fermente gefiihrt. Es mufl betont werden, daBl diese
der gewichtigen Stimme Schonbeins entgegenstehende Auffassung fiir die Milch
keineswegs als vollstéindig erwiesen zu erachten ist, und zwar aus folgenden Griinden.
1. Es ist bisher nicht gelungen, die Katalase zu ,isolieren“. 2. Die Methoden, welche
zu einer solchen Trennung der Milchbestandteile gefiithrt haben, dafl der eine Teil
nur noch die katalytische, der andere nur noch die aktivierende Eigenschaft der
Mileh besaB, sind keineswegs derart, dafl sie die Spaltung eines einheitlichen Trigers
in allen Fillen ausschliefen. 3. Neueste bakteriologische Befunde stellen die Existenz
der Katalage iiberhaupt in Frage. Mit der Katalase ist aber auch die Peroxydase in
Zweifel gestellt.

Es ergibt sich also, daf auch eine erneute Untersuchung iiber die Peroxydase
der Milch als Fermenteigenschaft wiinschenswert erscheint, insbesondere iiber ihre
Beziehung zu den katalytischen Eigenschaften, wozu die oben festgestellte Hydro-
peroxydempfindlichkeit der Peroxydase eine gewisse Richtung angibt, in der die
Prifung zu erfolgen hat. Das Ergebnis, zu dem meine Versuche fiihren, mag auch
hier vorweg genommen werden:

Der die zur Untersuchung stehenden Farbreaktionen auf frische Milch beschleu-
nigende Katalysator ist in seiner Wirksamkeit nicht gebunden an die Tétigkeit von
Mikroorganismen. Er ist in dem Serum verschiedener Herstellungsweise gelost ent-
halten und kann in véllig trockenem Zustand gewonnen werden, ohne seine Per-
oxydase - Eigenschaft zu verlieren. In Losung sowohl (unter gewissen Vorsichts-
mafiregeln) als in trocknem Zustand ist er ziemlich bestindig. Ob diese Eigenschaft
zusammen mit der beschleunigenden Wirkung auf die genannten Reaktionen (iiber
die GréBe des Umsatzes ist nichts bekannt), geniigt, um die Peroxydase als Ferment
zu bezeichnen, bleibt dahingestellt und ist eine Frage der Definition der Fermente
iberhaupt. :

Auch die katalytischen Eigenschaften der Milch scheinen in erster Linie einem
integrierenden Bestandteil derselben zuzukommen, dessen Wirksamkeit unabhiingig ist
von einer Lebenstitigkeit. DaBl die sich in der Milch entwickelnde Bakterienflora
unter normalen Bedingungen Hydroperoxyd katalytisch zersetzt, wird bestitigt.

Die festgestellte Steigerung der Hydroperoxydempfindlichkeit der Peroxydase
mit der Temperatur, die schon bei 50° zur Zerstorung der Peroxydase durch sehr
geringe Hydroperoxydmengen fiihrt, findet sich bei Katalase und Reduktase (Schar-
dingers Reagenz) nicht in dem Mafle wieder.

Diese Hydroperoxydempfindlichkeit der Peroxydase besteht unabhingig davon,
ob die Losung gleichzeitig die Katalase- bezw. Reduktase-Eigenschaften besitzt.

Sie steht auch in keinem Zusammenhang mit der Hitzekoagulation des Milch-
albumins (Rubners Reaktion). A

Sie zeigt sich auch an der Peroxydase, die sich in wiisserigen Lisungen von
Lintnerscher Diastase vorfindet.

o
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Bei niederen Temperaturen ist die Hydroperoxydempfindlichkeit der Peroxydase
so gering, daf die Milch grofe Mengen von Hydroperoxyd zu zersetzen vermag, ohne
daBl die Peroxydase zerstort wird.

Diese Tatsachen sind geeignet, die Auffassung zu bekriftigeu, daf die Per-
oxydasefunktion der Milch einem besonderen Triger mit ganz spezifischen Eigen-
schaften zukommt, und daf die fiir das Verhalten des Hydroperoxyds bei den Per-
oxydasereaktionen erforderliche Annahme einer Nebenreaktion vollste Berechtigung hat.

Il. Methodisches.

Die fiir die Versuche erforderliche Milch war eine Abend-Mischmilch und wurde
allmorgendlich von derselben Bezugsquelle beschafft und stets vor ihrer Verwendung
auf ihre duflere Beschaffenheit gepriift. Nie kam, wenn nicht ausdriicklich angegeben,
Milch zur Verwendung, die linger als etwa 4 Stunden nach dem Ankauf im Eis-
schrank gestanden hatte. War es nétig, zu einer Versuchsreihe Milch lingere Zeit
im Zimmer aufzubewahren, so geschah es in einem in Eis verpackten, verschlossenen,
ausgeddmpften Glasgefil. Uberhaupt wurden sémtliche GefaSe, die zu Versuchen von
einiger Dauer Verwendung fanden, kurz vor dem Gebrauch einer lingeren Behandlung
mit dem Dampf kochenden Wassers unterzogen. Es versteht sich von selbst, daf zu
einer Versuchsreihe die gut durchmischte Milch derselben Ankaufsprobe benutat
wurde. Eine erforderliche Erwirmung der Milch geschah je nach der Menge in diinn-
wandigen Reagenzglisern oder Erlenmeyerkslbchen in Wasserthermostaten. Als solche
dienten grofe Wasserbéider, die durch eine kleine vor Windzug geschiitzte Flamme
bis zu Temperaturen von 70° bequem auf einer etwa innerhalb eines Grades kon-
stanten Temperatur wihrend der Versuchsdauer gehalten werden konnten. Uberstieg
die Versuchsdauer 6 Stunden, so wurde die Erwirmung der Milch, wie z. B. bei den
Versuchen betr. die Hydroperoxyd-Zersetzung bei erhéhter Temperatur in mit Thermo-
regulator beschickten Thermostaten vorgenommen. Die Temperaturmessung erfolgte durch
ein in der Milch befindliches Thermometer, das Anwirmen im siedenden Wasserbad
unter kréftigem Riihren, bis die Milch gerade die gewiinschte Temperatur angenommen
hatte, und schnelles Uberfiihren in den Thermostaten, die Abkiihlung endlich durch
Einfiihrung des Kolbchens in Eiswasser und kriftiges Rithren. Die Erhitzungsdauer
wurde gerechnet von dem Zeitpunkt, in dem gerade die gewiinschte Temperatur
erreicht war, bis zu dem, in welchem die Milch in das Eiswasser iiberfithrt wurde.
Sollten aus einer auf konstante Temperatur erhitzten Milchprobe von Zeit zu Zeit
Proben entnommen werden, so geschah dies mit einer sorgfiltig gereinigten und mit
Wasserdampf behandelten Pipette und EinflieBenlassen des Inhalts in ein mit Eis-
wasser vorgekiihltes Reagenzrohr.

Die Priifung mit den Reagenzien erfolgte immer bei 20° (mit den Schardinger-
schen Reagenzien bei 45°. War die Milch kilter, so wurde sie rasch bis zu dieser
Temperatur angewirmt, aber immer nur in solcher Menge, als zu der sofort an-
zustellenden Priifung erforderlich war. Zu jedem Versuch wurde 5 oder 10 cem
Milch bezw. Fermentlisung angewandt. Der Zusatz der Reagenzien erfolgte aus Tropf-
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flischchen von mbglichst gleicher Form und GréSe?). Im allgemeinen wurde zuniichst
zur Fermentlosung das Hydroperoxyd zugegeben, umgeschiittelt und dann der Chro-
mogenzusatz gemacht, gewdhnlich derart, dafl ich abwechselnd in die beiden zu ver-
gleichenden Proben Tropfen ohne Mischung einlaufen lieB. Schlieflich wurde fiir
beide Proben véllig gleichzeitig die Mischung der Reaktionskomponenten vorgenommen.
Bei der Guajakprobe wurde meist die Harzlosung in der abgemessenen Menge in
awei weitere Reagenzrohrchen gebracht und dann die Ferment- bezw. Ferment-Hydro-
peroxydlésung in starkem Strom zugegossen, wodurch die Mischung noch schneller
und gleichzeitiger zu erreichen war.

Bei den Versuchen iiber die Zersetzung des Hydroperoxyds in der Milch wurden
mit einem Wattebausch verschlossene, gut ausgedimpfte Kolbchen benutzt, aus denen
Proben von Zeit zu Zeit mit einer sterilen Pipette entnommen wurden. Da bei der
Liftung des Wattebausches eine Luftinfektion nicht ausgeschlossen werden konnte,
so wurden Kontrollversuche auch derart vorgenommen, dafl die zu untersuchende
Milch von vornherein in soviel Kélbchen verteilt wurde, als Priifungen vorgenommen
werden sollten. Der Hydroperoxydzusatz erfolgte aus einer graduierten Biirette oder
tropfenweise in verschiedenen Konzentrationen. Seinen Nachweis gestattete mit ge-
niigender Genauigkeit die Titanséurereaktion, wobei zum Vergleich der Farbnuance
stets eine mit Titansdure versetzte peroxydfreie Milch herangezogen wurde?). AuBer-
dem bietet ein Gemisch von Paraphenylendiaminchlorhydrat und Peroxydase bei nicht
zu grollen Hydroperoxykonzentrationen ein sehr empfindliches Reagenz auf letztere
Verbindung.

Bei den Versuchen, die ausdriicklich zu dem Zwecke angestellt waren, die Ent-
scheidung zu liefern, ob fiir die Reaktionen bakterielle oder enzymatische Ursachen
anzunehmen seien, konnte bei dem oben erwiihnten Reinigungsverfahren nicht stehen
geblieben werden, sondern die Siuberung geschah auf folgende Weise: Die Gefiille
und Gerite wurden zunichst mit einem Chromsiure-Schwefelsiuregemisch behandelt,
dann 1—2 Stunden im Dampfstrom, und schlieBlich sofort mit einem Wattebausch
verschlossen 1-—2 Stunden im Trockenschrank auf 150° erhitat.

lll. Versuche iiber die Peroxydasereaktionen.

In der eingangs erwihnten Literatur finden sich abweichende Angaben iiber den
Einfluf des einen oder anderen Faktors bei der Bereitung der Guajaklosung und bei
Ausfithrung der Reaktion auf das tatsichliche Ergebnis der Versuche. So empfiehlt
Carcano die Verwendung von kiuflichem Harz, Glage und Schir z. B. kiufliches

) Es sei erwihnt, daf trotzdem die TropfengréBe der verschiedenen Fliissigkeiten infolge
stark wechselnder Obherflichenspannung wesentlich verschieden ausfiel. Zur ungefihren
Orientierung hieriiber diene folgende Angabe:

3%/, ige wisserige Hydroperoxydlésung: 18 Tropfen = 1 ccm
29, iges wisseriges p-Phenylendiamin: 15 » =1,
209/, ige alkohol. Guajaklosung: 38 » =1,

%) Dies wurde durch Vergleich mit dem von Chick (Centralbl. f. Bakt., 7, 705, 1901)
empfohlenen Nachweis von Hydroperoxyd in Milech mit Jodkali im Serum festgestellt. Vergl.
auch Utz, Milchwirtschaftl. Centralbl., 1, 175, 1905.

5*
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Holz, Zink kehrt zur Verwendung von Harz zuriick. Als Lisungsmittel verwendet
Arnold zunichst Alkohol, spiiter Aceton, das auch Siegfeld empfiehlt, da es von
vornherein aktive Losung liefere, Zink und Arnost kehren zum Alkohol zuriick und
auch T. Wagner?) ziecht es dem Aceton vor. KEs schien daher zweckmiBig einige

Versuche hieriiber anzustellen.

1. ,Holzlésung* oder ,Harzlésung“?

Soweit meine Versuche reichen, erwies sich die Art des verwendeten Guajaks
als unwesentlich. Jedenfalls traten keine Verschiedenheiten im Ausfall der Reaktion
ein, die nicht einfach auf Verschiedenheit in der Konzentration der wirksamen
Substanz und der unwesentlichen Stoffe, deren das Harz eine grofle Menge enthilt,
hitten zuriickgefiihrt werden konnen. Dies galt, wenn z. B. alkoholische Losung
aus verschiedenen Sorten kiuflichen Holzes und Harzes hergestellt wurden. Von
Probe zu Probe zeigte sich des primire und zeitliche Verhalten fast stets mehr oder
weniger verschieden, doch konnten GesetzméBigkeiten hierbei nicht aufgefunden werden.
Kéaufliche Losungen zeigten ein sehr verschiedenes Verhalten, wie das ja schon
wiederholt festgestellt worden ist. Ein grundsitzlicher Unterschied von Harz- und
Holzlosungen konnte jedoch auch hier nicht beobachtet werden.

2. Art des Lésungsmittels.

Von den in der Literatur angefiihrten Losungsmitteln habe ich mich auf Alkohol,
Ather und Aceton beschriinkt. Die Forderungen, die man von vornherein an das
Lisungsmittel stellen konnte, um ein empfindliches Reagenz zu erzielen, scheinen
folgende :

1. Es muB8 die wirksamen Bestandteile des Harzes in méglichst hoher Konzen-
tration losen,

2. die unwirksamen, die Farbreaktion verdeckenden, in méglichst geringer.

3. Es mufl moglichst bestindige d. h. Loésungen konstanter Aktivitit liefern,

4. eine moglichst vollstindige Mischung der wirksamen Bestandteile mit der
Enzymlésung gestatten.

Es soll von vornherein festgestellt werden, daB beziiglich des Punktes 3 die
Untersuchung ergab, daB simtliche Lésungen zeitlichen Anderungen unterworfen
waren, danach auch dem Aceton eine Sonderstellung nicht zugewiesen werden kann.
Im Gegensatz zu Siegfeld beobachtete ich sogar, dal eine Acetonlosung bereitet aus
frisch gepulvertem Harz sich langsamer aktivierte als eine in genau der gleichen
Weise hergestellte und aufbewahrte alkoholische Lisung?). Beziiglich des Punktes 1
verweisen die Feststellungen Richters iiber die Loslichkeit der @ - Guajakséure auf
den Alkohol.  Seine Mischbarkeit mit dem wisserigen Serum gibt ihm einen
weiteren Vorteil vor dem Ather, der nach Richter die a-Guajakonsiure nur unvoll-
kommen 16st. Allerdings 16st der Alkohol offenbar auch in grofler Menge die stark
braungefirbten unwesentlichen Bestandteile, doch ist von ihrer farbeverdeckenden
Wirkung nicht allzuviel zu befiirchten, da die bei der Reaktion entstehende Emulsion

') Zeitschr, Unters. Nahrungs- und GenuBm. 8, 378, 1904.
") Vergl, Arnost, a. a. O.
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des Harzes infolge ihrer feinen Verteilung eine fast weife Farbe annimmt. Zweck-
mifig erscheint es jedoch die alkoholische Losung nicht konzentrierter als von 5—109,
zu verwenden, doch liefert auch die vielfach benutate 20°/pige Losung ein brauchbares
Reagenz.

Ich habe mich daher in den folgenden Versuchen, wenn nicht ausdriicklich
anderes angegeben, auf die Verwendung von alkoholischer Losung aus kiuflichem
Harz beschrinkt?). ,

Die von den Autoren beobachteten abweichenden Befunde scheinen hingegen
eine Aufklérung zu finden, wenn man die Versuche in einer anderen Richtung vornimmt.

3. Einflull der ,Vorgeschichte“ des trockenen Harzes.

Ich bereitete aus Harzstiicken sofort nach dem Pulvern und aus kiuflichem
Harzpulver derselben Bezugsquelle in genau der gleichen Weise alkoholische Lésungen
und priifte sie sofort: die aus Harzstiicken bereitete Losung zeigte sich ginzlich in-
aktiv®), die aus kiuflichem Pulver von vornherein schwach aber merklich aktiv. Besonders
charakteristisch zeigten sich aber die Unterschiede, wenn man die Menge Hydroperoxyd
betrachtet, die erforderlich war, um unter sonst gleichen Bedingungen der Tinktur die gréte
Aktivitdit zu geben. L#ft man die Losungen etwa acht Tage unter denselben Bedingungen
stehen, so kehren sich die Verhiltnisse um: man hat aber wiederum Lésungen von ginz-
lich verschiedenartigem Verhalten. Tabelle I erliutert das Gesagte im einzelnen.
Die Erkldrung dieses Verhaltens werden spitere Versuche ergeben. Vorliufig moge nur
das unterschiedliche Verhalten der beiden Tinkturen iiberhaupt im Auge behalten werden.

Tabelle I. Unterschied im Verhalten von Guajaktinkturen gegen frische
Milch und Hydroperoxyd, je nachdem sie aus kiuflichem Pulver oder aus
kdauflichen Harzstiicken bereitet sind.

Verwendete Milchmenge: 10 ccm.
» Guajakharzlosung: 20 Tropfen einer 20 %/, igen Lésung.
Zeit der Untersuchung: 8 Tage nach der Bereitung.

Tinktur aus kiuflichem Tinktur aus k#uflichen
Hydroperoxydzusatz Pulver Harzstiicken
reagiert reagiert
0 negativ stark positiv
langsamer, aber schliefi-
1 Tropfen 0,03 %,—H,0, desgl. lich intensiver
2 ” 0,08 %, » » desgl. desgl.
1 ” 0,3 0/0 » o schwaCh pOSitiV mit wachsendem
2 N 03 % » » stark positiv } Hydroperoxydzusatz
3 N 03 Y » » desgl. zunehmende Schwichung

Y) Vergl. T. Wagner,

Zeitschr. Unters. Nahrungs- und Genufmittel 8, 378, 1904.

%) Unter einer aktiven Tinktur wird hier und im folgenden eine solche verstanden, die

sich mit einer Peroxydlosung zusammengebracht ohne Hydroperoxydzusatz bliut, unter einer
inaktiven eine solche, bei der unter diesen Verhiltnissen nicht, wohl aber bei Anwesenheit von
Hydroperoxyd die Bliuung eintritt.
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Ein weiterer Versuch war der folgende: Es wurde eine groflie Menge fester
Harzstiicke moglichst fein gepulvert, der eine Teil in méglichst diinner Schicht der
Einwirkung von Licht und Luft ausgesetszt, ein anderer in geschlossenem Gefdll vor
Licht geschiitzt aufbewahrt. Nach einigen Wochen wurden Losungen gleicher Konzen-
tration in der gleichen, in der folgenden Tabelle dargestellten Weise gepriift.

Tabelle II. Unterschied im Verhalten von Guajaktinkturen gegen frische

Milch und Hydroperoxyd, je nachdem sie aus in verschlossenem Gefifle

einige Zeit aufbewahrtem oder aus wihrend der gleichen Zeit dem Licht
und der Luft ausgesetztem Harzpulver bereitet wurden.

Verwendete Milchmenge: 5 ccm.
» Guajaklésung: 10 Tropfen einer 20 °/,igen Lésung.

1. Guajakharzlosung aus 2. Guajakharzlosung aus ,nicht
Zeit der »belichtetem* Harzpulver reagiert belichtetem“ Harzpulver reagiert:
Unt I mit mit mit mit
ULersuchung | ohne HyOp | 1 Tropfen | 1 Tropfen | ohne H,0; | 1 Tropfen | 1 Tropfen
0,3 n/o“HnOn 3,0 O/o_Hzoz 013 “/O—H,O, 3.0 o/o_"HaOa
Sofort n.ach der negativ positiv na(.:h lan‘g(.er negativ stirker schwicher
Bereitung Zeit positiv als 1 als 1
2 Tage nach sehr stidrker schwicher
desgl. desgl. .
der Bereitung schw'/a.ch ose e als 1 als 1 desgl
positiv

Das Ergebnis ist folgendes: Beide Losungen sind zunichst inaktiv, aber sowohl
in dem Grad der Aktivierung als in ihrem Verhalten zu HyO; zeigen sie sich wesent-
lich verschieden. Auch auf diesen Versuch wird noch an anderer Stelle zuriick-
zukommen sein (vergl. S. 73 und 74).

Endlich wurde noch gepriift, ob die Herstellungsweise der Losung Unterschiede
in ihrem Verhalten bedingen kann. Es ergab sich, da8 unter AusschluB von Licht
und Luft bei der Herstellung die gewonnnene Losung sich unter gleichen Bedingungen
der Aufbewahrung langsamer aktiviert.

Tabelle III. Unterschied im Verhalten zweier Guajakharzlgsungen gegen
frische Milch, von denen die eine unter moglichstem Ausschlufl der Ein-
wirkung von Licht und Luft, die andere auf gewohnliche Weise herge-
stellt ist, nach Aufbewahren in verschlossenem Gefil unter gleichen

Bedingungen.

Zieit der Die auf gewshnlichem DIi_? Enter Ausschlufl von
W . . icht und Luft herge-
Untersuchung ?g ber'eltet.e kau_lr stellte Tinktur
reagiert mit frischer Milch reagiert mit frischer Milch
Nach 1 Tag schwach positiv negativ
Nach 6 Tagen stark positiv schwach positiv
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Damit ist festgestellt, daB das Guajakharz schon in fester Form Anderungen
erfahren kann, die das Verhalten seiner Losungen bei der Farbreaktion mit Milch
beeinflussen,

4. Zeitliche Anderungen im Verhalten der Losungen.

Schon Schoénbein und nach ihm Schér haben das verinderliche Verhalten von
Guajaktinkturen gegeniiber Oxydationsfermenten gekannt und beschrieben. Bour-
quelot hat dann, wie erwihnt, vor einigen Jahren die spontane zeitliche Anderung oxy-
dierender Eigenschaften als eine bei vielen verschiedenartigen pharmazeutischen Tinkturen
auftretende Erscheinung gekennzeichnet. Neuerdings haben sich Neumann-Wender?),
Siegfeld, Liebermann und Zink mit dieser Eigenschaft der Guajaktinkturen
befafit, ohne augenscheinlich zu derselben Auffassung i{iber ihre Ursache zu gelangen.
Neumann-Wender und Liebermann gelang es, — dem einen durch Behandeln
der Tinktur mit verdiinnter Siure oder Erhitzen, dem andern durch Eindampfen und
Wiederaufnahme des Riickstandes mit Alkohol — die ,Aktivitit“ der Losung zu
vernichten ; wihrend jedoch Neumann-Wender einerseits zeigte, da Hydroperoxyd
zusatz inaktive Tinktur reaktivierte, andererseits ein Zusatz von aktiver Tinktur zu
einem Gemisch von Oxydationsferment und Chromogen die Farbreaktion ausléste wie
Hydroperoxyd, gelingt es Liebermann nicht in der aktiven Tinktur einen Hydro-
peroxyd #hnlichen oder Hydroperoxyd liefernden Stoff nachzuweisen. Wihrend ferner
Zink die Ansicht auf Grund seiner Versuche vertritt, daf eine Tinktur beliebigen
Alters und unabhiingig vom Losungsmittel durch Hydroperoxyd in gewissem Zusatz
reaktivierbar sei, scheint Siegfeld die Anschauung zu vertreten, dall eine spezifische
Wirkung des Losungsmittels besteht, und dafl bei Tinkturen, die durch Altern ihre
Aktivitdt spontan eingebiiit hatten, letstere durch Hyperoxydzusatz nicht wieder
zu erreichen sei.

Mein Befund ist der folgende: Simtlich von mir bereitete Guajakharzlosungen
zeigen ziemlich unabhéngig vom Lésungsmittel von ihrer Bereitung ab qualitativ das gleiche
zeitliche Verhalten. Sie hatten zunichst eine geringe oder keine Aktivitit, aktivierten
gich allm#hlich bis zu einem Maximum und verloren schliefllich die Aktivitit wieder.
Durch Aufbewahrung im Dunkeln, Verwendung gelber Flaschen, unter gutem Luft-
abschluB wurden diese Anderungen verzogert, mittels Durchleitens von Luft (der
Luftstrom wurde vorher mit Alkoholdampf gesittigt, um Konzentrationsinderungen
moglichst zu vermeiden), durch bloBes Stehen in offenen Gefiflen, besonders bei gleich-
zeitiger Insolation, beschleunigt. Setzte ich die wiisserige, ziemlich weiff gefirbte
Emulsion einer aktiven Guajakharzlgsung dem Lichte aus, so konnte eine spontane
schwache Blduung beobachtet werden. Dasselbe konnte direkt bemerkt werden in
der wenig gelb gefirbten #therischen Harzlosung. Waren aktive Losungen durch
langes Stehen in verschlossenen Gefiflen inaktiv geworden, so konnten sie im allge-
meinen durch Stehenlassen in offenem Becherglas am Licht wieder reaktiviert werden;
jedoch konnte dieser Vorgang nicht unbegrenzt wiederholt werden. Es trat ein Zustand

1) Chem. Zeitung 1902, 1217 u, 1221.
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ein, indem eine Aktivierung nicht mehr méglich war. Immer aber konnte durch
Hydroperoxydzusatz eine Guajaktinktur wieder aktiv gemacht werden.

Stellt man diese Tatsachen mit der von Neumann-Wender und Lieber-
mann iibereinstimmend festgestellten Vernichtbarkeit der Aktivitdt, ferner mit den
Befunden zusammen, die iiber die Verinderung des festen Harzes gemacht wurden,
so ergibt sich, daf in dem Guajakharz spontan zwei Korper unter Einfluf der
atmosphirischen Luft entstehen und wieder verschwinden, nimlich der bei der Peroxydase-
reaktion entstehende blaue Farbstoff und andererseits ein Stoff, der in der Peroxydase-
reaktion durch Hydroperoxyd ersetzbar ist. Wir wissen ferner, da das Chromogen
nicht ginzlich in der Lésung verbraucht wird, und endlich daff in der Peroxydase-
reaktion (bei Gegenwart des Fermentes) wenigstens ein genetischer Zusammenhang
besteht zwischen Hydroperoxyd bezw. den die Aktivitit hervorrufenden Kérper in der
Tinktur und dem blauen Farbstoff. Es entstanden die Fragen: Ist die spontane
Bliuung in der gleichen Weise abhingig von dem ,Peroxyd“ und laBt sich also in der
aktiven Losung ein Stoff von dem Charakter des Hydroperoxydes nachweisen?
Beide Fragen sind zu bejahen, und zwar erstere auf Grund folgender Befunde:

1. Nur solche dtherische Losungen zeigten im Licht spontane Bliuung, die sich
mit Milch ohne Hydroperoxydzusatz bliuten.

2. Gofl man geringe Mengen verschiedener Tinkturen auf ascharmes Filtrier-
papier (von Schleicher und Schiill) und lieB die Losungen darauf eintrocknen, so
trat bei stark aktiven Losungen in kurzer Zeit starke Bliuung ein, die durch Hydro-
peroxydzusatz sich noch weiter beschleunigen lieB8, bei inaktiven, aber noch aktivier-
baren Loésungen trat sie zwar auch allmihlich, aber viel langsamer auf, bei nicht mehr
aktivierbaren Lésungen in nur verschwindender Weise. Durch Hydroperoxyd konnte
aber wieder eine Bliuung, wenn auch nur schwach, bewirkt werden.

Dies erkliart sich wiederum aus der vielfach festgestellten Unbestiindigkeit des
blauen Farbstoffes, von der Richter zeigte, daB sie in einer Riickverwandlung des
Blaus in die a-Guajakonsiure besteht.

Ob diese Riickverwandlung des Guajakblaus in das farblose Chromogen eine
quantitative ist, wie Richter beim Erhitzen des Farbstoffes gefunden zu haben glaubt,
ist fiir diesen Fall fraglich, da durch Hydroperoxyd tatsichlich die Blauungsintensitit
der noch nicht ,gealterten“ Tinktur nicht wieder zu erzielen ist, was dafiir sprechen
wiirde, dal Chromogen unwiederbringlich zerstort ist. Auch bei der Peroxydasereaktion
gibt eine ganz frische Tinktur unter den optimalen Bedingungen der Peroxydkonzentration
(s. spiiter) eine intensivere Blduung entsprechend einem hoheren Chromogengehalt als eine
alte. Die Entbliuung bei der Peroxydasereaktion selbst besteht sicherlich nicht nur in einer
Riickverwandlung in das Chromogen, wie ein sehr einfacher Versuch lehrt. Setzt man
zu der vollstindig entbliuten Milch-Guajaktinkturmischung eine Hydroperoxydlésung,
80 tritt keineswegs erneute Bliuung in der alten Stirke ein, sondern diese erfolgt erst,
wenn neue Guajaktinktur zugefiigt wird. — Beachtenswert ist die Bestéindigkeit der
Bliuung, wenn man diese durch Eintrocknen von einer Lésung auf Filtrierpapier
erzeugt.
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3. Es miissen die Ergebnisse der Versuche in Tabelle II dahin gedeutet werden,
dal mit der spontanen Bliuung des Pulvers ein Verlust an dem autoxydablen Stoff
eingetreten ist.

Zur Beantwortung der zweiten Frage konnte im Gegensatz zu dem Befund von Leo
Liebermann festgestellt werden, dafl die aktive Tinktur einen peroxydartigen Kérper
enthélt. Nachstehende Tabelle enthélt die charakteristischen Versuche:

Tabelle Ila.

1. Eine 4#therische Guajakharzldsung, die durch frische Milch ohne Hydroperoxyd-
zusatz gebliut wird, enthdlt nachweislich einen peroxydartigen Korper.

2. Durch Belichtung nimmt mit steigender Aktivitit der Losung die Menge des peroxyd-
artigen Stoffes zu.

Atherische Losung Wisserige Ausschiittelung der
reagiert mit atherischen Losung reagiert mit
frischer Milch Titansdure Frischer Milch +

p-Phenylendiamin

Vor der Belichtung | schwach positiv schwach sehr schwach
Nach der Belichtung | stiérker positiv stirker etwas stirker

Tabelle IIIb.

Bei der Einwirkung zerstreuten Tageslichts auf dtherische Guajakharzlésung beobachtet
man eine spontane Bliuung, die allmihlich wieder verschwindet. Die blduliche Lésung
zeigt den groften Gehalt an dem peroxydartigen Korper.

. . Wisserige Ausschiittelung der Atherlosung
Atherische . -
1 . reagiert mit
osung ist erscheint X Diastase -
gefirbt Titanséure p.-Phenylen-
diamin
I. Nach 14.tﬁg1gem Aufbe- gelblich farblos sehr sc.h'wach sehr scfh.wach
wahren im Dunkeln positiv positiv
IL nach 3 tagiger E-Iller- bldulich farblos stark positiv positiv
kung vom Tageslicht
III. nach 14tigiger Einwir- . . schwicher ses
1blict 1blich ositiv
kung vom Tageslicht getbhch geibhe positiv P

Die wisserigen Ausschiittelungen von II und III entfirbten geringe Mengen von Per-
manganat augenblicklich, die Ausschiittelung von II gab auch die Chromséurereaktion.

Die wiisserige Ausschiittelung einer aktiven itherischen Tinktur zeigt also die
charakteristischen Reaktionen des Hydroperoxyd. Ob diese Reaktionen einem organischen
in das Wasser iibergehenden Peroxyd oder dem durch etwaige Hydrolyse entstandenen
Hydroperoxyd zukommen®), bleibt dahin gestellt, betont sei jedenfalls, dal sowohl hier
als bei der iiblichen Ausfilhrung der Peroxydasereaktion die Moglichkeit einer solchen
Hydrolyse vorhanden scheint.

Y Vergl. C. Engler u. I. Weissberg, Kritische Studien iuber die Vorginge der Aut
oxydation 1904, S, 40 f.: Fall ITa und IIb, Bildung sekundiren Peroxyds durch partielle oder
vollstindige Verseifung,
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Fassen wir die beobachteten Tatsachen mit den Befunden der anderen Autoren,
so weit sie bestitigt werden konnten, zusammen, so verhdlt sich das Guajakharz so,
als wenn sich drei aneinander ,gekoppelte’* Reaktionen in ihm abspielten. Ein
autoxydabler Stoff geht unter der Wirkung von Licht und Luft in ein Peroxyd iiber,
das wiederum die e-Guajakonsdure zu dem blauen Farbstoff oxydiert!), der endlich
in ein farbloses Produkt sich verwandelt. Der Vorgang II wird durch gewisse Kata-
lysatoren beschleunigt und ergibt so die bekannte Farbreaktion.

Wire diese Auffassung richtig, so miiite Vermehrung der Konzentration eines
der wirksamen Stoffe, z. B. des Hydroperoxyds, die Reaktion beschleunigen. Dies
ist nun nach den Versuchen Zinks nicht in unbeschrinktem MaBle der Fall, der
feststellen konnte, dal gewisse Mengen Hydroperoxyd die Farbreaktion hemmen,
grofere sie sogar aufheben konnen. Aus diesem Grunde geschah es wohl, dafl
gewisse Autoren®) die Verwendung des Hydroperoxyds verwerfen und einen Zusatz
aktiven Terpentinéls®) empfehlen.

5. Wirkung des Peroxyds auf die Peroxydase.

Die im folgenden beschriebenen Versuche zeigen nun, dafl unbeschadet der
oben dem Hydroperoxyd zugeschriebenen Rolle eine Wirkung des Hydroperoxyds
auf die Peroxydase in dem Sinne vorliegt, dafl ihre Peroxydase-Funktion geschwiicht
wird. Die Annahme dieser Tatsache geniigt, um s#mtliche fiir die Reaktion in Frage
kommenden Erscheinungen zu erkliren.

Fiahrt man namlich die Mischungsreaktion derart aus, daf man zu konstanter
Peroxydase-(Milch)-Menge und konstanter Guajakmenge unter Verwendung verschieden-
artiger Losungen von 0 an wachsende Mengen Hydroperoxyds hinzufiigt, so ergeben
sich die folgenden charakteristischen Fille:

Nr. 1 Inaktive Tinktur ohne Hydroperoxyd: Keine Bliuung.

Nr. 2 Schwach aktive Tinktur ohne Hydroperoxyd: Momentane, rasch verschwindende
schwache Blduung.

Nr. 3 Stark aktive Tinktur ohne Hydroperoxyd: Fast momentane, langsamer ver-
schwindende starke Bliuung.

Bei Zusatz von Hydroperaxyd:

Nr. 4 Beliebige aktive Tinktur mit sehr wenig Hydroperoxyd: Beschleunigung der
Bldauung, stirkste Bliuung intensiver als ohne Hydroperoxyd.

) Vgl hierzu Englers und Weisshergs zitierte Schrift, S. 40. — E. Bauer (Zeitschr.
f. angew. Chemie 1902, Heft 8) betont, daB grundsitzlich dem Peroxyd kein hsheres Oxydations-
potential zukommen kann, als dem Sauerstoff der Luft, falls es sich bei dem Oxydationsvorgang
in den autoxydablen Stoff zuriickverwandelte, mithin nur Unterschiede in den Reaktionsge-
schwindigkeiten den ,,Umweg® erkliaren, daB hingegen intermedidre Bildung von Hydroperoxyd
hei Gegenwart von Feuchtigkeit eine Erklirung in anderer Weise gestatten (vgl. 8. 57). Es ist
aber eben ein anderer Zerfall des Peroxyds méglich, der eine ErhShung des Oxydationspotentials
ermoglicht, und dies ist der wahrscheinlichere Fall, da tatsichlich der autoxydable Stoff ja nicht
wieder regeneriert wird.

“) 8. Carcano, Liebermann a. a. O.

%) Uber die Bezichungen des in diesem Stoff enthaltenen Peroxyds zu H,0,, vgl. Engler,
Ber. 81, 3046; 83, 1090,




— 75 —

Nr. 5 Dieselbe Tinktur mit etwas mehr Hydroperoxyd: Beginnende Verzogerung der
Blduung. Stirkste Bliuung intensiver als Nr. 4.

Nr. 6 Dieselbe Tinktur mit noch mehr Hydroperoxyd: Weitere Verzogerung. Das
Maximum von Nr. 5 wird nicht mehr erreicht.

Nr. 7 Dieselbe Tinktur mit noch gréfierem Hydroperoxydzusatz: Anderung in dem-
selben Sinne wie bei 6.

2

Nr. 8 Dieselbe Tinktur mit weiterer Vermehrung des Hydroperoxyds: Die Bliuung

tritt innerhalb mehrerer Stunden nicht mehr ein.

War die Erklarung dieses Verhaltens tatsichlich in einer Nebenreaktion
zwischen Peroxydase und Peroxyd zu suchen, so muflte es unabhiingig sein von
anderen Bestandteilen der Milch. Die in der folgenden Tabelle dargestellte Unter-
suchung von Milchsera verschiedener Darstellungsweise!) bestiitigt diese Vermutung.

Tabelle IV. Vergleich des Verhaltens von Milch und den aus einem
Teil derselben Milchprobe bereiteten Sera bei Zusatz wechselnder Mengen
Hydroperoxyd gegen Guajakharzlésung.

Angewandte Milch- bezw. Serummenge: 10 ccm,

» Tinkturmenge: 20 Tropfen einer 20 %,igen aktiven Losung.
» Hydroperoxydlssung: 0,3 °, ig.
Die Zahlen bedeuten die Anzahl der zugesetzten Tropfen Hydroperoxydlsung.

Die Zeichen <, > bedeuten, daB die auf der Seite der Winkelsffnung stehende Tropfen-
zahl die intensivere Reaktion bewirkt hat.

Vollmilch.
10<5<38<2>1

Serum der Kochsalzfillung.
3<2<1>0

Serum der Essigsiurefillung.
3<2>1>0

Die in der weiteren Tabelle folgende Untersuchung von Diastaselésung  sollte
Fragen nach zwei Richtungen beantworten. Einmal sollte der Befund dariiber Auf-
schluf geben, ob auch eine Peroxydase pflanulichen Ursprungs das gleiche Verhalten
zeige, andererseits mufite, falls ein analoges Verhalten von Serum und Diastaselosung fest-
zustellen war, die Unabhéngigkeit der Erscheinung von den aus dem Serum noch
nicht entfernten Salzen und Zuckerarten an Wahrscheinlichkeit gewinnen. Der
zuerst ausgefiihrte Vergleich einer Diastaseldsung beliebiger Konzentration mit Voll-
milch ergab zuniichst eine auffallende Unempfindlichkeit der Diastaseldsung gegen
H30s. So fand ich, dal bei konstanter Menge und Konzentration der Diastaselosung
(5 ccm) und konstantem Tinkturzusatz (10 Tropfen) eine Schwichung der Blauung
erst bei einem Zusatz von 6 Tropfen einer 3%igen Hydroperoxydlosung bemerkbar
wurde; bei Milch hingegen war die Schwiichung bereits bei 1 Tropfen 3 %,-Hydroperoxyds
auflerordentlich stark.

") Uber die Bereitungsweise dieser Losungen und ihr Verhalten s. S. 94f, ferner 8. 96f.
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Tabelle Va. Vergleich des Verhaltens von Vollmilch und einer wisse-
rigen Diastaselésung bei Zusatz wechselnder Mengen Hydroperoxyd gegen
Guajakharzl6sung.

Angewandte Menge Milch: 10 ccm,

» » Diastaselésung: 10 ccm.
Tinkturmenge: 20 Tropfen einer 20 °,igen aktiven Lésung.

Diastase reagiert Milch reagiert
Unter Unter
Zusatz von Zusatz von
2 Tropfen Ohne merkliche Schwi- [ 1 Tropfen Nach langer Zeit
chung stark positiv 3%, H,O0, schwach positiv
. it beginnender 2 Tropfen i
6 m sehr stark positiv
" Schwichung 0,3 9, H,0, P

Nach der oben gegebenen Erklirung mufite aber auch die Enzymmenge von
Einflu sein und konnte der quantitative Unterschied im Verhalten darin seine Er-
klirung finden. Die in dieser Richtung angestellten Versuche enthalten die folgenden
Tabellen. Das Ergebnis ist folgendes: Durch Verdiinnen der Diastaselosung erhilt man
ein Reagens, das fast dasselbe Verhalten wie Milch zeigt. Andererseits konnte fest-
gestellt werden, dafl Verdiinnung der Milch eine grifere Empfindlichkeit gegen Hydro-
peroxyd zur Folge hat.

Tabelle Vb. Abhingigkeit der Hydroperoxydempfindlichkeit der Farb-
reaktion von der Konzentration der Diastaselésung. (Die Diastase nihert
sich mit wachsender Verdinnung in ihrem Verhalten der Milch.)

Mengenverhiltnisse: vergl. vorige Tabellen.
Erklirung der Zeichen: vergl. Tab. IV (die Prozentzahlen hinter den Tropfenzahlen be-
deuten die Konzentration der Hydroperoxydlésung).
Diastaseldsung in der Verdtinnung 1 : 10,
8(3%) 22@3% <1@8%) >203%.
Diastaselbsung in der Verdtinnung 1: 100:
83 @B% <1@3%<2(0,89% >1 (03°%).

Tabelle Ve. Vergleich des Verhaltens von Vollmilch und Diastaselésung
(1:100) bei Zusatz wechselnder Mengen Hydroperoxyd gegen Guajak-
harzlésung.

Milch:

1.(3%) <5 03% <1(03°,).

Diastase:

1.3%) <5(0,3%) <1(0,3°,).

Tabelle Vd. Abhiéngigkeit der Hyroperoxydempfindlichkeit der Per
oxydasereaktion in Milch von der Verdiinnung (Zunahme mit der
Verdiinnung).

Mengenverhiltnisse: vergl. vorige Tabellen.
Vollmileh: Gewisserte Milch (1:2).
2 (03 %) <1 (03%) > 6 (0,03%) 6 (0,03 9,) <4 (0,03%,) > 2 (0,03 %,).
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Zu einer weiteren experimentell leicht priifbaren Folgerung aus der oben ge-
machten Annahme fiihrte die folgende Uberlegung: War die Verzogerung der Reaktion
bei groBerem Hydroperoxydzusatz durch eine merkbar werdende Nebenreaktion zwischen
Peroxydase und Peroxyd veranlaBt, so konnte die Menge der zugesetzten Tinktur
wohl auf die absolute Intensitéit der Bliuung, nicht aber auf die Menge Hydroper-
oxyd von EinfluB sein, die bei konstanter Peroxydase-(Milch)-Menge die intensivste
Reaktion gab. Der Versuch bestitigt dies, wie die folgende Versuchsreihe zeigt.

Tabelle VI. Die Hydroperoxydempfindlichkeit der Farbreaktion ist bei
Verwendung inaktiver Tinktur und konstanter Fermentmenge in gewissen
Grenzen unabhingig von der Menge der zugesetzten Tinktur.

Angewandte Diastasemenge: 1: 100 (10 cem).

Menge der zugesetzten inaktiven Guajaktinktur
Hydroperoxydzusatz
5 Tropfen ‘ 10 Tropfen . 20 Tropfen
2 Tropfen 0,3 %—H,0, schwicher schwiicher schwiicher
1 Tropfen 3,0 %—H,0, stiarker stdrker stiarker

Dagegen mufite die Vorgeschichte der Guajaktinktur insofern von Einfluf auf
die letztgenannte GroBe sein, als damit sich der Peroxydgehalt der Tinktur ver-
schieden erwies — vorausgesetzt, dal wirk- l
lich das Hydroperoxyd vollstindig die é
Stelle des organischen Peroxyds bezw. 3
seines hydrolytischen Spaltungsproduktes ~

.
5

einnehmen konnte —, und zwar in dem l}

Sinn, daB die peroxydhaltigen Tinkturen ':

sich empfindlicher erweisen mufBten als ézzl’;{’;/j”a;@% ZZ/IZL j{; %:‘
die inaktiven. Dies bestitigen die fol- T ydroperoaytansats —
genden Versuche (Tabelle VII, Seite 78), Fig. 1.

unabhiingig davon, welches Losungsmittel fiir das Harz und welche Peroxydase ver-
wendet wurde.

Dieselbe Betrachtung gilt natiirlich fiir die Tinkturen, die aus Harz bereitet sind,
in denen verschiedener Gehalt an autoxydablem Stoff bezw. Peroxyd von vornherein
anzunehmen ist. Hierzu liefern die in Tabelle I und II niedergelegten Versuche eine
Bestéitigung, wie sie andererseits auch nun ihre vollstindige Erklirung erhalten. Bei
den in Tabelle I untersuchten Tinkturen ist der Sachverhalt offenbar der folgende:
Das kiufliche Pulver hat durch lingeres Aufbewahren in diesem Zustand den griften
Teil seiner autoxydablen Substanz durch Oxydation verloren. Es enthilt zur Zeit
der Bereitung der Tinktur eine grofere Menge Peroxyd, welches die Tinktur von
vornherein aktiv macht. Nach acht Tagen ist dieses Peroxyd verbraucht, ohne da@
wesentliche Mengen nachgebildet werden konnten. Die aus festen Harzstiicken be-
reitete Losung enthilt zunichst kein Peroxyd, aber noch betriichtliche Mengen aut-
oxydabler Substanz, was sich aus der starken zeitlichen Aktivierung ergibt. Der Hydro-
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Tabelle VII'). EinfluB der Vorgeschichte der Guajakharzlésungen auf
die Hydroperoxydempfindlichkeit der mit ihnen angestellten Farbreaktion.

a) Vergleich der in Tabelle I verwandten Tinkturen.

A = Tinktur aus durch Licht und Luft gebliutem Pulver. Es hat infolgedessen einen
gewissen Teil der oxydablen Substanz verloren. Die Losung wird also nach einer hestimmten
Zeit (2 Tage) weniger Peroxyd gebildet haben als

B = Tinktur aus unverindertem Harzpulver.

Angewandte Milchmenge: 5 ccm.

Tinkturmenge: 10 Tropfen einer 20 °,igen Lésung.

”»

Hydroperoxydzusatz Vergleich der.' Reaktionen Bemerkung
ergibt:
Ohne Zusatz Nur Tinktur B ist schwach
aktiv
3 Tropfen 0,08 %,—H,0, A<B
5 » 0,03 ’,—H,0, A<B
8 » 0,08 %,—H,0, A= B¥
1 N 0,3 %—H,0, A= B¥ B kommt spdter zum Maximum
A erreicht die Stiarke der vorher-
2 N 0,3 °/,—H,0, A>B gehenden Reaktion auch nach
5 " 0,3 ",—H,0, A>RB langer Zeit nicht. Die Unter-
1 ” 3,0 °%,—H,0, A>B [schiede zwischen A und B wer-
den immer deutlicher.
2 » 3,0 °,—H,0, die Reaktionen sind kaum mehr merklich

b) Vergleich einer von der Bereitung ab im Dunkeln mit einer von der
Bereitung ab im zerstreuten Tageslicht aufbewahrten Tinktur.
L. = Tinktur, von ihrer Bereitung im Tageslicht in einer Tropfflasche aus weiflem Glas
aufbewahrt.
D = dieselbe Tinktur, von ihrer Bereitung ab im Dunkeln in einer Tropfflasche aus
gelbem Glas aufbewahrt.
Angewandte Peroxydasel6sung: 5 ccm.

» Tinkturmenge: 10 Tropfen einer 20 ,igen Lésung.

Vergleich der Losungen ca. 2 Tage nach der Bereitung ergibt gepriift mit:
Vollmilch einer Diastaselésung
Hydroperoxydzusatz Reaktion Hydroperoxydzusatz Reaktion
Ohne H,0, L>D Ohne H,0, L>D
2 Tropfen 0,03 %,—H,0, L>D 3 Tropfen 0,3—H,0, L>D
1 » 0,3 %, —H,04 L>D 5 » 0,3—H.,0, D>L
2 » 0,3 %,—H,0, D>L

) Zur Erklirung dieser und der folgenden Tabelle diene Figur 1 (Seite 77).

Kurve A u. B stellen das Verhalten der untersuchten Tinkturen beider Peroxydasereaktion
verglichen durch die Stirke der auftretenden Bliuung unter variablem Hydroperoxydzusatz dar.

1 u. 4 sind beispielsweise Versuche, in denen die Reaktionen bei gleichem Hydroper-
oxydzusatz verschieden ausfallen. 2 u. 3 liegen dem Kurvenschnittpunkt, d. h. dem einer Hydro-
peroxydkonzentration eutsprechenden Punkte, bei dem sich die verschiedenen Tinkturen gleich
verhalten miissen, so nahe, daB der Unterschied in der Intensitit der Reaktionen nicht beobachtbar
ist. Hierdurch erkliren sich Beobachtungen wie die in Tabelle VIIa u. ¢ mit *) versehenen.
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¢) Vergleich zweier Tinkturen, die sich nur durch ihr Alter unterscheiden.

A = stark aktive, mehrere Wochen alte Tinktur.
N = schwach aktive, wenige Tage alte Tinktur.

Hydroperoxydzusatz: Vergleich der Reaktionen mit Vollmileh ergiht.
Ohne H,0, A>N
1 Tropfen 0,3 % iges H,O, A>N
2 ” 0y3 O/Oiges Hloﬂ A= N')
5 » 0,3 “/,,iges H,0, A = N#®)
2 » 3,0 % iges HyO, AL<N
5 » 8,0 %),iges H,0, ALN

peroxydzusatz, welcher hier ndtig ist, um die optimalen Reaktionsbedingungen su er-
geben, ist niedriger als bei der Tinktur aus kéuflichem Pulver, bei dem das organische
Peroxyd ginzlich verschwunden scheint. Bei den in Tabelle II bezw. VIIa unter-
suchten Tinkturen liegen die Verhiltnisse analog.

Endlich war zu erwarten, daBl der Einflul des Hydroperoxyds auch zu beobachten
sein miisse bei anderen Peroxydase-Reaktionen, z. B. der von Storch untersuchten. Wie
die Versuche lehren, lifit sich auch hier eine mittlere Hydroperoxydkonzentration
ermitteln, bei der die Reaktion am stirksten eintritt, was auf eine Nebenreaktion
schlieBen laBt. Verdinnung der Milch hat eine gleiche Steigerung der Empfindlich-
keit gegen Hydroperoxyd zur Folge, wie sie bei der Guajakreaktion beobachtet wurde.

Tabelle VIII. Hydroperoxdempfindlichkeit der Storchschen Reaktion.
Die Empfindlichkeit wichst mit steigender Verdiinnung der Peroxydase-
lésung (Milch).

Verwandte Milchmenge: 5 cem.

2 Tropfen einer 2 % igen wisserigen p-Phenylendiaminchlorhydratlésung?).
Zur Erklirung der Zeichen vgl. Tab. IV.

Vollmileh:
503% <1 @®0°% >2(30% > 5 (30°%).
Verdiinnte Mileh 1:2.
303% <8 08% >130% > 2 (3,0°%)
Verdiinnte Milch 1:5.
1(03°%) <2 (©08°%) > 4©0,3%) >5(03°) >1@30°%.

Qualitativ erscheinen die Ergebnisse insofern geindert, als wir es hier mit
einem bestindigen Farbstoff zu tun haben. Vorgiinge also, die seine Bildungs-
geschwindigkeit herabsetzen, werden hier weniger in die Erscheinung treten. Fiir die
quantitativen Unterschiede muB in Riicksicht gezogen werden, dal die Reaktion mit
gréBerer Geschwindigkeit und groBerer Farbintensitét verlduft, so da Unterschiede
nur ziemlich betrichtlicher Art zur Beobachtung gelangen.

Die angefilhrten Versuche bestitigen also die eingangs gemachte Annahme.
Die nachfolgende schematisch-graphische Darstelling der Vorginge in einem Koordi-

') Es ist zu beachten, daB bei dieser Reaktion die Menge des zugesetzten p-Phenylendia-
mins die Reaktion etwas anders beeinflubt als die Menge der zugesetzten Guajaktinktur. Dies
ist wahrscheinlich bedingt durch die saure Reaktion des Chlorhydrates.
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natensystem mit der Zeit als Abszisse und Bliuungsintensitit als Ordinate moge das
in Versuchen dargestellte Ergebnis noch einmal zusammenfassen und veranschaulichen.

Die Kurvenschar I gibt die Anderung des Reaktionsverlaufs einer Reaktion mit
Folgereaktion, dargestellt durch die zeitliche Konzentrationsinderung des Zwischen-
produktes fiir den Fall wieder, daB die aktive Masse des einen Bestandteils der
ersten Reaktion vermehrt wird.

Eine Betrachtung der Beeinflussung der einzelnen Reaktionen ergibt fiir
diesen TFall, daB die Bildungsgeschwindigkeit des Zwischenprodukts zunehmen
mufB, und dafl die bei Ge-
schwindigkeitsgleichheit
von Reaktion und Folge-
reaktion erreichte Kon-
zentration desselben stin-
dig zunimmt, d. h. die
linken Aste der Kurven
werden steiler, dieMaxima
werden hoher und riicken
nach links auseinander.

Fir den Verlauf
des 2. Teils der Reaktion
ergibt sich, dal der Vor-
gang bei den einzelnen Reaktionen nur anfinglich verschieden sein wird, indem nimlich
die in summa beobachtete Zersetzungsgeschwindigkeit des Zwischenproduktes zuniichst
um so grofer sein wird, je groBer die Anfangskonzentration der variablen Kompo-

nente ist. In ihrem spiiteren Verlauf werden die Kurven asymptotisch ineinander
ibergehen.

Betrachten wir den weiteren Fall der Anderung der Geschwindigkeit der ersten
Reaktion durch einen Katalysatorzusatz in wechselnder Menge, so erhellt wieder aus
der Betrachtung der Einzelreaktionen, dal ein wesentlich anderes Bild im Verlauf
der Kurven sich nicht ergibt.

Kombinieren wir nun die beiden Einfliisse derart, daB8 wir den Fall annehmen,
daB durch Vermehrung der einen Komponente der ersten Reaktion eine Schwiichung
des dieselbe Reaktion beschleunigenden Katalysators veranlaBt wiirde! Es ergibt dann
eine der obigen analoge Betrachtung, daB die rechten Aste der Kurven, welche den
nun beobachteten Reaktionsverlauf in dem gleichen Koordinatensystem darstellen
wiirden, ihre Lage zu denen gleicher Hydroperoxydkonzentration von der Kurvenschar I
nicht wesentlich anders einnehmen wiirden als eine Anderung der Katalysatormenge
bedingen wiirde. Weiter aber fordert der antagonistische Einfluf der Vermehrung
der einen Komponente einerseits, der eine Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit
zur Folge hat, und der Verminderung der Katalysatormenge andererseits, der eine
Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit bedingt, daB eine mittlere Konzentration
der variabeln Komponente bestehen muf, bei der die beobachtete Bildungsge-
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schwindigkeit des Zwischenproduktes am groften ist, mithin die linken Aste der
Kurven ihre grofite Steilheit erreicht haben. '

Eine weitere Uberlegung unter Beriicksichtigung des bisher Besprochenen er-
gibt endlich, daB auch die maximale Konzentration des Zwischenprodukts in ent-
gegengesetztem Sinne beeinfluit werden mufi; d.h. es mufl auch hier eine mittlere
Konzentration der variablen Komponente bestehen, bei der das Zwischenprodukt eine
maximale Konzentration erreicht. Uber die relative Lage der beiden besprochenen
Maxima 148t sich a priori nichts aussagen. Die der Hydroperoxydkonzentration 2
entsprechende Kurve kann z. B. die Lage b oder b haben. Die Kurvenschar a, b, ¢,
wie die a b’ ¢ entspricht den gemachten Forderungen.

Vergleichen wir hingegen diese Darstellungen mit den Ergebnissen des Ver-
suchs, so erhellt, dafl nur die Kurvenschar a, b, ¢ die Erscheinungen richtig wieder-
gibt. Der Versuch zeigte ja (vgl. S. 74—75), daB die stirksten Bliuungen, also die
hochsten Konzentrationen des Zwischenproduktes, erst dann erreicht werden, wenn die
Blivungsgeschwindigkeit schon eine Verzégerung erlitten hat. In der Kurvenschar II
haben wir algo ein den Tatsachen adiquates Bild.

IV. Versuche betr. die Eigenschaften der Peroxydase
der Kuhmilch im besonderen.

a) Die Hydroperoxydempfindlichkeit.

Der weitere Verfolg der Frage, in welcher W{eise man sich die schidigende
Wirkung des Hydroperoxyds auf die Peroxydase zu denken habe, mufite zu der all-
gemeineren nach den Eigenschaften der Peroxydase iiberhaupt, und besonders nach
etwaiger Beziehung zwischen Hyperoxyd und Peroxydase aufBierhalb der Peroxydase-
reaktion fiihren. Hierzu ist zu bemerken, daf eine lingst bekannte und ziemlich
eingehend untersuchte Tatsache dabei zu beriicksichtigen war. Die Milch besitat
néimlich aufler der Peroxydaseeigenschaft noch die Fiahigkeit, Hydroperoxyd katalytisch
in Wasser und Sauerstoff zu zerlegen, eine Beobachtung, die zur Annahme eines
weiteren Fermentes, dessen anderweitige weite Verbreitung schon lingst bekannt war,
filhrte, wie eingangs dargestellt ist. Von besonderem Interesse ferner fiir unsere Be-
obachtungen ist, daB man auf Grund reaktionskinetischer!) Messung eine Hemmung
auch dieser Funktion durch das Hydroperoxyd anzunehmen genétigt wird. Ferner hat
die Praxis der Farbreaktionen ergeben, dal die Peroxydase bei niederer Temperatur
sich sehr trige zeigt, wihrend andere Untersuchungen die geringe Abhingigkeit der
Katalasefunktion von der Temperatur ergeben hatten.

Die allgemeinste Annahme, daB es sich bei der Hemmung der Peroxydase in
der Peroxydasereaktion um einen Vorgang folgenden Schemas handle:

Ferment 4 Hydroperoxyd = inaktives Ferment
fiihrte zu der folgenden Uberlegung: War bei dieser Reaktion eine Wirkung der be-
kanntlich temperaturempfindlichen Peroxydase im Spiel, so war zu erwarten, dal} mit
einer Temperaturinderung auch eine geringere oder stirkere Beeinflussung der hypo-

Y Vergl. Faitelowitsz, a. a. O.; E. Reiss, a. a. O.
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thetischen Reaktion mit Hydroperoxyd zu erwarten sei. Dies bestitigte sich nun in
der Tat.

Versetzt man nimlich Milch mit Hydroperoxyd in einer Menge, die die fiir
einen guten Ausfall der Peroxydasereaktion erforderliche um ein geringes iibersteigt, 146t sie
bei Zimmertemperatur oder Eisschranktemperatur (3°) stehen und untersucht von Zeit zu
Zeit ihr Verhalten bei der Peroxydasereaktion, so ergibt sich, daf} sie die Farbreaktionen
fast ungeschwicht innerhalb vieler Stunden weiter zeigt, erhitz2t man jedoch die Milch
mit dieser geringen Menge Hydroperoxyd (1—2 Tropfen 3%,iges Hydroperoxyd auf
50 cem frischer Milch)?!) einige Zeit (10—20 Minuten) auf 50° so hat die Milch die
Fihigkeit verloren, die Peroxydasereaktion zu geben. Dieser Verlust ist ein dauernder,
denn selbst nach 9tigiger Aufbewahrung im Eisschrank (es gelang in einem Fall die
Milch so lange ohne Siuerung und wesentliche Geschmacksinderung zu erhalten)
zeigte die Milch die gleiche negative Eigenschaft.

Dieser Befund hat nicht nur eine theoretische, eine iiber die Beziehung zwischen
Peroxyd und Milchferment Einblick gewihrende Bedeutung, sondern sie erschien auch
von praktischem Wert, indem durch eine derartige Behandlung der Milch eine
Pasteurisierung vorgetduscht werden konnte, da die wichtigsten fiir deren Erkennung
dem Nahrungsmittelchemiker zur Verfiigung stehenden Reaktionen hier versagen. Es
schien daher ratsam, zuniichst diese praktische Seite der Frage zu behandeln.

Zunéichst ist erwihnenswert, daB die so behandelte Milch einen Kochgeschmack
nicht angenommen hat. Auch lift sich das Hydroperoxyd nur manchmal unmittelbar
nach der Behandlung, spiiterhin, wenn die Milch einige Zeit gestanden hat, iberhaupt
nicht mehr nachweisen, weder durch chemische Ermittlungsverfahren noch durch den
Geschmack. Was die Haltbarkeit dieser Milch anbetrifft, so habe ich mich mit
wenigen Versuchen darliber begniigt, denn die Literatur, welche an das Buddesche
Patent ankniipft®), zeigt genugsam, daB man héhere Temperaturen und weitaus
grofere Mengen Hydroperoxyd anwenden muf, um die Pasteurisierung bezw. Hitze-
sterilisierung zu ersetzen. Der folgende Versuch mag zeigen, daB durch die be-
schriebene Behandlung fiir die Haltbarkeit der Milch wenig oder nichts gewonnen ist:

100 cem frischer normaler Vollmileh wurden mit einigen Tropfen 3%, igem
Hydroperoxyd 30 Minuten auf 50° erwérmt, danach schnell auf Zimmertemperatur
abgekiihlt und bei dieser Temperatur ca. 36" im verschlossenen GefiB8 belassen. Die
Milch war nach dieser Zeit ungenieSbar geworden, wahrend die nur durch Erhitzung
behandelte vollkommen frisch erschien.

Durch Andern von Temperatur, Erhitzungsdauer und Menge des Hydroperoxd-
zusatzes versuchte ich die Grenze festzustellen, innerhalb derer die beschriebene Ver-
inderung der Milch eintritt. Es zeigte sich, daB, wie das ja auch aus den Bestimmungen
der Vernichtung der Fermente durch reine Temperaturwirkung hervorgeht, genaue
Grenzen nicht aufzustellen sind. Hier kommt hinzu, daB auch der Hydroperoxyd-
zusatz, der unter im @ibrigen konstanten Bedingungen die Vernichtung der Peroxydase

) Es ist das die geringe Menge von ca. 0,004 g H,0, auf 100 ccm Milch.
*) Vergl. vor allem H. Chick, Zentralbl. Bakt. II, 7, 795, 1901; Gottstein, Virchows
Arch., 188, 295, 1893,
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bewirkt, nicht bei jeder Milchprobe genau der gleiche ist. Die vorhin angegebenen
Konzentrations- und Temperaturbedingungen geniigen aber stets die Peroxydasefunktion
aufzuheben. Durch Erhohung der Temperatur 146t sich die Erhitzungsdauer stark
So geniigen bei 65° mehrere Minuten, um die oben beschriebene Wirkung
Bei niedrigerer Temperatur (40°) muf die Erhitzungsdauer schon auf
eine Stunde verlingert werden, um die Peroxydase zu vernichten. Die Ergebnisse
sind jedoch wegen der spontanen und bakteriellen Veréinderungen der Milch bei
diesen niedrigen Temperaturen unkontrollierbar. Erhohung des Hydroperoxydzusatzes
ist auf die Vernichtungsgeschwindigkeit von geringem EinfluB, geht man aber im
Zusatz unter ca. 1 Tropfen 3%iges H2Os auf 50 cem Milch, so mufl man bis zu der
Vernichtungstemperatur des Fermentes durch reine Warmewirkung gehen, um die Ver-
nichtung vollstindig herbeizufiihren.
Besonders wichtig erschien es nun,

herabsetzen.
zZu erzeugen.

das Verhalten der anderen bekannten
Reagentien auf ,gekochte“ Milch gegen derartig behandelte Milch zu priifen.

Tabelle IX. Beinflussung der Schardingerschen Reaktion bei einer Vor-
behandlung frischer Vollmilch mit wenig Hydroperoxyd in der Wairme.
a) Kurze Erhitzungsdauer.

Hohe Temperatur.

Die eiskalte Milch erhilt einen Zusatz von Hydroperoxyd und wird sofort auf die ange-
gegehene Temperatur angewirmt (Zusatz: 2 Tropfen 8 proz. H,0, auf 50 cem Vollmileh).

Die Milch reagiert:

Ohne H,0, Mit H,0,
PY FM?Y) P FM
Vor der Erwirmung |stark positiv 6'% stark positiv 15’
Nach der Erwirmung auf
65°%) positiv 17’ negativ 29
70° positiv 19° ” 31’ (22"
5 Keine
700 5’ schwach 3
positiv’ 3 " FEntfirbung
70°10' ” 65’ » »
7501’ schwach 46’ » 1h 35’
5’ 8 hwac 57, "
® sehr schwach . PTh , ]innorhalb 2 h
’ ) innerhalb 2 h  keine Auf.
75° 10 negativ keine Auf- ’ ] hellung
hellung
80¢ sehr schwach 1Y, b » 2h

) FM = Reaktion mit der Formalin-Methylenblaumischung unter den von Schardinger

angegebenen Versuchsbedingungen,
anderes angegeben, negativ.

P = Storchsche Peroxydase-Reaktion.

*) Diese Zahlen geben die Zeit in Minuten, die his zur vélligen Entfirbung erforderlich sind.
") Die Temperaturangaben bedeuten, daB die Milch eben auf die angegebene Temperatur

gebracht und dann abgekiihlt

wurde.

Die Reaktion mit Methylenblaulésung verliuft, wenn nichts

o0*
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b) Lingere Erhitzungsdauer.
Niedere Temperaturen.
Die Milch reagiert mit:

Vor der Erwirmung FM P

Ohne Hydroperoxydzusatz 16’ stark positiv

Nach Hydroperoxydzusatz (3 °,):

Nach Erwirmung auf 45° M P

wiihrend 1 Tropfen | 5 Tropfen 1 Tropfen 5 Tropfen

positiv positiv
negativ negativ

»

10’ — —
30" - —
1h _ - »
2, h 35’ 19’ » »
4 bt 39’ 18’
) Nach eintigigem Aufbewahren dieser Milchproben bei 3°:

FM 87’ bezw. 16",

Die Milch reagiert mit:

FM P
Nach Erwidrmung auf §50° )
wihrend nach Hydroperoxydzusatz (3 %)
1 Tropfen | 5 Tropfen | 1 Tropfen 5 Tropfen
10° — — SChV.W_‘Ch gehrschwach
positiv
kaum .
20’ 24 16’ negativ
merklich &
60’ 24Y,' 17 negativ »
5, h 30' 20’ » »

Nach Erwirmung auf 65° Nach Hydroperoxydzusatz (3°%)

wihrend 1 Tropfen 1 Tropfen
15’ 321,’ negativ
40 ! - »
50’ 1'/2 h ”
8h keine Entfarbung »

Beziiglich des Schardingerschen Reagenzes schien es erforderlich, zuniichst festzu-
stellen, ob etwa schon bei der Temperatur der Reaktion kleine Mengen von Hydro-
peroxyd den Verlauf der Methylenblauentfirbung beeinfluiten. Der Versuch bestitigte dies
tatsiichlich. Die Entbliuungsgeschwindigkeit wird bei Gegenwart von HsO; verlangsamt.

Geht man nun zu einer Vorbehandlung der Milch tiber, die eine Vernichtung
der Peroxydase bewirkt, so ergibt sich, daB zwar, wie bei den vorigen Versuchen,
die Entblauungsgeschwindigkeit unter Einhaltung der von Schardinger angegebenen
Versuchsbedingungen herabgesetzt, nicht jedoch die Reaktion tiberhaupt aufgehoben wird.
Allerdings muB man die Beobachtungszeiten iiber die von Schardinger angegebenen
wesentlich ausdehnen, um dies zu erkennen, wie Versuche zeigen (vorstehende Tabelle IX).
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Der Ausfall der Reaktion von Rubner wird hingegen durch die Vorbehandlung
der Milch in der Warme mit Hydroperoxyd in keinerlei Weise beeinfluft, wie aus
den folgenden Versuchsreihen hervorgeht.

Tabelle X. Priifung der Reaktion von Rubner an der mit Hydroperoxyd
in der Wiarme behandelten Milch.

A enthilt auf 100 cem 2—3 Tropfen 39,igen Hydroperoxyds.
B enthalt kein Hydroperoxyd.

Nach Erwiarmung auf 45° A reagiert mit B reagiert mit

wihrend RY P R P

20 Fiallung wie B |sehr schwach| starke Fillung positiv
90 ,2) ” negativ ” »

Nach Erwirmung auf 50 °
wihrend:

20’ » » starke Fillung positiv
90 » » » ,

Nach Erwirmung auf 70°
withrend :

8’ - » - »
30’ starke Fillung - wie A geschwiichit
60’ geringereFillung - » -
120’ » - ”» -
4h — —

» »

Nach Erwirmung auf 75°
wihrend :

10’ Fallung negativ » negativ
30’ Triibung — Triitbung —
60'?) negativ — negativ -

Neben der Bedeutung fiir die Praxis, die dieses Ergebnis hat und auf die
am Schlufl der Untersuchung zuriickzukommen ist, ergibt sich aus den vorigen
Versuchen, dafl die Wirkung des Hydroperoxyds auf die Peroxydase eine ganz
gpezifische zu sein scheint, da es weder als allgemeines Fermentgift noch etwa
als die 1dslichen Eiweifistoffe der Milch iberhaupt verindernd zu betrachten ist. Hs
bleibt nur noch ein Zusammenhang mit den katalytischen Eigenschaften der Milch
moglich. Hieriiber liegen nun schon einige Versuche, angestellt an Pflanzenfermenten
von A. Bach, R. Chodat? und F. Neuhaus®) vor. Thnen gelang es, Priparate

1) R = Rubners Reaktion, ausgefithrt mit dem Filtrat der Kochsalzfillung.

2) Das Verhalten dieser Milch hat sich nach 18 stiind. Stehen im Eisschrank nicht verdndert.

*) Das Verhalten dieser Milch hat sich nach mehrtigigem Stehen im Eisschrank nicht
geindert.

Y a a O,

*) Rep. Chem. Zeitg., 1906, 96.
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mit reiner Katalase- bezw. Peroxydasefunktion zu erhalten, die sich beiderseits als
hydroperoxydempfindlich erwiesen. Diese Hydroperoxydempfindlichkeit der Katalase
wurde auch durch Zusatz von Peroxydase nicht gedindert. In einem solchen syn-
thetischen Gemisch iiben die beiden Fermente nebeneinander ihre Funktionen aus.

In unserem Fall driingt sich zunichst die Frage auf, ob es berechtigt ist, die
katalytische Funktion der Milch in derselben Weise zu behandeln wie die oxydierende,
d. h. als die eines toten Fermentes. Die GesetzmiBigkeiten, die Faitelowitz, Reill
u. a. fiir das katalytische Verhalten der Milch beobachteten, die Isolierungsversuche
von Raudnitz sprechen dafiir. Hingegen ist ebenfalls unzweifelhaft festgestellt, daf
in der Milch Bakterien wachsen, die bei ihrer Lebenstitigkeit Hydroperoxyd katalytisch
zersetzen'), und Seligmann glaubte in seinen neuesten Arbeiten die katalysierende
Eigenschaft der Milch in ihrer Gesamtheit dieser Wirkung zuschreiben zu miissen.
Dafl wirklich eine solche Ursache in die Erscheinung treten kann, zeigt der folgende
Versuch, in dem erwiesen wird, dafl das bloBe Altern der Milch ohne merkliche
Anderungen im Geschmack, in der Aziditit, Peroxydaseeigenschaft und im Verhalten
gegeniiber dem Schardingerschen Reagens, die Intensitit der katalytischen Wirkung
ganz betriichtlich steigern kann.

Tabelle XI. EinfluB des Alterns der Milch auf die Geschwindigkeit der
Hydroperoxydzersetzung.

I. 25 cem Mileh werden mit Y, ccm 30 °%,- Hydroperoxyd im Thermostaten bei 13° geschiittelt
und der entwickelte Sauerstoff gemessen.
a) Frische Milch entwickelt in 56 Minuten 11,9 ccm Sauerstoft.

b) Dieselbe Milch nach 1tdgigem Stehen im Eisschrank?) entwickelt in 55 Minuten 29,95 ccm
Sauerstoff.

IL. 50 ccm Milch werden mit 1 cem 30 %,-Hydroperoxyd im Thermostaten bei 13,5° geschiittelt
und der entwickelte Sauerstoff gemessen.
a) Frische Milch entwickelt in 80 Minuten 11,65 cecm Sauerstoff.

b) Dieselbe Milch nach 1 tidgigem Stehen im Eisschrank®) entwickelt in 30 Minuten 47,40 ccm
Sauerstoff,

Auch scheint die folgende zufillig gemachte Beobachtung fiir obige Annahme zu
sprechen: Versetzt man frische Milch bei ca. 40° mit gewissen Mengen Hydroperoxyd,
die Milch unter normalen Bedingungen zu zersetzen vermag, so hért die Zersetzung
bald auf, indem die Katalase offenbar unter diesen Bedingungen starke Schwichung
oder Vernichtung erleidet, nach einiger Zeit aber setzt die Zersetzung wieder stark ein,
nachdem die Milch Gelegenheit gehabt hatte, sich an der Luft bei der Probeentnahme
zu infizieren. Gleichzeitig verdarb die Milch (vergl. Tabelle XIII).

Andererseits lassen sich Tatsachen anfiihren, die mit einer reinen Bakterien-
wirkung recht schwer vereinbar scheinen.

1) J. S8arthou, Bull. soc. pharm., Bordeaux 1905.

) Mit dem Reagens von Schardinger verhilt sich diese Milch noch normal: FM:15
M : negativ.

3) Die Milch ist von normaler Beschaffenheit.



—_ 87 —

1. Die Hydroperoxydkatalyse durch frische Milch findet bei 3° aulerordentlich
lebhaft statt, bei einer Temperatur also, bei der andere bakterielle Wirkungen in der
Milch, wie bekannt, auBerordentlich gehemmt sind (vergl. Tab. XIII).

2. Meine Versuche bestiitigen die mehrfach festgestellte Tatsache, dall ein be-
stimmtes Volumen Vollmilch eine ziemlich konstante Menge Hydroperoxyd zersetzt,
und fiigen den Befund hinzu, da8 es gleichgiiltig fiir das Ergebnis ist, ob das Hydro-
peroxyd in kleinen Mengen nacheinander oder auf einmal zugegeben wird (vergl
Tab. XIIT).

3. Es gelang mir nicht, durch Versetzen von gekochter (enzymfreier, Hydro-
peroxyd nicht zersetzender) Milch mit roher (bakterienhaltiger, Hydroperoxyd in nor-
maler Weise zersetzender) und Stehenlassen der Mischungen wiihrend 24 ® bei 3° und
Zimmertemperatur, Bedingungen, unter denen starke Hydroperoxydzersetzung bei
normaler Milch, mithin Lebenstétigkeit und Vermehrung der Bakterien statthaben
miiite, danach bemerkenswerte Hydroperoxydzersetzung in solcher Milch zu be-
obachten.

Tabelle XII. Versuch durch Versetzen gekochter Milch mit geringen

Mengen roher Mileh Katalase und Peroxydase wieder darin zu erzeugen.

a.

Von einem Quantum frischer, roher Milch werden einige 100 ccm im siedendem Wasser-
bad Y b erhitzt. Nach dem Abkithlen davon 2 mal je 100 ccm in 2 von 8 auf die gleiche Art
steril. Kélbchen gebracht. Eines dieser Kolbchen wird darauf noch mit 1 cem roher Milch ver-
setzt. In das dritte Kélbchen werden 100 ccm von der noch iibrigen rohen Mileh gebracht und
alle 3 Kolbchen einen Tag bei Eisschranktemperatur verschlossen stehen gelagsen. Darauf wird

auf Katalase und Peroxydase gepriift.

Rohe Milch reagiert | Erhitzte Milch reagiert Er?xitzte und mit rf)her
] . Milch versetzte Milch
mwit mit .
reagiert
Titanséure | © -Pl'len)-'I- Titansture | ¥ 'P}.len}.’l- Titansdure p~PI.1en)il-
endiamin endiamin endiamin
Nach 1tégiger Aufbewah- — positiv - negativ - negativ
rung im Eisschrank. Ohne
Hydroperoxyd
Nach Versetzen mit 7 ccm
39,igem Hydroperoxyd
und Aufbewahren bei 3°
withrend
4 Tage positiv » positiv » positiv
[ Tage sehr ” » ” ” p ”
schwach
8 Tage negativ » » » » »
10 Tage ” » » (nover- » » »
mindert)
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b.
Zur Versuchsanordnung vergleiche I, Anstatt 100 kommen nur 75 ccm zur Anwendung,
Dem einen Kélbchen werden 5 ccm roher Milch zugesetzt und die beiden mit gekochter Milch
beschickten Kolbchen 1 Tag bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der Hydroperoxydzusatz
erfolgt in kleineren Mengen, um eine Giftwirkung méglichst herabzusetzen. Das Koélbchen mit
roher Milch wird wihrend des einen Tages bei Eisschranktemperatur aufbewahrt.

: . Erhitzte und mit
Rohe Milch Erhitzte Milch
. ' . r 1.z 1, roher Milch versetzte
reagiert mit reagiert mit Milch reagiert mit
Titan- | p-Phenyl- Titan- |p-Phenyl-| Titan- | p-Phenyl-
giure |endiamin giure |endiamin| siiure | endiamin
Nach 1liiigigem — positiv || Nach 1 tigigem —_— negativ — negativ
Aufbewahren im Aufbewahren bei
Eisschrank ohne Zimmertempera-
Hydroperoxyd tur ohne Hydro-
Nach Zusatz von | negativ — peroxyd
1Y, cem H;0, u Nach Zusatz von | stark - stark ”
Aufbewahren bei 1% cem H,0, u. | positiv positiv
3¢ wihrend Aufbewahren bei
1 Tages 8° wihrend
Nach weiterem ” —_ 1 Tages
Zusatz von 1 ccm Weitere Aufbe- _ - -
H,0, und Aufbe- wahrung wih- alh.nahhche Abnahu}.e
wahren wibrend rend 1 Tages geringe Ab- etwas Stalt-
1T ohne Zusatz nahme, aber ker als bei
ages . Nach der alei immer deut- der Ver-
Nach der glei- » - ach der glel- 1l he Reak-| suchsanord- -
chen Behandlung chen Behandlung tion nung 2
» » —_ ” - -
» gchwach — » positiv - schwach —
positiv positiv
Ohne Zusatz ” sehr Nach weiteren ” negativ » negativ
nach weiteren 3 schwach 3 Tagen
Tagen positiv

Halten wir diese Tatsachen mit den Befunden anderer Autoren zusammen, so

liit sich schlieBen, dall die bakterielle Ursache fiir die Hydroperoxydkatalyse zum
mindestens eine untergeordnete ist, und dal man mithin berechtigt ist, Erfahrungen,
die man beziiglich dieser Eigenschaft an frischer oder — soweit erkennbar — unveriinderter
Milch macht, als Eigenschaften der Katalase anzusehen. Die Verwendung von
Konservierungsmitteln habe ich hier absichtlich vermieden?).

Zur Methodik der Versuche ist noch das folgende zu sagen. Man hat vielfach
zur Messung der katalytischen Kraft einer organischen Fermentlosung die Menge des
mit einem bestimmten Volum Fermentlosung aus Hydroperoxyd entwickelbaren Sauer-
stoffs bestimmt. Man erkennt leicht, dafl eine solche Messung nur den Zweck erreicht,
wenn gewitse Voraussetzungen fiir den Zusammenhang zwischen Zerstorbarkeit des
Fermentes und der Hydroperoxydkatalyse zutreffen, ein wirkliches Mafl fiir die
Fermentstéirke liegt nur in der Reaktionsgeschwindigkeit der Katalyse.

Ich begniigte mich, durch einmaligen oder wiederholten Zusatz bestimmter

) Vergl. hiertiber dieVersuche von E. ReiB8 (a.a.0.) und Stoklasa (Arch. Hyg. 50, 165, 1905).



Mengen Hydroperoxyd zu einem bestimmten Volum der zu priifenden Milch und
durch Priifung solcher Milch auf ihren Gehalt an Hydroperoxyd in zweckmifligen
zeitlichen Abstéinden eine Schiitzung ihrer katalytischen Wirkung zu erreichen. Ich
benutzte die Anderung der Intensitiit der Titanséurereaktion in der Milch, um vergleichs-
weise die Anderung im Gehalt an Hydroperoxyd festzustellen). Verschwand z. B.
die Titansidurereaktion in der zu priifenden Milch, die mit einer bestimmten Menge
Hydroperoxyd versetzt war, bei derselben Temperatur in derselben Zeit wie in frischer
roher Milch, so wurde angenommen, daf die Katalase unveréindert sei, ging die
Intengitit der Titansiurereaktion langsamer zuriick oder konnte die Reaktion nur bei
Zusatz einer kleineren Menge Hydroperoxyd in der gleichen Zeit zum Verschwinden ge-
bracht werden, so wurde eine Abnahme der Katalasewirkung vermutet, blieb endlich die
Intensitét der Titansiurereaktion auch bei sehr geringem Hydroperoxydzusatz unverédndert,
go fithrte dies zur Annahme des Fehlens der Katalase. Die Priifung auf Peroxydase
mulite bei Anwesenheit groflerer Mengen Hydroperoxyd natirlich immer mit der gegen
letzteres wenig empfindlichen Storchschen Reaktion angestellt werden.

Die folgenden Tabellen geben Einzelheiten iiber Versuchsanordnung und Ergeb-
nis der Versuche.

Die grofle Empfindlichkeit der Milchperoxydase gegen Hydroperoxyd in der
Wirme scheint bei niederen Temperaturen (38°) fast zu verschwinden, indem die
Milch groBe Mengen Hydroperoxyd bis zur Erschopfung der Katalase zu zersetzen
vermag, ohne dafl eine Vernichtung der Peroxydase eintritt. Allerdings tritt, wie aus
Tabelle XIII hervorgeht, eine Schwichung im Verlauf einiger Tage auffallender Weise
dann ein, wenn das Hydroperoxyd in kleinen Konzentrationen allmdhlich der Milch
zugefiigt wird. Dafl diese Schwichung im wesentlichen in einer Wirkung des Hydro-
peroxyds auf die Peroxydase zu suchen sei, scheint deshalb sehr unwahrscheinlich,
als sie ja gerade, wie die Versuche zeigen, bei groflen Hydroperoxydkonzentrationen
unmerklich wird. P. Adam?®) fand tbrigens, da die Milch beim Altern spontan
ihre Peroxydaseeigenschaften verliert, und ich beobachtete, dafi Milch, welche bis zur
Erschopfung der Katalase mit Hydroperoxyd behandelt war, ohne eine Schwichung der
Peroxydase zu zeigen, beim weiteren Stehen allmihlich jetzt die Peroxydase verlor.
Bei Zimmertemperatur konnte die Wirkung des Hydroperoxyds auf Katalase und
Peroxydase nur bei hohen Hydroperoxydkonzentrationen untersucht werden, denn
nur so konnte die Milch wihrend der Versuchsdauer hinsichtlich ihres Geschmackes,
Geruches und ihrer Aziditit normal erhalten werden®). Die katalytische Kraft ist hier
noch anscheinend ungéschwécht, hingegen macht sich jetzt alsbald eine Schwiichung
der Peroxydase bemerkbar, die in kurzer Zeit zu ihrer Vernichtung fithrt. Nimmt
man die Katalyse endlich bei 85° und 45° vor, so vermag die Milch einerseits nur
wenig Hydroperoxyd zu zerlegen, andererseits ist die Peroxydase bei 35° schon nach
einem Tag vernichtet.

Y Vergl. Amberg, Journ. of biolog. chem. 1,129, Utz, Milch, und Centralbl. 1, 175 1905.
Der Nachweis von H,0, in der Milch.

%) Bull. S8oc. Chim. [3], 36, 247, 1906.

%) Bei kleineren Mengen Hydroperoxyd wird das Bakterienwachstum nicht geniigend ge-
hemmt und die Milch verdirbt schnell.
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Tabelle XIII.
Verhalten der Peroxydase und Katalase in der Milch unter der Kin-
wirkung gréBerer Mengen Hydroperoxyd bei Eisschranktemperatur.

Die Hydroperoxyd- Peroazydas_e Katalase Angaben iiber den sonstigen Zustand
konzentration wird (gepriift mit (geprift mit der Milch
. p-Phenylen- [ = Geschmack
niedrig gehalten diamin) Titansidure) FM M usw.
50ccm Milch werden mit 1ccm kraftig H,0, zersetzt 30’ negativ ohne merk-
H,0, (3 %,) versetzt und ge- positiv liche Ver-
priift nach 24 Stunden dnderung
60 ccm Milch werden mit ” ” » ” »
2nal 1 cem H,0,') versetzt und
gepriift nach 48 Stunden
50 ccm Mileh werden mit schwach ” ” » »
3mal 1 ccm H,0, versetzt und positiv
gepriift nach 72 Stunden
50 ccm Milch werden mit [sehr schwach » ” " »
4 mal 1 ccm H,0, versetzt und positiv
geprift nach 96 Stunden
Dieselbe Milch wird mit noch » Enthidlt noch N » Dumpfig,
1 ccm Hy0, versetzt und ge- Hydroperoxyd Metall-
priift nach 4 Tagen (die Milch hat geschmack?)
also annihernd
0,15 g Hydro-
Die Hydroperoxyd- peroxyd zersetat))
konzentration ist
anfangs hoch
50cem Mileh werden mit 2 ccm positiv | H,0, zersetat 53’ negativ ohne merk-
H,0, versetzt und gepriift nach liche Ande-
4 Tagen rung
Dieselbe Milch mit weiteren " ,, — — —_
2 cem Hydroperoxyd versetzt
und gepriift nach 2 Tagen
Dieselbe Milch ohne weiteren » " negativ negativ dumpfig, sonst
Hydroperoxydzusatz gepriift scheinbar un-
nach weiteren 4 Tagen verindert
50 ccm Mileh mit 4 cem H,0, ” N 60’ » ohne merk-
versetzt und gepriift nach 4 liche Ande-
Tagen rung
Dieselbe Milch mit weiteren » Enth. noch — — -
2 ccm Hydroperoxyd versetzt gréfere Men-
und gepriift nach 2 Tagen gen Hydro-
peroxyd
Dieselbe Milch ohne weiteren » desgl. (Die negativ negativ Hydro-
Hydroperoxydzusatz gepriift Milch hatalso peroxyd-
nach weiteren 4 Tagen annidhernd Geschmack
0,16 g H,0,
zersetzt)

Y) Der zweite ccem H,0, wird 24 h nach dem Zusatz des ersten zugesetzt, der dritte in der
ndchsten Probe nach weiteren 24 h u, s. f,

*) H. Chick, Zentralbl. f, Bakt. II 7,

705, 1901 fand, daf noch Hydroperoxyd in der Ver-

diiunung 1: 1000 in der Milch durch den Geschmack deutlich erkennbar sei,
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Verhalten der Peroxydase und Katalase in der Milch unter Einwirkung
groferer Mengen Hydroperoxyd bei Zimmertemperatur, 85 ° und 45°,

Nach Auf 100 ccm Milch reagieren nach Zusatz von 10 ccm H,0, und Aufbewahrung bei
bewahrung .
im Thermo- 45° 35° Zimmertemperatur 30
staten
Za- Zu- Zu- Zu-
; T! P. T. P. T. P. T. P.
wihrend ) stand stand stand stand
I Tag stark | nega- | — |stark | kaum | — lschwach|positiv| nor- |schwach|positiv| nor-
positiv| tiv positiy|merklich positiv mal mal
2 Tage |unver-| — lunver-| nega-| — sehr [sehr Be-) sehr ” »
andert #ndert| tiv schwach |*ChWacht schwach
3 Ab- ” ver- » » — | nega- | sehr ? nega- » .
nahime dorben tiv |schwach tiv
5 nega- » — " ” — — sehr |sauer| — |schwach|
tiv schwach
positiv
6 » - ” - ” ”» ver- - » - —_ sehr ”
dorben schwach

) T = Titansiurereaktion.

Es ergibt sich also, daB die Hydroperoxydempfindlichkeit der Peroxydase wie
diejenige der Katalage mit der Temperatur zunimmt, was berechtigt, diese Hemmungs-
bezw. Vernichtungserscheinungen in beiden Fillen auf die gleiche Ursache, das Ein-
treten einer Zwischenreaktion, zuriickzufithren. Die eigentiimlich grofle Steigerung der
Empfindlichkeit der Peroxydase durch die Temperatur wird jedoch bei der Katalase
in demselben Mafle nicht wiedergefunden. Milch néimlich, die durch die beschriebene
Behandlung mit wenig Hydroperoxyd in der Wirme die Peroxydase vollig ver-
loren hat, vermag nunmehr bei Eisschranktemperatur betrichtliche Mengen Hydro-
peroxyd zu zerlegen, ein Zeichen, dafl noch gréfiere Mengen unangegriffener Katalase
vorhanden sind. Dall eine gewisse Schwiichung zu beobachten ist, welche sich durch
reine Temperaturwirkung nicht erklirt, steht mit den oben erwihnten Versuchen im
Einklang. Einwirkung héherer Temperaturen und groBerer Hydroperoxydmengen scheint

aber auch die Katalase in kurzer Zeit zu vernichten, wie der Versuch ergab (s.
Tabelle XIV 8. 92).

Bemerkenswert ist nun fiir die Beurteilung der behandelten Frage das Verhalten
der Filtrate von Kasein und Fett, die man erhilt, wenn man Milch mit Magnesiumsulfat
oder Kochsalz siittigt oder mit etwas Essigsiiure behandelt und von dem entstehenden
Koagulum abfiliriert. Diese Filtrate sollen hier und im folgenden der Kiirze halber
Sera genannt werden (vergl. auch Versuche Tabelle IV), obgleich wohl eigentlich
nar dem Tonzellenfiltrat der unverinderten Milch diese Bezeichnung mit einem
gewissen groflerem Rechte zukommt. Die Sera haben nidmlich, worauf spiter aus-
filhrlicher zuriickzukommen ist, die Peroxydaseeigenschaft ungeschwiicht erhalten,
wihrend die katalytische Kigenschaft praktisch vollsténdig verschwunden ist. Die
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Tabelle XIV. Verschiedene Beeinflussung von Katalase und Peroxydase
bei Erwirmung von Milech mit geringen Mengen Hydroperoxyd.

. %00 igcmd}}/ﬁ_lch m[}to 100 ccm Milch ohne { 100 cem Mileh ohne
ropfen 3 % igem H,0, ’ 0 er. : d ot
60" auf 5O ¢ erwirmt H,0, 60 al‘lf 50 er Erwédrmung und o 1ne
reagieren mit wiarmt reagieren mit Zusatz reagieren mit
-Phenylen- -Phenylen- -Phenylen-
Titansiure P K y Titansdure P . y Titansiure P L
diamin diamin diamin
Nach 1tdgigem Stehen| negativ negativ negativ positiv negativ positiv
mit 1 cem 3 %igen
H,0; bei 3°
Nach 1tidgigem Stehen sehr » sehr schwach » schwach
mit weiteren 2 ccm | schwach schwach positiv positiv
H,;0, bei 8° positiv positiv
Nach 1tigigem Stehen| positiv » schwach — — —
mit 4 ¢cm HyOp bei 8° positiv
Nach weiterem 1tdgi-| schwach » negativ — — —
gen Stehen ohne H,0,-| positiv
Zugsatz

Hydroperoxydempfindlichkeit der Peroxydase ist aber hier noch fast grofler ge-
worden. So geniigte bei mit Hydroperoxyd behandeltem!) , Kochsalzserum‘ ein Er-
wirmen auf 50° wihrend 1 Minute, bei dem , Essigsiureserum die gleiche Tem-
und Erwirmungsdauer, nach Neutralisierung eine Erwidrmungsdauer von
5 Minuten bei der gleichen Temperatur, um die Peroxydase zu vernichten. Be-
achtenswert ist, da8 die Vernichtungstemperatur der Peroxydase in diesen Ldsungen

fiir reine Temperaturwirkung nicht wesentlich anders liegt als bei Vollmileh. Damit

peratur

scheint ein weiterer Beweis erbracht, daf die Hydroperoxydempfindlichkeit der Per-
oxydase der Milch in keinem direkten Zusammenhang steht mit ihrer Katalase-
eigenschaft.

Diese Versuche sind weiterhin insofern interessant, als das Arbeiten mit den
teilweise ganz, teilweise annihernd klaren Losungen jetst gewisse Triibungs- und
Fillungserscheinungen, die der Vernichtung der Peroxydase einhergehen und bei
bloler Temperaturwirkung keineswegs auftreten, beobachtbar macht. Es liegt nahe,
diese Erscheinungen mit der Vernichtung der Peroxydase in Zusammenhang zu bringen
und zu vermuten, daf unter der Einwirkung des Hydroperoxyds eine schwerldsliche
(denaturierte) Modifikation der Peroxydase entsteht, deren Bildung durch Temperatur-
erhohung wesentlich beschleunigt wird.

b) Versuche betr. die Fermentnatur der Peroxydase.

Legen wir uns schlieflich die Frage vor, ob es berechtigt ist, was bisher still-
schweigend geschehen ist, die Peroxydasefunktion der Milch als Wirkung eines Fer-
mentes zu betrachten, so kénnen wir, falls wir diesen Begriff dem des Ostwald-

') 2 Tropfen 3%iges Hydroperoxyd auf 50 ccm Serum.
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schen Katalysators subsummieren, dies zunichst nur mit einer gewissen Einschréinkung
behaupten: Es liegen bislang noch keine Versuche vor iiber die Mengenverhéltnisse,
die zwischen oxydierbarem Stoff und Ferment bestehen®), und es ist sehr wohl mog-
lich, daB das Ferment bei der Reaktion im stéchiometrischen Verhiltnis verbraucht
wird, ohne in die Brutto-Gleichung der ins Auge gefaften Reaktion einzugehen (Kata-
lysatorhemmung durch Nebenreaktion). (Vgl. Engler und Weilberg.)®) Weiter be-
steht die Frage, ob man ,Induktoren’‘ (R. Luther)®) als Fermente bezeichnen darf,
und ob wir es in diesem besonderen Falle mit einem Induktionsvorgang zu tun haben.
An physiologischer Wichtigkeit wiirden die Fermente als solche sicherlich verlieren.

Praktisch wichtiger erscheint die Frage, ob wir es mit einer Funktion der
Milch zu tun haben, die von ihrer Bakterienflora als unabhingig betrachtet werden
darf. So weit mir die Literatur zur Verfiigung steht, scheint dies nie be-
zweifelt worden zu sein und sogar die Spezialfrage, ob man das Ferment als ein
Stoffwechselprodukt bakterieller Titigkeit aufzufassen habe analog den toxischen
Stoffwechselprodukten der pathogenen Kleinwesen, scheint durch den Nachweis der
Peroxydasereaktion in ,,aseptisch gewonnener Kuhmilch und bakterienfreier Frauen-
milch erledigt zu sein.

Immerhin schien es wertvoll, nach den bakteriologischen Befunden Selig-
manns?) iiber die Katalase, die, wie Schénbein schon anzunehmen geneigt war
und was mit den vorausgegangenen Versuchen keineswegs im Widerspruch steht,
vielleicht doch in funktioneller Beziehung zur Peroxydase steht, dieser Frage noch
einmal n&her zu treten.

Meine Versuche gingen dahin, die Milch oder ihre aktiven Bestandteile in Zu-
stinde iiberzufithren, in denen eine bakterielle Lebenstitigkeit unwahrscheinlich oder
ausgeschlossen war.

Zunichst befreite ich die Milch von Kasein- und Fettballast. Schon Dupouy?),
Storch®), Raudnitz?), Kolle®), Weber?), Spolverini!®), Zink!), Rullmann'®),
Marfan!®), Gillet!¥), Breteau®) haben auf diese Weise die Milch auf die Per-

) Von A. Bach und R. Chodat sind solche an Pflanzenfermenten angestellt worden.
Sie fanden, daf bei der Peroxydaseaktivierung die Peroxydase vom Hydroperoxyd im kon-
stanten Verhi#iltnis verbraucht wurde. (Oxydation v. Pyrogallol bezw. HJ.)

2) Kritische Studien tiber die Vorginge der Autoxydation. Braunschweig 1904.

) Vgl. N. 8chilow, Zeitschr. phys. Chemie 1903. 42, 641 u. R. Luther u. N. Schilow
1903, 46, 777.

49 a. a. O.

) Révue intern. scient. et popul. de falsif. des denrées alim. 10, 126.

%) a. a. O.

) a. a. O.

®) Pharm. Post. 36, 741, 1903.

%) a. a. O.

19y Arch. d. méd. des enfants 4, 705, 1901.

1 a. a. 0,

M g, a, O.

1) Hypothése sur le role des zymases du lait. — Jahrh. f. Tiersch. 1902, 1030.

9y Journ de Physiol. et Path. 1902, 439.

') Journ. Pharm. Chim. 7, 1898.
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oxydase untersucht, jedoch mit verschiedenem Ergebnis. Weber isi der Ansicht,
daB weder die Milch noch die Molke aktive Eigenschaften besile. Dupouy und
Storch finden das Serum der Essigsiurefillung inaktiv, das Raudnitz, Zink und
Breteau reaktionsfihig erkliren, Storch das Serum der Magnesiumsulfatfdllung

aktiv, Raudnitz dasselbe inaktiv.

Ich fand, dal die Guajakreaktion im Serum ungeachtet, ob es durch H'-Ionen-
zusatz, durch freiwillige Gerinnung oder durch Kochsalzfillung hergestellt war, schnell
und anndhernd in derselben Stérke wie bei unveréinderter Milch auftrat. Die Storch-
sche Reaktion hingegen erwies sich auBerordentlich empfindlich gegen H'-Ionen der
art, daf schon durch die geringe Menge Siure die durch den Zusatz des kéuflichen
verdiinnten Hydroperoxyds und des schwach sauer reagierenden Chlorhydrats des Para-
phenylendiamins in das Reaktionsgemisch gelangte, die Farbreaktion beeintrichtigt
wurde. In der Vollmilch waren diese geringen SiHuremengen offenbar durch das
amphotere Kasein bezw. die Phosphate der Milch beseitigt worden.

Setzte man zu dem Serum der Kochsalzfillung (das Serum der MgSO,-Fillung
verhilt sich ganz analog) vor der Reaktion soviel einer verdiinnten NagCOs-Losung,
da nach Zusatz von Hydroperoxyd und dem Chromogen eine neutrale Losung ent-
stand, so trat die Peroxydasereaktion mit derselben Intensitit ein wie bei frischer
Milech. Im Serum freiwillig geronnener oder dem durch Zusatz geringer Mengen
Essigsiure gewonnenen blieb sie ganz aus und trat erst bei sorgfiltiger Neutrali-
sierung in der oben angegebenen Weise auf. Eigentiimlich war es, dafl es hier und
auch in den mit dialysiertem Serum?) vorgenommenen Versuchen nie gelang, die mit
frischer Milch beobachtete Farbnuance zu erhalten. Fiihrte man namlich die Reaktion
in der sorgfiltig neutralisierten Losung aus, so ging die Firbung wihrend der Re-
aktion aus einem schénen Griin iiber Blau in ein dunkles Rotviolett iiber. Es ist
das wahrscheinlichste, daB diese Farbinderung durch wihrend der Reaktion ein-
tretende Anderung der Aziditit veranlaBt ist. Fiihrt man die Reaktion in alkalischer
Losung aus, so erhilt man eine prachtvolle rote Firbung. Alleinige Konzentrations-
iinderung veranlaBte iibrigens die vorhin beschriebenen Farbenwechsel nicht.

Die Priiffung auf die Wirkung antiseptischer Mittel geschah nun so, daf die
auf dem tblichen Wege, aber so rasch als moglich gewonnenen Sera — es
kamen auch ihre Dialysate zur Verwendung — mit Thymol und Chloroform?®) in
auf die oben beschriebene Art vorbereitete Kélbchen gebracht und diese verschlossen
bei Zimmertemperatur und im Eisschrank (3°) aufbewahrt wurden. Von Zeit zu
Zeit wurden Proben zur Untersuchung entnommen. Gleichzeitiy wurde das Ver-
halten der Sera ohne Zusatz der Konservierungsmittel gepriift. Uber Einzelheiten
geben die nachfolgenden Tabellen Aufschluf:

"} Siehe Seite 95.
) Vel. E. Buchner, Die Zymasegirung.
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Tabelle XV. Uber die Haltbarkeit der Peroxydase im Milchserum.

1. Essigsédureserum.
Je 30 ccm des Filtrates der Essigsiurefillung in frischer Mileh wurden mit einigen
Tropfen einer 15%igen alkohol. Thymollssung bezw. mit einigen Tropfen Chloroform ver-
setzt und im verschlossenen Gefifl bei Zimmertemperatur aufbewahrt.
Beide Losungen zeigen nach 10 Tagen noch die Guajakreaktion ungeschwicht. Die
mit Chloroform behandelte Losung ist noch nach 5 Wochen aktiv. Desgleichen eine im
Eisschrank aufbewahrte Losung ohne Zusatz von Konservierungsmittel.

II. Dialysiertes Serum der Kochsalzfillung.

Je 30 ccm des Serums werden mit Thymolzusatz (s. o0.) bezw. ohne einen solchen
bei Zimmertemperatur aufbewahrt.

Nach 7 Tagen zeigt die thymolfreie Probe die Peroxydasereaktion nur noch ganz
schwach. Nach einigen Tagen verschwand letztere ganz. Die thymolhaltige Probe zeigt noch
nach 45 Tagen die Peroxydasereaktion ungeschwicht.

III. Serum der Kochsalzfillung (undialysiert).
Bei Zimmertemperatur verlor es die Peroxydase nach 8—10 Tagen.

Bei Aufbewahrung im Eisschrank und geschlossenen Gefd#fi hielt sich die Lésung
monatelang aktiv.

Es ergibt sich also, daB der Zusatz von antiseptischen Mitteln, aber auch schon
blofle Temperaturerniedrigung oder hoher Kochsalzgehalt die Haltbarkeit der Per-
oxydaselosung sehr wesentlich erhoht, und daf erstere die Reaktion in keiner Weise
ungiinstig beeinflussen, dafl aber immer dann, wenn infolge von Veréinderungen (Geruch,
Triibungen) eine bakterielle Infektion des Serums (wie sie durch Luftinfektion nach
Verfliichtigung der Konservierungsmittel méglich wurde) angenommen werden mufte,
die Peroxydase alshald beeintrichtigt bezw. vernichtet wird.

Auch das dialysierte Serum erhilt seine Aktivitdt, wie aus vorangegangenen An-
gaben hervorgeht, vollstindig. Es seien hier nur noch einige Bemerkungen ange-
schlossen, in welcher Weise ich das Serum von den dialysierbaren Bestandteilen weit-
gehend befreite. Ich benutzte schlieBlich das Serum der Kochsalzfillung, weil es durch
diese gelang, in kiirzester Zeit vollig wasserklares Serum in groflerer Menge zu
gewinnen. Wenn das Serum im Verlauf der Dialyse kochsalzarm wurde, verdarb es
sehr leicht, jedenfalls infolge bakterieller Infektion. Schlieflich aber gelang es, die
Dialyse 48" in mdgglichst kalt gehaltenem, stromenden Wasser fortzusetzen, ohne dafl
die Peroxydaselésung eine wesentliche Triibung erfahren hatte!). Der Pergament-
beutel, welcher die Lésung fassen solite, wurde zuniichst mehrere Stunden ausgekocht
und sofort nach der Entnahme aus dem Dampfraum und Einfiillen des eiskalt ge-
haltenen Serums verschlossen; das Wasser, das den Pergamentbeutel umstrémte, wurde
vorher mit Thymol gesiittigt. Die nach zweitiigiger Dialyse erhaltene Losung enthielt
nur noch Spuren von Kochsalz.

Eigentiimlich waren die Ergebuisse, als ich versuchte, die gewonnenen Sera
durch Chamberlandkerzen zu filtrieren. Ich verwendete zuniichst ein dialysiertes
Serum der Kochsalzfillung und erhielt ein vollkommen klares, aber ginzlich inaktives

1) Fine sehr schwache Triitbung trat allerdings ein, doch darf diese wohl auf das be-
ginnende Ausfallen der Globuline zuriickgefiithrt werden.
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Filtrat?). Als ich darauf nach erneuter sorgfiltiger Reinigung und Sterilisierung des
Apparates zur Filtration eines Serums der Essigsiurefillung unter Benutzung der-
selben Kerze iiberging, erhielt ich wiederum ein véllig klares Serum, aber jetzt von
fast ungeschwiichter Aktivitit. Eine Wiederholung der Versuche mit einer neuen
Kerze in der gleichen Reihenfolge hatte dasselbe Ergebnis. Die Vermutung, daf} die
absorbierende Wirkung der Kerze von gewissen indifferenten Bestandteilen des Serums
abhiinge, die je nach seiner Herstellungsweise darin sich vorfinden oder nicht, be-
stéitigte sich indessen nicht vollstindig. Bei Filtration eines Essigsidureserums durch
eine ungebrauchte Kerze wurde zunichst ein inaktives Serum erhalten?®). Setzte man
die Filtration eine Weile fort, so erhielt man wieder aktive Filtrate. Umgekehrt
gelang es hingegen allerdings nicht, das Serum der Kochsalzfillung bei der Filtration
durch ein in seiner absorbierenden Kraft auf die obige Weise geschwiichtes Filter aktiv
zu erhalten.

Dal es sich bei der Inaktivierung der Sera durch die Filtration nicht um
Zuriickhaltung ,aktiver“ Bakterien handelt, sondern um eine mehr oder minder merk-
liche Absorption des gelosten aktiven Stoffes durch die grofe Filteroberfliche, erhellt
schon daraus, daf in ersterem Falle die beobachteten Erscheinungen wohl gerade in der um-
gekehrten Reihenfolge hiitten eintreten miissen. Der folgende Versuch spricht gleichfalls
fir die letztere Annahme: Ich konnte die in sterilen Rohrchen aufgefangenen Filtrate,
gleichgiiltig, ob sie aktives oder inaktives Serum enthielten, eine Woche und linger bei
Brut- und Zimmertemperatur aufbewahren, ohne daf sie irgendwelche Zersetzung oder
Tritbung erkennen lieBen, wurde jedoch zu den Filtraten, die unter genau den gleichen
Bedingungen aufbewahrt wurden, ein geringer Zusatz unfiltrierten Serums gemacht,
so entstanden in kurzer Zeit starke Tribungen. Gleichzeitig ging die Peroxydase-
reaktion verloren, wie dies schon an anderer Stelle hervorgehoben wurde.

Das etwas andere Verhalten des dialysierten Kochsalzserums gegeniiber dem
Essigsdureserum erkldrt sich, wenn man eine Schutzwirkung der dialysierbaren Be-
standteile des Serums (vielleicht des Milchzuckers) gegen die absorbierende Wirkung
der Kerze annimmt.

Ich habe schlieflich auch die aktiven Filtrate in einer durch einen Elektromotor an-
getriebenen Zentrifuge von grofer Umdrehungszahl zentrifugiert, ohne eine Verschieden-
heit der oberen und unteren Schicht beziiglich ihrer Aktivitit beobachten zu kénnen,
was moglicherweise eintreten konnte, wenn Teilchen anderer Dichte als die der Fliissig-
keit (Bakterien) sich in der Losung vorgefunden hitten.

Schliefllich habe ich versucht aus dem dialysierten Serum das Enzym in trock-
nem Zustande zu gewinnen. Schon Storch gibt an, beim Eindicken und Trocknen
von Serum im Vakuum bei 40° eine hornartige Masse erhalten zu haben, die die
Peroxydasereaktion noch gab. Hier schien es zweckmiflig, den aktiven Stoff méglichst

) Marfan, Gillet und Rullmann haben dies ebenfalls beobachtet und daraus den
Schlufl gezogen, dafl die Peroxydase nicht filtrierbar sei.

*) Dieses Verhalten gegeniiber einer ungebrauchten Kerze #dndert sich nicht, wenn das
Serum ldngere Zeit gestanden hat, der vorhandenen Bakterienflora also Gelegenheit geboten ist,
sich zn vermehren. Ich untersuchte ein Essigstiureserum, das 8 Tage im Eisschrank gestanden
hatte, und erhielt das gleiche Ergebnis.
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rasch in Bedingungen zu versetzen, unter denen eine Bakterienwucherung unmog-
lich schien. Bei Vorversuchen fand ich, daf sich durch Ausfrierenlassen des Serums
in Kiltemischung die Fermentlosung an der wirksamen Substanz anreichern lieS.
Mit Alkohol konnten dann Fillungen erhalten werden, die stark aktiv waren. Bei
lingerem Stehen des zunéichst in der alkoholischen Losung suspendierten Nieder-
schlages setzte er sich jedoch bald zu Boden und wurde inaktiv. Verwandte man
eine Mischung von Alkohol und Ather, wie dies E. Buchner?) zur Fillung der Zy-
mase getan, so erhielt man einen schnell absitzenden Niederschlag, der jedoch ebenso
rasch seine Aktivitiat verlor. Schliellich wihlte ich zur Abscheidung folgende Methode:
Das Serum wurde mit dem gleichen Volum absoluten Alkohols versetzt und der ent-
standene Niederschlag sofort auf dichtem doppelten Filter mittels eines Biichnerschen
Trichters an der Pumpe abgesaugt und nach scharfem Absaugen der Hauptmenge an-
haftender Fliissigkeit im Vakuumexsikkator getrocknet. Die trockene, ziemlich harte
Masgse lieferte nach dem Verreiben in der Reibschale ein den kiduflichen Eiweistoffen
ihnliches Pulver. Bei der Behandlung mit verschiedenen Lésungsmitteln, Wasser,
wisseriger Glyzerinlésung, sehr verdiinnter Alkali- oder Siurelésung ergab sich, dafl
das Pulver nur noch in sehr geringem Mafle im Wasser l6slich war. Filtrierte man
— am besten nach mehrstiindiger Digestion mit sehr verdiinnter Sdure — die Mischung,
so erhielt man ein wasserklares Filtrat, das deutlich die Peroxydasereaktion zeigte.
Dall es sich hierbei um einen Losungsvorgang handelte, liefl sich zeigen, indem es
leicht gelang, durch mehrmalige Digestion des Pulvers mit kleinen Mengen verdiinnter
Siure zu bewirken, daB sowohl die zunichst aktiv befundene Suspension des
Pulvers als auch die schlieflichen Waschwisser die Peroxydasereaktion nicht mehr
zeigten. Auch diese Versuche wurden unter Zusatz von Thymol ausgefithrt. Mehr-
monatliches Trocknen des Pulvers iiber Phosphorpentoxyd hatte keine wesentliche
Schwiichung zur Folge. Als ich nach einem halben Jahr das iiber Phosphorpentoxyd
aufbewahrte Pulver untersuchte, hatte es allerdings an Aktivitit wesentlich verloren,

doch konnte immer noch daraus eine die Guajaktinktur deutlich bliuende Losung
auf die oben beschriebene Art hergestellt werden.

V. SchluBfolgerungen.

1. Die sogenannte Arnoldsche und Storchsche Reaktion zum Nachweis statt-
gehabter Erhitzung von Milch zeigen den gleichen Reaktionsmechanismus. Sie be-
ruhen auf der Beschleunigung eines Oxydationsvorganges zwischen einem Chromogen
und einem Peroxyd durch eine der ,frischen Milch“ zukommende Eigenschaft.

2. Das das Chromogen der Arnoldschen Probe enthaltende Guajakharz weist
die folgenden Besonderheiten auf:

a) Es enthilt einen autoxydablen Stoff, der in trockenem Zustand, besonders
aber in Losung unter der Einwirkung des Lichtes an der Luft in ein Peroxyd iiber-
geht, durch das einerseits eine langsame spontane Bliuung des Chromogens bewirkt
wird, das andererseits unter den Bedingungen der Arnoldschen Probe wahrscheinlich

") Vgl E. Buchner, Die Zymasegiirung. 8. 240 ff.
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zu Hydroperoxyd hydrolysierend auch ohne Zusatz dieses Stoffes beim Zusammen-
bringen der Harzlosung mit frischer Milech die Reaktion veranlafit.

b) Das entstehende Peroxyd ist, da es mit dem Chromogen reagiert, unbe-
stdndig.

¢) Desgleichen ist der entstehende Farbstoff, das Guajakblau, in Losung, insbe-
besondere unter den Bedingungen der Arnoldschen Probe, sehr unbestindig.

Unter Annahme der Englerschen Moloxydtheorie finden die beschriebenen Vor-

giinge demnach folgenden schematischen Ausdruck:
02 + X g 02X

Luft autoxydabler  Peroxyd
Stoff (Moloxyd)

®xX 4+ Y -  YO4XO

Chromogen  Farbstoff
(Acceptor)

H{mx+2Hmﬁxwmr+mm
| Ho0s + Y (Milch) beschleunigt L YO 4 H,O

3. Triger jener beschleunigenden Eigenschaft der Milch ist ein im Serum geloster
und aus diesem in vollig trockenem Zustande gewinnbarer Stoff, dessen Kunktion
von der Lebenstitigkeit der Bakterienflora der Milch unabhéngig ist.

4. Unbeschadet der Féhigkeit, Peroxyd zu aktivieren, ist dieser Stoff hydro-
peroxydempfindlich. Der einfachste und hinreichende Ausdruck fiir diese Eigenschaft
ist das folgende Reaktionsschema:

Peroxydase -+ Hydroperoxyd — inaktive Peroxydase.
Zu der Annahme einer solchen Nebenreaktion fiihren:

a) Die Beobachtung iiber die Anderung des Verlaufs der Peroxydasereaktionen
bei wachsendem Hydroperoxydzusatz, aus der sich Maxima fiir Reaktionsgeschwindig-
keit und fir die groBte Blduungsintensitit bei bestimmten (ziemlich geringen)
Hydroperoxydzusitzen ergeben. '

b) die Tatsache, dafi die Hydroperoxydeinpﬁndlichkeit stark von der Tempe-
ratur abhéingig ist, derart, dal

Einwirkung geringer Mengen von Hydroperoxyd wihrend weniger Minuten bei
50° Vernichtung der Peroxydase zur Folge hat,
bei 3° jedoch sehr betrichtliche Mengen Hydroperoxyd mit der Peroxydase

zusammengebracht werden konnen, ohne sie zu schwichen.

¢) Die Tatsache, daB die Hydroperoxydempfindlichkeit der Peroxydase in keinem
Zusammenhang steht mit den katalytischen und reduzierenden Eigenschaften der
Milch. '

Als praktische Folgerungen aus diesen Ergebnissen 146t sich teils in Bestitigung
der Mitteilung anderer Autoren teils in Erweiterung derselben folgendes anfiihren:

Die Guajakreaktion sollte immer unter Verwendung von Hydroperoxyd angestellt
werden; dann ist sie, falls andere Oxydationsmittel, welche das Guajakharz rasch zu
bliuen vermégen, ausgeschlossen sind, wie die Dupouy-Storchschen Reagenzien als
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Mittel zum Nachweis einer Peroxydase zu betrachten. Ob es zweckmifig ist, die
Guajakreaktion zur Ermittelung anderer Oxydationsfermente z. B. der sog. ,Oxydasen”
zu verwenden, scheint nach den gemachten Erfahrungen verneint werden zu miissen,
und es verdient jedes andere Reagens den Vorzug, bei dem die Anwesenheit eines
Peroxyds mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann.

Fiir die praktische Frage der Milchuntersuchung ergibt sich, daB, um die
grofite Empfindlichkeit der Reaktion zu erhalten, mit dem Zusatz von Hydroperoxyd aufler-
ordentlich vorsichtig umzugehen ist, iiber den sich bestimmte Angaben nicht machen
lassen, da die optimale Menge von der Peroxydasemenge einerseits und von dem Zu-
stand der Guajaktinktur andererseits abhingt. Dies ist besonders fiir die Unter-
suchung von Mischungen pasteurisierter und roher Milch beachtenswert, in denen der
Gehalt an Peroxydase sehr gering ist.

Der negative Ausfall der unter den notwendigen Versuchsmaflregeln angestellten
Reaktion bedeutet aber stets die Zerstorung eines integrierenden Bestandteils der
Kuhmilch: der Peroxydase.

Diese Zerstérung kann jedoch nicht nur durch reine Temperaturwirkung, sondern
auch durch die Wirkung geringer Hydroperoxydmengen bei Temperaturen hervorgerufen
werden, die einerseits weit unter der fiir eine Pasteurisierung gefordAerten Temperatur
(mindestens 65° C.), andererseits weit unter der Vernichtungstemperatur der Peroxy-
dase durch reine Wirmewirkung liegt. Da die Hydroperoxydmengen alsbald aus
der Milch verschwinden, so kann durch den negativen Ausfall der Peroxydasereaktionen
bei so behandelter Milch Erhitzung auf 75°—80° vorgetiuscht werden. In solchen
Fillen konnen die Schardingersche Reaktion (unter Verlingerung der Beobachtungs-
zeit) und die Rubnersche Reaktion, die durch die besprochene Behandlung wenig
oder nicht beeinfluit werden, orientierende Dienste leisten.

Bei Einwirkung gréflerer Hydroperoxydmengen in der Kilte sowohl als in der
Wirme (Buddeisieren, Behrings Perhydraseverfahren) wird auch die Schardingersche
Reaktion unbrauchbar, und man wird bei positivem Ausfall der Rubnerschen Reak-
tion an der Schwiichung oder Vernichtung der Katalasefunktion derartige Behandlung
erkennen, wobei freilich nicht aus dem Auge zu lassen ist, dall die Katalaseeigen-
schaft der Milch keine eindeutige Ursache hat.

Vorstehende Arbeit wurde in der Zeit vom Januar 1906 bis zum Januar 1907
im Chemischen Laboratorinum des Kaiserlichen Gesundheitsamtes ausgefiihrt. Dem
Direktor des Laboratoriums, Herrn Geheimen Regierungsrat Dr. W. Kerp bin ich fiir
das dem Fortgang der Untersuchung entgegengebrachte Interesse zu lebhaftem Danke
verpflichtet.

Endlich méchte ich es nicht versiumen, Herrn Prof. Dr. E. Baur, friiherem
kommissarischen Hilfsarbeiter im Kaiserl. Gesundheitsamte, auch an dieser Stelle
fir seine wertvollen Ratschlige und die mir von seiner Seite zuteil gewordenen
wissenschaftlichen Anregungen herzlichst zu danken.

70
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Anhang:
Literaturiibersicht betr. die Veranderungen der Kuhmilch beim Erhitzen.

Von

Dr. Percy Waentig,

fritherem wissenschaftlichen Hilfsarbeiter im Kaiserlichen Gesundheitsamte.

Inhalt: I. Einleitung. — II. Anorganische Bestandteile. — III. Fett. — IV. Milchzucker. — V. Gase. —
VI. EiweiB. — VII. Geschmack. — VIIL. Verdaulichkeit und Nihrwert. — IX. Fermente. —

X. Mikroorganismen.

Einleitung.

Die Wirkung erhohter Temperaturen auf Milch und Molkereiprodukte mufi noch
immer als das beste Mittel zu ihrer teilweisen oder vollstindigen Sterilisierung be-
trachtet werden. Der Wert der letzteren erhellt in erster Linie aus der Bedeutung
diegses Nahrungsmittels fiir die kiinstliche Erndhrung der Siuglinge und ergibt sich
ferner aus der grofen Infektiositit dieses Nahrungsmittels, welche auf seiner Gewin-
nungsart und seiner chemischen Zusammensetzung beruht. Das Studium der Verénderung
der Milch durch Wirmewirkung hat jedoch ergeben, daf einerseits der gewollte Zweck
der Sterilisierung nur schwierig zu erreichen ist, und dal andererseits unter Bedin-
gungen von Temperatur und Erhitzungsdauer, die zweifellos fiir eine solche nicht aus-
reichen, Veriinderungen eintreten, von denen zum mindesten festzustellen war, ob sie
die Bedeutung der Milch als Nahrungsmittel, insbesondere fiir das Kindesalter, zu be-
eintriichtigen geeignet sind.

Bei dem Interesse, welches Industrie, Landwirtschaft, medizinische und chemische
Wissenschaft dem Gegenstand entgegenbringen, ist das sich hieraus ergebende Problem
in zahlreichen Untersuchungen von sehr verschiedenem Standpunkte aus bearbeitet
worden, ohne dall eine Einigung erzielt wurde. Vielmehr scheinen die daran be-
teiligten Forscher in drei Lager gespalten: Die einen wollen die vollstindige Sterili-
sierung als das Haupterfordernis fiir eine hygienische Siuglingsmilch nicht aufgeben
und erkliren die Beeintrichtigung des Nithrwertes der Milch durch anderweitige Ande-
rungen bei den hohen Temperaturen fiir vernachlissigbar im Vergleich zu dem
erreichten Ziele. Die anderen halten die Hitzedenaturierung der Milch fiir so bedenk-
lich, dal} sie andere Wege fiir Priiservierung und Sterilisierung einschlagen. Die dritten
endlich sprechen fiir eine partielle Sterilisierung, durch die die Hitzedenaturierung
in unbedenklichen Grenzen gehalten werde und andererseits wenigstens die Krank-
heitserreger beseitigt werden konnten.

Fragen wir nach den Griinden dieser Abweichungen, so ist einer schon in den
oben erwiihnten verschiedenen Interessensphiren beriihrt, die sich hier begegnen. Dies hat
niimlich zur Folge, da die Bewertung der Argumente in sehr ungleicher Weise erfolgt.
Andererseits bietet aber das Studium der Wirmeveriinderungen eines so komplizierten
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chemischen und physikalischen Systems, wie es die tierische Milch darstellt, schwierige
Aufgaben. TIhre Schwierigkeit erhellt einerseits wiederum aus unserer mangelhaften
Kenntnis {iber den normalen Zustand der Milch, ferner aber im besonderen daraus,
daB unsere Erfahrungen tiber die Chemie der Eiweillkérper noch nicht vollkommen
genug sind, um ihre subtileren Verinderungen beobachten und beschreiben zu
konnen, und endlich daraus, dafl uns die physikalisch-chemischen Erfahrungen fehlen
iber Existenzbedingungen und Verfinderungen eines solchen Systems wie die Milch, in
dem uns echte Losung, Emulsionszustand und Colloidallésung gleichzeitig entgegen-
treten. Unter diesen Umstinden erscheint eine moglichst vollstindige Zusammen-
stellung und Sichtung des bisher gewonnenen Tatsachenmaterials forderlich, was im
nachstehenden versucht worden ist. Vorausgeschickt sei der Hinweis auf die bisher
erfolgten Zusammenstellungen von Raudnitz, Sebelien, Weber, Lecornu und
anderen, die hier Verwertung fanden.

Anorganische Bestandteile.

861dner hat festgestellt, daB ungefihr 15%, des in der Milch gelosten Kalk-
phosphats beim Kochen unloslich werden, indem diese in ein Tricalciumphosphat
iibergehen. Auch Courant scheint diese Anschauung zu haben. Duclaux dagegen
vertritt einen anderen Standpunkt. Nach ihm ist die Losbarkeit des Calciumphos-
phats in der Milch zu einem Teil durch ihren Gehalt an Zitraten bedingt: Die Los-
lichkeit der Zitrate sinkt mit steigender Temperatur nach Vaudin. Es tritt infolge-
dessen bei erbitzter Milch Fillung des Zitrats und infolgedessen eine Féllung des
Calciumphosphats ein. Threr Natur nach sind jedoch diese Fillungen umkehrbar:
Beim Abkiihlen tritt der Anfangszustand wieder ein. Dafl dies unwahrscheinlich ist,
erhellt schon daraus, wie Henkel die Zitronenséiure der Milch fand, néimlich bei der
Untersuchung der Abscheidungen sterilisierter Milch des Handels. Corbette und
Netter betrachten nun auch die Zitratfillung als einen nicht umkehrbaren Vorgang,
bestehend in dem Ubergange eines leichtloslichen amorphen in ein schwerer losliches
kristallisiertes Zitrat. Neuerlich haben Bockhout und de Vries Soldners Angaben
quantitativ bestiitigt, doch finden sie nur eine Abnahme von in maximo 5,5 mg auf
100 g Milch. Auch Grelleys Beobachtung scheint dafiir zu sprechen. Er fand, daf
eine Probe roher Milch in dem oberen und unteren Teile die gleiche Menge Phosphor-
sdure, nimlich 0,0526 g auf 50 g Milch enthielt, wihrend eine wihrend !/s Stunde
gekochte Milch in ihrem oberen Teile einen Gehalt von 0,0475 g, unten einen solchen
von 0,725 g auf 50 g Milch zeigte. Im vorigen Jahre endlich hat Diffloth noch
eine viel erheblichere Abnahme geloster Phosphate bei Temperaturen gefunden, die
zum Teil bedeutend unter der Kochtemperatur liegen.

Nach Erwirmung der Milch Verlust an l6slichen Phosphaten
auf: wihrend: um:

609 30/ 25,9 %,

950 30° 46,5

1100 30’ 5472 ”
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Zur obigen Frage der Zitratabscheidung ist zu erwihnen, dafl Willoughby
sie offenbar auch als eine nicht umkehrbare ansieht. Obermaier verfolgte die Er-
scheinung niher und legte ihr den folgenden Vorgang zugrunde:

3 CsHs0;Ca 4 9 O = (CsH50; Ca)e Ca + 6 CO; 4 4 H:O.

Er findet, daB beim Erwidrmen auf 75° wihrend 30 Minuten 3,4 %, bei 5 Mi-
nuten langem Erwirmen auf 100° 309, Verlust an Zitronensiure eintreten. Damit
stimmen die von Dieudonné ermittelten Zahlen recht gut iiberein.

Im Zusammenhang mit dieser Erscheinung stehen die iiber die Anderungen von
physikalisch-chemischen Konstanten gemachten Beobachtungen. Wiahrend Séldner
und Soxhlet die Beobachtung, daffl die Milch beim Kochen alkalische Reaktion an-
nehme, bestreiten, indem letzterer diese Beobachtung als eine auf die Zunahme der Hydro-
lyse der Salze zuriickzufithrende Erscheinung betrachtet, glaubt Engling eine bleibende
Zunahme der Alkalitit beobachtet zu haben und auch Girard scheint eine solche
anzunehmen. Ebenso hat H6ft gezeigt, dafl diese Verinderung schon vor dem Siede-
punkte der Milch eintrat. Jensen und Plattner zeigten jedoch, daB bei dauerndem
Erhitzen zunéchst eine Abnahme, spiter eine Zunahme des Siuregrades eintrete, und
schieben erstere auf den Verlust an Kohlensiure, letztere auf die Entstehung phosphor-
haltiger organischer Siuren. Courant fand andererseits, dafl das Sdurebindungs-

vermdégen der Milch nach dem Kochen um 60 ccm %-Schwefe]séure pro Liter gesunken

ist, was von Siegfeld, der auch eine Abnahme des Basenbindungsvermdogens feststellte,
ferner von Hittcher und Kirsten bestitigi wurde.

Mit der Abnahme der in echter Lésung befindlichen, also auch ionisierten Salze
mufite eigentlich eine Erhéhung des Gefrierpunktes bezw. eine Verminderung der
Gefricrpunktserniedrigung eintreten, welche als ein Maf fiir die in echter Losung be-
findlichen Mole betrachtet werden kann. Von Hotz, Neumann und Bonnemma
ist dies bestitigt worden. Neumann gibt die Anderung zu 0,01—0,12° C. an. Bei
Hotz finden sich folgende Angaben:

Abnahme d. Gefrierpunktserniedrigung
Erwirmung: -

Magermilch Vollmilch
Aufkochen . . . 0,003 ° 0015°
10’ langes Kochen . 0,005 ° 0,020°
45' langes Kochen . 0,010 ° 0,024 °

Abnahme von spez. Leitfiahigkeit
45' langes Kochen . 0,66 | 1,13

Winther und Nencki-Podczasky haben sie nicht beobachten konnen. —
Van der Laan und Hotz finden auch die spezifische Leitfihigkeit herabgesetzt. —
Die nach Weigmann aus dem Wasserverlust erklirliche Zunahme der Viskositit bei
lingerem Kochen geht in eine Abnahme (Babcock) iiber, wenn man das fehlende
Wasser ersetzt und zwar macht sie sich nach Steiner bei 60° nach Woll schon bei

30° bemerkbar,
a’
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Fett.

Leeds bringt die Anderung der Viskositit der Milch beim Kochen mit der
Anderung des physikalischen Zustandes des Fettes in der Milch in Zusammenhang,
indem er ein ZusammenflieBen der Milchfettkiigelchen als Ursache der ersteren
Erscheinung betrachtet. Woll kounnte diese Erklirungsweise nicht éxperimentell be-
stitigen. Br fand bei 20 Minuten langem Erhitzen auf 67° die Viskositit der Milch
von 261 auf 250 sinkend, bei dem Rahm von 577 auf 495. Die Zahl der Fett-
kiigelchen aber war konstant geblieben. Bei Milch, die im Arnoldschen Dampf-
sterilisator 30 —35 Minuten erhitzt worden war, konnte infolge der Albuminkoagulation
und Hautbildung eine genaue Viskositdtsbestimmung nicht vorgenommen werden. Die
Zahl der Fettkiigelchen aber war hier sogar gestiegen. Sebelien schliefit sich der
Auffassung an, dafl die Fettkiigelchen in erhitzter Milch weder ihrer Form noch ihrer
Grofe nach veriindert werden. Die hiernach also unaufgeklirte Viskosititsinderung
glaubt neuerdings Babcock und Russell dadurch deuten zu konnen, dafl die in der
rohen Milch unter dem Mikroskop beobachtbare ungleiche Verteilung der Fettkiigelchen
durch Erwirmung auf 60° noch nicht, aber durch eine solche auf 68° aufgehoben
wiirde, eine Temperatur, bei der auch die Viskositdtsdnderung eintrite. Sie fanden
noch, dal durch Calciumsaccharatzusatz die Viskositit und die ungleiche Verteilung
der Kiigelchen sich wiederherstellen lasse. Béchamp meint, daf die Hillen der
Milchfettkiigelchen beim Kochen koagulierten, und Raudnitz nimmt wohl &hnliches
an, wenn er von einer Anderung der viskésen Grundlage der Milch spricht, deren
Vorhandensein sich daraus ergibe, daB flissiges Butterfett sich in sterilisierter Milch
schwerer emulgiere als in roher. Auch Jensen und Plattner sprechen von einem
ZusammenflieBfen der Milchkiigelchen als Folge der Hitzewirkung: eine kurz dauernde
Erhitzung auf 120° 146t die Erscheinung sehr deutlich werden, aber schon eine Er-
wirmung auf 70° wihrend 5 Stunden macht sie bemerkbar. Oxydation und Hydrolyse
halten sie bei den gewdhnlich in der Praxis iiblichen Sterilisierungsverfahren fiir
ausgeschlossen, Vorginge, die Lecornu hingegen hier wohl fiir mdglich hilt.
Fleischmann sagt: In sehr vorsichtig sterilisierter Milch betrigt die Menge des
zusammengeschmolzenen Fettes 0,2 — 0,5%,. DaB gewisse Anderungen beim Erhitzen
der Milech vor sich gehen, die in dem Verhalten des Milchfettes zum Ausdruck ge-
langen, zeigte auch Renk, der fand, daB im Flaakschen Milchsterilisierungsapparat
behandelte Milch in 30 bis 37 Tagen 25—43%, ihres Fettes in einer zusammen-
hingenden Schicht abscheide und daf durch Bewegung dieser Vorgang verzogert
wiirde, eine Beobachtung, die auch Farrington und Russell machten. Blasius
und Beckurts beobachteten erst eine Verminderung der Emulgierung am 4. Tage
nach der Sterilisierung. Die gleiche Beobachtung wie Renk hat auch Bendix bei
Milch gemacht, die lingere Zeit auf 100° oder iber 100° erhitzt worden war.

Interessant in diesem Zusammenhange sind auch die Versuche iiber Aufrahm-
fihigkeit erhitzter Milch und tiber das Ausbuttern pasteurisierten Rahmes. So finden
Farrington und Russell, daB bei lingerem Erhitzen auf 60° nicht, auf 68° dagegen
deutlich eine Verminderung der ersteren Eigenschaft eintrete. Weigm ann beobachtete
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die Abnahme bei 10 Minuten langem Erhitzen auf 70 noch nicht, sondern bezeichnete
sie erst bei 85° als erheblich. Girard erwiihnte diese Eigenschaft als eine solche
der gekochten Milch ebenfalls. Neuerdings hat Kaufmann festgestellt, daf der Prozel}
des Aufrahmens mit wachsender Temperatur bis 60° sich mit immer groferer
Leichtigkeit vollziehe. — Uber den Vorgang des Ausbutterns stellte Steiner folgendes
fest: Ausbutterungszeit und Fettgehalt der Buttermilch ist bei pasteurisiertem Rahm
etwas geringer als bei rohem Rahm. Der Ausbutterungsgrad betrigt 97 %, des von
Rohrahm. Remington machte die gleiche Beobachtung hinsichtlich der Ausbutterungs-
zeit, fand aber, dafl Butter aus pasteurisiertem Rahm in der Regel einen héoheren
Wassergehalt aufwies.

Eine Spaltung des Lecithins vermutet schon Baginsky. Bordas und Rasz-
kowsky Dbestitigen dies und finden eine auffallende Abhingigkeit der Lecithinver-
inderung von der Art des Erhitzens der Milch.

Nach 30 langem Erwirmen iiber freier Flamme auf 60° Verlust an Lecithin 14%,

” 30, ” ” » ” ” an 80 0 ” » ” 28 0/0
” 30’ » ” ” » ” an 96 0 ” ” ” 28 0/0
. 300 R auf dem Wasserbad auf 95° R N R 129,

Nach Lecornu beginnt die Lecithinspaltung erst bei 76° und fithrt bei Er-
wiirmung der Milch auf 110° zur vollstindigen Zerstérung.

Milchzucker.

Schon Baginsky hat 1883 eine Abnahme des Milchzuckers beim Kochen
beobachtet und zwar von 4,86 auf 3,88 bezw. von 3,72 auf 3,11%,. Leeds bringt
die schon beim Kochen der Milch auftretende briunliche Farbe mit einer Carameli-
sierung des Zuckers in Zusammenhang. Spiter haben dann Cazeneuve und Haddon
die Ansicht vertreten, dafl die leichtere Gerinnung der Milch beim Kochen und der
EinfluB8 dieses auf den Milchzucker in Zusammenhang stiinden. Sie nahmen nimlich
an, daf eine auf den Diphosphatgehalt der Milch zuriickfithrbare Caramelisierung des
Zuckers eintrete, bei der Ameisensiure gebildet werde, die wiederum die leichtere
Koagulation des Eiweilies veranlasse. Gautrelet glaubt an die Bildung von Bernstein-
siure. Eine solche Ursache fiir die Braunfirbung der Milch beim Sterilisieren scheint
Duclaux und Renk dagegen ausgeschlossen. Auch Fliigge konnte wihrend ein-
stiindigem Erwirmen der Milch auf 100° eine Abnahme des Zuckers nicht feststellen.
Andererseits aber hat schon Schrider gezeigt, daf der Kisestoff sich erst beim
Kochen unter 3—5 Atmosphirendruck briiune. Bardach aber scheint in einer Arbeit
iber die Gerinnungsursachen erhitzter Milch die Auffassung von Cazeneuve und
Haddon zu bestitigen. Dasselbe tun die Versuchsergebnisse von Wroblewsky, der
folgendes feststellte:

Milch 3 Stunden erhitzt auf:
80° 110° 120°
Farbe: . . . unverindert gelblich briunlich gelb
Reaktion: . . neutral  merklich sauver deutlich sauer
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Er nimmt die Bildung von Milchsiure an, eine Auffassung, der Konig bei-
pflichtet. " Sebelien spricht ebenfalls von einer Karamelisierung bei 100° und auch
Susailow beobachtet im Papinschen Topf bei 100—125° Karamelbildung. Cann
und Shinert rechnen ebenfalls mit Karamel- und Séurebildung in der Milch beim
Sterilisieren infolge der Milchzuckerzersetzung.

Nachdem Weinland zeigte, daB eine Milchzuckerlésung beim Kochen mit
Zitronenséure invertiert werde, haben Droop-Richmond unterschieden zwischen
Milchzuckeréinderungen, ermittelbar durch Bestimmung der Drehungsinderung der
Ebene des polarisierten Lichtes und durch Bestimmung des Reduktionsvermogens der
Losung. Sie finden, daf der titrimetrisch ermittelte Gehalt sich durch Kochen nicht
verdndere, wohl aber, daf die Drehung dabei abnehme, und fiihrten diese Abnahme
auf Bildung einer halb rotierenden Modifikation des Milchzuckers zuriick. Willoughby
spricht auch von dieser Abnahme des Drehunghvermégens, bringt sie aber mit der
Karamelisierung und der Braunfirbung, also mit einer Zersetzung des Zuckers in Zu-
sammenhang. Jensen und Plattner beobachteten erst nach dem Erwirmen auf
120°—130° eine Abnahme des Drehungsvermdgens, erst nach dem Erwirmen auf
140°—150° eine Abnahme des Reduktionsvermigens. Eine reine 5°, Milchzucker-
losung bliebe bis 140° noch unveriindert, bei Gegenwert von Alkali werde sie zersetat,
in SHurelosung invertiert. Die eintretenden Verinderungen in der Milch seien

komplizierter Natur. Die Briunung der Milch resultiere aus einer Wechselwirkung
zwischen Kasein und Zucker.

Gase.

Uber den Gasgehalt der Milch liegen wenig exakte Untersuchungen vor. In
erhéhtem MaBe ist dies natiirlich von den Arbeiten iiber die Verinderungen dieser Be-
standteile der Milch zu sagen. Thérner stellte fest, daf bei 10 Minuten langem Kochen
der Milch der Kohlensdureverlust %10, der Verlust an den iibrigen Gasen die Hilfte
der urspriinglich vorhandenen gelosten Gasmengen betriige. Auch von Obermaier
ist der Kohlenséureverlust in gekochter Milch bestimmt worden. Nach Raudnitz
konnte die gesamte Abnahme der Aziditit auf Kohlensiureverlust zuriickgefiihrt
werden. Nach So6ldner ist die Kohlensiiure an der Losung des Calciumphosphats
beteiligt, was daraus hervorgehe, daf Milch, die durch Auspumpen von Kohlensiure
befreit ist, schlechte Labgerinnung zeigt. Auch Jensen und Plattner erkléren die

Anderung der Labfihigkeit der Milch nach Erhitzen bei niedriger Temperatur zum
Teil durch Verlust an Kohlenséure.

Uber die Bildung von Ammoniak in erhitzter Milch berichten Meissel, Trillat
und Souton und Klemperer. Ersterer nimmt eine Bildung des Ammoniaks beim
Sterilisieren an, Trillat und Sauton fiihren sie auf bakterielle Titigkeit zuriick. —
Endlich haben Henseval und Wauthy Milch destilliert und in den ersten Fraktionen
das Aroma roher, in den spiteren das gekochter Milch gefunden.
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EiweiB.
a) Hautbildung.

Ein besonders eingehendes Studium ist den EiweiBkorpern zu teil geworden,
deren Wirmeemptfindlichkeit ja eine ihrer charakteristischen Eigenschaften ist. Bei
der sinnfillligsten Erscheinung, in der sich die Wirmewirkung auf die Eiweifl-
korper verriit, der Hautbildung, scheint noch das Fett in gewissem Grade mit-
beteiligt zu sein. Altere Forscher wie Lowig und Scherer hielten die Erscheinung
fir einen Oxydationsvorgang: Beimn Uberleiten von Kohlensiiure iiber die Milch ent-
stand keine Kochhaut. Willoughby hilt die Haut, die sich nach seinen Angaben
bet 60° zu bilden beginnt, fir ein.Oxydationsprodukt des Kaseins, womit die Be-
obachtung von Susailoff in Zusammenhang gebracht werden kann, daf Milch, die
zwischen 100° und 125° im Papinschen Topf gekocht wurde, keine Kochhautbildung
zeigt. Eingehender priifte Sembritzky das Phiinomen und stellte fest, dafl es be-
reits bei Erwirmung auf 50° beginne, dafl mit steigender Temperatur die Bildungs-
geschwindigkeit zunehme, starke Verdiinnung der Milch und Uberschichten mit Ol
die Entstehung der Haut verhindere. Daf es sich dabet um eine blofe oberflichliche
Wasserverdunstung handele, glaubt er damit zu widerlegen, daBl er zeigt, dall einer-
seits iiber konzentrierter Schwefelsiiure die Hautbildung nicht auftritt, andererseits
das sog. ,Angelegte“, das sich an Winden und Boden der Gefifle bildende Gerinnsel,
eine solche Erklirung ja gar nicht zulasse. Endlich weist er darauf hin, daf auch
andere kolloidale Losungen (Leim, Kleister) Hautbildung zeigen. Siedel untersuchte
die Zusammensetzung des sich beim Kochen ansetzenden Milchriickstandes und fand
einen sehr hohen Kalkgehalt der Asche: 38,91%, und einen sehr hohen Fettgehalt:
18,47%,. Osborne und Rettger teilen die Ansicht, dal die Hautbildung in der
Hauptsache durch das Kasein veranlaft sei. Oshorne stellt jedoch im besondern
fest, dal Losungen von Kaseinalkali keine Haut bilden, Rettger, daBl die Fettemul-
sion und oberflichliche Verdampfung in gewisser Weise die Hautbildung begiinstigen.
Jamison und Hertz sprechen auch von einer Beteiligung der Milchfettkiigelchen.
Sie finden, daf auf Sahne bereits bei 53° auf Magermilch erst bei 60°¢ Hautbildung
auftrete, und daf Fettkiigelchen in Eiweiflosungen ganz allgemein Hautbildungen
zeigten. Beziiglich der Zusammensetzung der Haut stellen sie eine Veréinderlichkeit
it der Temperatur fest: Unterhalb 60° besteht sie aus ,Kaseinogen“ (,,Kasein“ nach
Raudnitz) und Fett, oberhalb 60° auflerdem noch aus koaguliertem Laktalbumin.
Hingewiesen sei schlielich auch auf die ausfiihrlichen Tabellen bei Girard iiber die
Anderung der Zusammensetzung der Milch beim Pasteurisieren, wobei besonders auf
die Vertinderung durch Hautbildung Riicksicht genommen ist. Die Befunde iiber die
sonstigen Hitzeverinderungen der EiwciBstoffe lassen sich folgendermafBlen zusammen-
fassen:

b) Nichtkaseineiweil.

Wroblewski stellte fest, dal eine 0,5%pige Albuminlésung nach Y/s- bis
1-stiindigem Kochen vollstindig geronnen ist; Sebelien, daB eine reine Globulin-



— 107 —

isung in 5- bis 10%iger Kochsalzlésung bei 72°—74° C. koaguliere. Rub-
ner zeigte, daf in dem Filtrat der Kochsalzfillung gekochter Milch das gelGste
hitzekoagulable Eiweifl fehle, und griindete darauf eine Methode zum Nachweis ge-
kochier Milch, die auch von Droop-Richmond und Boseley fiir empfehlenswert
gehalten wird (vergl. auch die Untersuchung von Bernstein). Auch Middelton
und Raudnitz bestitigen, daB das Filtrat der Kochsalzfiillung frei sei von hitze-
koagulablem Eiweil, wenn die Milch gekocht war. Solomin hingegen und spiiter
Sebelien zeigen, dall ein Teil des Albumins der Hitzefiillung beim Kochen zu ent-
gehen scheine. Solomin stellt fest, daB bis 55° keine Fillung eintrete, daf noch
nach Erwirmung auf 100° nicht die von Hoppe-Seyler als der normale Gehalt der
Kuhmilch festgestellte Albuminmenge im Niederschlag gefunden werde, dafl bei 130°
bis 140° jedoch simtliche Biweilstoffe einschliefilich des Fettes und des an Kalk ge-
bundenen Phosphors geféllt wiirden. Sebelien gibt die gleiche Temperatur fur die Hitze-
koagulation des Kaseins an. Fir weitere Verinderungen gibt er folgende Tabelle:

Frische Milch Nach Erwirmen wilirend

1, anf 100° 107 auf 120°
Gesamtstickstoff . . . . . . . . . . 0,49 0,44 0,50
N der Alaunfillung . . . . . . . . . 0,38 0,44 0,45
N der Gerbsdurefillung . . . . . . . . 0,11 0,04 0,05

Nach ihm wird das Globulin bei 73°, das Albumin bei 80° vollstindig gefillt,
wenn reine Losungen vorliegen. Lefman und Beam geben in ihrem Buche iber
Nahrungsmittelanalyse folgende interessante Tabelle nach einer Untersuchung von
Stewart,

Lésliches Albumin in Erwirmungszeit Losliches Albumin in
frischer Milch erhitzter Milch
0,423 . 10/ 600 0,418
0,435 30’ 60° 0,427
0,395 10’ 65° 0,362
0,395 30’ 659 0,333
0,422 10’ 70° 0,269
0,421 30’ 700 0,253
0,380 10/ 759 0,07
0,380 30/ 759 0,05
0,375 10/ 80° 0
0,375 30’ 80° 0

Nach dieser wiirde die Albuminfillung nach Erwirmung auf 75°—80° voll-
stindig sein. Konig nimmi nach Wroblewsky, Steiner, Babeock und Solomin
einen Beginn der Albuminkoagulation bei 60° an. Nach Steiner gerinnen beim Er-
hitzen zwischen 70°—80° nur 509, Albumin. Willoughby driickt sich folgender-
maflen aus: 70°: the albumin undergoes a change; it is not precipitated, but is
converted into a form, that is precipitated by acids, magnesiumsulphate and other
reagents, that coagulate casein.
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Eine solche Auffassung teilen auch Fuld und de Jager, die eine wirkliche
Fillung des Albumins nicht annehmen. Da aber diese bei Erhitzen von siiler Molke
eintritt, so glauben sie, da das Albumin durch Kasein in Lésung gehalten wird.
Damit stimmt auch die Beobachtung Johannessens iiberein, der feststellte, da der
Albuminstickstoff bis zur Hilfte sich der Koagulation beim Kochen der Milch ent-
ziehe. Zu anderem Ergebnisse kam Popper: Nicht das Kasein, sondern der Alkali-
gehalt der Milch bedingt die unvollstindige Koagulation des Albumins beim Kochen.
Die 25 %, Serum-Eiweil, die sich der Koagulation entziehen, sind in der gekochten
Milch noch in Form aussalzbaren Eiweifles enthalten. Von Freudenreich konsta-
tiert in seinem Pasteurisierungsapparat, bei dem die Milch auf 68° erwidrmt wird,
eine Koagulation von 15 %, des Albumins. Jensen und Plattner sprechen von einer

Koagulation des Albumins in folgender Weise:

Es wird das Albumin koaguliert teilweise . . . . bei: 60° in 5"
9 » » in gréBeren Mengen , 70°—75°
» » » vollstandig . . . , 77,5%in

1 Stunde, 80° in /2 Stunde, 90° in 5 Minuten.

Von Peptonbildung beim Sterilisieren der Milch sprechen Meiflel, Christiaens,
Baginsky und Billon. Nach Fleischmann und Morgen findet sich in der nach
dem Scherffschen Verfahren sterilisierten Milch kein Pepton, nach Lecornu ent-
steht es bei 110°,

¢) Kasein.

Das Kasein scheint unter den Bedingungen, unter denen es in der Milch sich
findet, widerstandsfihiger als das Albumin. Die Veriinderungen sind gering und
setzen trotz des Interesses, das gerade sie fiir den Niithrwert der Milch besitzen, ihrer
Erforschung ziemliche Schwierigkeiten entgegen, die um so bedeutender sind, als
der Zustand, in dem sich das Kasein in der Milch unter normalen Bedingungen findet,
noch keineswegs voéllig gekldrt ist. KEine spezifische Reaktion des Milchkaseins ist
seine Gerinnung durch das Labferment. Es hat sich ergeben, daf das Kasein in er-
hitzter Milch ein anderes Verhalten gegen Lab zeigt, als das der rohen. Das ver-
schiedene Verhalten zeigt sich in doppelter Weise: Einmal wird die Labgerinnung
verlangsamt bezw. ganz aufgehoben, ferner ist das entstandene Koagulum von anderer
Beschaffenheit als das von roher Milch (Fleischmann und Sachtleben). Schreiner
stellte fest, daB die Gerinnung mit Lab bei gekochter Milch #uBlerst schwer erfolge,
Baginsky, dall sie mit viel Lab und hei hoher Temperatur wihrend des Labens
doch zu erreichen sei, und vor allem durch Peptonzusatz begiinstigt werde, Wrob-
lewsky, dafl die Verzogerung bei sterilisierter Milch, die bei pasteurisierter ebenfalls,
aber in geringerem Grade auftrete, durch Phosphorsiurezusatz aufgehoben werden
kénne. Remington erwihnt ebenfalls die Abnahme der Labungsfihigkeit in
pasteurisierter Milch. Leeds und Fleischmann sprechen sogar von einer Vernich-
tung der Labungsfihigkeit. Jedenfalls hiingt der Grad der Verinderung dieser Eigen-
schaft des Kaseins von der Temperaturhohe und Erhitzungsdauer ab. Munck fand,
daB Scherffsche Milch (100° bei 3 Atmosphirendruck) mit Magensaft wie Frauen-
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milch gerinnt. Conradi beobachtet, daf bei 80 ° eine Verzogerung der Labféllung
eintrete, Steiner, bei 15 Minuten langem FErhitzen auf 70° XKénig spricht sich
folgendermafBen aus: ,Die Labfdhigkeit nimmt der Hohe und Dauer des Erhitzens
entsprechend ab, aber nicht parallel mit der Verinderung der Proteinsubstanz.“
Schweitzer gibt bei der Priifung seines Pasteurisierungsapparates an, daf bei 1—1'/s-
stindigem Warmhalten der Milch, bei der sie sich von 65° auf 58° abkiihlt,
keine Verdinderung der Labfihigkeit eintrete, Smeliansky, dafl je linger Milch ge-
kocht werde, umso langsamer die Labung erfolge, Silberschmidt, da hohe Pasteu-
risierungstemperatur und lange Erhitzungsdauer die Labgerinnung der Milch vdéllig
aufhalte. Jensen und Plattner endlich konstatieren zwei kritische Punkte hinsicht-
lich Temperatur und Erhitzungsdauer, die das Kasein derartig veréindern, dal seine
Labung beeinfluft wird. Der kritische Punkt 1 wird erreicht durch

1. Aufkochen,

2. 5 Minuten langes Erwidrmen auf 80°

3. 1stiindiges Erwirmen auf 77,59

4. bstiindiges Erwirmen auf 70°.

Der zweite kritische Punkt wird erreicht durch

1. 5 Minuten langes Erwirmen auf 1209

2. 1/sstiindiges Erwirmen auf 110°.

Sie beschiftigen sich auch eingehend mit der veriinderten Beschaffenheit des
Kaseingerinnsels und suchen die Ursache dafiir zu ergriinden. Uber die erwiihnten
Eigentiimlichkeiten #uBern sie sich folgendermafien: ,Durch Erwirmung der Milch
entweicht nach und nach die Kohlensiure, was zur Folge hat, daBl die Labungszeit
allméhlich verlingert wird. Hierzu trigt wahrscheinlich die Zerstérung des Milchlabs
und in einigen Fillen auch die Ausfillung von Kalksalzen bei, die eigentliche Kon-
gistenzverinderung des Gerinnsels wird jedoch lediglich durch die bei dem ersten
kritischen Punkte eintretende, noch unbekannte Umbildung des Kaseins verursacht.
Wenn diese Umbildung sich vollzogen hat, ist ein weiteres Erwirmen bis zum zweiten
kritischen Punkte ohne jeden Einfluf auf die Labfihigkeit der Milch. Uberschreitet
man dagegen diese Grenze, bei welcher eine tiefe Zersetzung des Kaseins beginnt, so
nimmt die Labungsfihigkeit noch weiter ab und geht bald ginzlich verloren®.

Silberschmidt macht iiber die Verinderung des Gerinnsels die folgenden Angaben.
Ein der Frauenmilch #hnliches Gerinnsel entsteht bei Milch, die 20 Minuten gekocht
worden ist, grobflockiges bis klumpiges bei pasteurisierter Milch, sehr feinflockiges,
wenn die Milch 1 Stunde auf 100° erhitzt wurde. Fleischmann und Séldner
halten das Unloslichwerden der zur Labung notigen Kalksalze fiir die Ursache der
Verzogerung bei erhitzter Milch. Sebelien beobachtet, daf durch Einleiten von
Kohlensiure oder Zusatz von Phosphaten die Labungsfihigkeit gekochter Milch
wiederhergestellt werden kann, und auch Willoughby meint, da die Anderung
der Labfihigkeit unter den Bedingungen der Pasteurisierung nicht einer Verinderung
des Kaseins (chemical or molecular change), sondern dem Ausfallen der Kalksalze
zuzuschreiben sei. Bockhout und de Vries halten dagegen eine Verinderung des
Kaseins als die Ursache der Erscheinung fiir wahrscheinlich. Bemerkenswert ist auch
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die Beobachtung Roettgers, daf in alkalischer Lésung gekocht das Kasein in kiir-
zester Zeit seine Labungsfihigkeit verliert, ferner die Beobachtung Chodats, dall
die sog. Sycochymase, das Labferment von ficus carica, sterilisierte Milch besser labe
als rohe, endlich die von Smeliansky, da Schleimzusatz die Labung erhitzter Milch
begiinstige.

Inwieweit aus anderen Griinden chemische Anderungen des Kaseins beim Er-
hitzen anzunehmen sind, zeigen die folgenden Untersuchungen: Schon Schreiner
schob den Geruch und Geschmack gekochter Milch auf die Bildung von Schwefel-
wasserstoff. Miiller, der eine Kaseinsuspension lingere Zeit in viel Wasser kochte,
beobachtete auch Schwefelwasserstoffabspaltung, das gleiche Baginsky beim Kochen
von Milch. Niemann fand in einer sterilisierten Milch des Handels 3—5 mg
Schwefelwasserstoff pro 300 ccm Milch. Die Milch war steril. Rubner bestritt die
Entwickelung von Schwefelwasserstoff bei erhitzter normaler Milch. Doch ist sein
Auftreten von Schardinger, der filschlich die nach ihm benannte Reaktion zum
Nachweise stattgehabter Erhitzung von Milch auf dies zuriickfiihrte, ferner von Utz
bestitigt worden, desgleichen von Oppenheimer beim lingeren Erhitzen auf dem
kochenden Wasserbade, endlich von Rettger beim Erwirmen {iber 85°. Fynn be-
obachtete es ebenfalls, glaubt aber fiir seine Bildung das Nichtkasein verantwortlich
machen zu miissen.

Nach Lubawin gibt eine Caseinlésung beim Kochen allmiihlich allen seinen
Phosphor ab. So6ldner und Duclaux beobachteten beim Erhitzen der Milch eine
Zunahme des anorganischen Phosphors. Nach Baginsky steigt die anorganische
Phosphorséure bei 1stindigem Erhitzen auf 103° von 0,749 auf 0,788 °/,. Nach
Billon beginnt die Veriinderung des Kaseins bei 75°% beim Kochen werde Nuklein
abgespalten, das dann einen Teil seines Phosphors abgebe. Geuns will von einer
Anderung des Kaseins unterhalb 80° nichts wissen; Spi#th hilt sie auch bei kiirze-
rem Kochen fiir ausgeschlossen.

Bei Temperaturen iiber 100° treten offenbar tiefere Verinderungen des Kaseins
ein. Hamarsten spricht von einer Denaturierung der Kaseinsalze bei 120°—130°.
Nach Lévenhart gerinnt frische Milch zwischen 120° und 130° nach Sebelien
bei 130°. Von Bardach riihrt die folgende tabellarische Ubersicht her:

Frische Milch gerinnt

bei: in:

100° 12k
110° 5h
120° 11/yh
130° 1h
140° 20
1500 31

Als Ursache der Veriinderungen sieht er mit Jensen und Plattner das Ein-
treten der Sduerung und eine wirkliche Spaltung des Kaseins an. Nach Duclaux
ist die gelbe Farbe und der eigentiimliche Geschmack sterilisierter Milch auf Kasein-

zersetzung zuriickzufiihren.
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Wichtig von praktischen und theoretischen Gesichtspunkten aus sind endlich eine
Anzahl Untersuchungen, die sich mit dem Vorgange der Kiisereifung bei Verwendung
erhitzter Milch befassen. Klein und Kirsten fanden, daf die von ihnen festgestellte
und untersuchte Herabsetzung der Verkiisungsfihigkeit pasteurisierter Milch durch
Chlorcalcium beseitigt werden kénne. Hamilton will bei der Bereitung von Backstein-
kise aus bis auf 120° erhitaster Milch bessere Erfolge erzielt haben, als mit roher
Milech. Jensen und Freudenreichs Resultate bei Bereitung von Emmenthaler Kise
mit pasteurisierter Milch sind aber nicht giinstig. Auch du Roi, Hittcher und Fascetti
haben Abweichungen von dem gewdhnlichen Verhalten bei Benutzung erhitzter Milch
zur Késebereitung bemerkt.

Geschmack.

Uber die Ursache und die Bedingungen des Auftretens von Geschmacksinde-
rungen haben sieh aufler Duclaux und Schreiner noch andere Forscher geduflert.
Dornic meint, dal einer bei 70°® pasteurisierten Milch der Kochgescmack noch fehle.
Auch nach Freeman tritt er erst bei 75° auf, Bitter beobachtete dagegen schon
bei 35 Minuten langem Erwirmen auf 68° eine Geschmacksiinderung, die bei 15 Mi-
nuten langem Erhitzen auf 75° sehr stark wurde. Nach Sebelien tritt sie aber erst
mit 80° (Vernichtungstemperatur der Galaktase) ein. Rullmann zeigte, daB die nach
dem Gerberschen Pasteurisierungsverfahren (70° unter Umschiitteln withrend einer
Stunde) behandelte Milch keinen Kochgeschmack besitze. Schweitzer behauptet das
gleiche von einer Milch, die withrend einer halben Stunde von 659 auf 58° sich abkiihlt.
Jensen und Plattner geben fiir das Kintreten des Kochgeschmacks folgende untere
Grenzen an: Autkochen, lingeres Erwirmen auf 76° 5 stiindiges Erwirmen auf 70°,

Verdaulichkeit und Nihrwert.

In engem Zusammenhang mit der Verdnderung der Eiweilstoffe der Milch
steht die Frage nach der Anderung des Nihrwertes und der Verdaulichkeit. In erstercr
Linie interessant in dieser Hinsicht sind die Verdauungsversuche, die mit Milch, die er-
wirmt gewesen, im Glase ausgefiihrt wurden. Hofmann stellte fest, dafl eine zwei
Stunden bei 70° gehaltene Milch ein feinflockigeres Labgerinnsel gibt und bei Verdauung
mit Pepsin in der gleichen Zeit mehr Pepton liefere als rohe. Uffelmann rdumt der
gekochten Milch keinen Vorzug in der Verdaulichkeit vor roher ein, entgegen den
Beobachtungen von Albu, Soltmann und Munck. Weder gekochte noch bei 120°
eine Stunde lang gehaltene Milch gibt nach ihm ein diinnflockiges Gerinnsel, auch peptoni-
siert solche Milch nicht rascher als rohe. Ellenbérger und Hofmeister betonen das
Unvermégen sterilisierter Milch mit Darm- und Magensaft zu verkiisen. Die Verdau-
lichkeit halten sie nicht fiir beeintrichtigt. Stutzer findet dagegen, da rohe Milch
etwas schneller verdaut werde als erhitste. Michel hat bei sterilisierter Milch das
Gegenteil beobachtet. Jemma hat die menschlichen Verdauungssifte einzeln und
nacheinander auf rohe und sterilisierte Milch wirken lassen und beobachtete leichtere
Verdaulichkeit fiir die eine oder andere Milchart bei folgender Behandlung:
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Pepsinsalzsiure: rohe Milch.

Pepsin, Lab und Salzsiure: rohe Milch.

Lab und Pankreatin: sterilisierte Milch.

Bei sukzessiver Einwirkung von Lab, Pepsinsalzsiiure, Pankreatin: sterilisierte

Milch.

Hougardi fand, daB 20 Minuten lang bei 60° pasteurisierte Milch bei Ver-
dauung im Glas mit Pankreasferment an Verdaulichkeit eingebiift hatte. Sidler
untersuchte die gebriuchlichsten Milchkonserven des Handels auf ihre Verdaulichkeit
im Glase und konnte keine Verinderungen feststellen. Leeds suchte die Hitze-
verinderung der Eiweistoffe in einer gréBerén Widerstandsfihigkeit dieser gegen die
verdauenden Fermente, was nach seiner Auffassung wiederum eine Beeintrichtigung
der Verdaulichkeit der Fettkiigelchen zur Folge habe. v. Behring endlich beobachtete
an roher, aufgekochter und bei wihrend einer halben Stunde auf 85° -erhitater
nnd dann nochmals aufgekochter Milch bei sukzessiver Behandlung mit Pepsin-
salzsiure und Pankreatin folgendes Verhalten:

Es enthielt nach der vorgenannten Behandlung:

Rohe Milch:  Aufgekochte Milch: !/, Stunde auf 85° erwirmte
und dann aufgekochte Milch:

an unverdautem Eiweil: 11 9/, 18 %, 30 %,
Besonders zweimaliges Erhitzen hélt er fiir sehr bedenklich, da das Albumin dabei
bis auf einen verschwindenden Rest zerstort werde und eine wesentliche Steigerung
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