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Die Bestimmung der Milehsiure in Kiise.
Von Dr. H. HOSTETTLER.

(Aus dem chemischen Laboratorium der Schweiz. milchwirtsch. und bakt. Anstalt, Liebefeld/Bern.
Abteilungsvorstand : Dr. . Kestler.)

I. Einleitung.

Der im Jahre 1780 von Scheele in saurer Milch entdeckten Milchséure
komm¢ fiir die Herstellung von Kise eine ganz besondere Bedeutung zu.
Durch die Ueberfiihrung des bei der Herstellung des Kises im Koagel ein-
geschlossenen Milchzuckers in Milchsdure wird die K#semasse vor Faulnis
bewahrt. Die bekannten Versuche von v. Freudenreich®) und S. M. Babeock
und H. L. Russel?) an Emmentaler- bezw. Cheddarkéise zeigten, dass bei
ungeniigender Bildung von Milchsidure die Kisemasse eine anormale Rei-
fung durchmacht oder sogar der fiuligen Zersetzung anheimfillt. Ueber dhn-
liche Ergebnisse berichtet . Kestlers). Beim Auswissern des fertigen
Kasebruches entstand ein Kise mit stark abfallendem Geruch, der sich
bei starkem Wéssern bis zu putridem Charakter steigern konnte. Das pH
war entsprechend sehr stark erhoht, der frische wie der reife Késeteig
wies eine ungewohnliche Festigkeit auf. Ob bei letzterer Erscheinung die
Menge der vorhandenen Milchsidure von Einfluss ist, steht nicht fest. Nach
L. L. v. Slyke und E. B. Hart*) ist fiir die Beschaffenheit von Cheddar-
kise das Bindungsverhéltnis der gebildeten Milchsiure mit den Eiweigs-
korpern und Kalksalzen des Kises von Bedeutung. Je nach der Menge der
vorhandenen Milchsdure soll sich nach Ansicht der Autoren Kaseinmono-
oder -bilaktat bilden, zwei Korper die sich in ihrer Loslichkeit in 50piger
NaCl-Losung deutlich unterscheiden, indem das Monolaktat in dieser Salz-
losung loslich, das Bilaktat dagegen unloslich ist. Das Verhéltnis zwi-
schen Kaseinmono- und -bilaktat wire danach massgebend fiir die Beschaf-
fenheit des Kiseteiges. Bei Vorwiegen des Monolaktates ist der Kise weich
und geschmeidig, bei Vorwiegen des Bilaktates dagegen hart und brocklig.
Zu gleichen Ergebnissen in Bezug aul Edamerkise gelangen die Forscher
F. W. J. Bekhout und J, J. Ott de Vries®). Je nach dem Milchsduregehalt
stellt sich ein bestimmtes Verhidltnis zwischen Kaseinmono- und -bilaktat
ein. Das Auftreten von «Boekelscheuren» (kleine, linsenférmige Spalten)
und «Knijper» (Risse, die die K#semasse bis nahe unter die Rinde durch-
laufen) fithren die Autoren auf mangelnde Plastizitit und Geschmeidigkeit,
hervorgerufen durch Ueberwiegen von «Kaseinbilaktat», zurlick. Ein ge-
wisses Minimum an Milchsdure darf aber nach Ansicht derselben Autoren
nicht unterschritten werden, indem sonst ein ziher Kiseteig entstehe. Wenn
auch iiber die Art der Bindung zwischen Milchsdure, Kasein und Kalksalzen
die Meinungen noch auseinandergehen, so diirfte aus den Untersuchungen
unzweifelhaft hervorgehen, dass die Menge der vorhandenen Milchsédure
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fiir die physikalische Beschaffenheit des Kiseteiges von massgebendem Ein-
fluss ist. Von Orla-Jensen®) wird die Frage aufgeworfen, ob auch im Emmen-
talerkdse milchsaures Parakasein in merkbarer Menge entstehen konnte.
Er hilt dies nicht fiir wahrscheinlich, «weil die Milchsiuremenge, die im
Emmentalerkise entsteht, nicht einmal ausreicht, um den Kalk des Para-
kaseins zu binden und die tertidren und sekundidren Phosphate in primére
liberzufithren». Wenn die Moglichkeiten zu soweitgehenden Umsetzungen
im Emmentalerkise nicht gegeben sind, wie in den oben angefiihrten Fiallen
des Cheddar- und Edamerkises, so diirfte doch eine deutliche Beeinflugsung
der physikalischen Eigengchaften auch des Emmentalerkises kaum zu ver-
kennen sein. Schon bei den ersten, sich im frisch hergestellten Kiise ab-
spielenden Girungsvorgidngen, der Umsetzung des eingeschlossenen Milch-
zuckers zu Milchsidure, bietet sich die Moglichkeit fiir eine Verinderung
des Kiseteiges in physikalischer und physikalisch-chemischer Hingicht. Wih-
rend die frische, unvergorene Kisemasse weiss und quargihnlich aussieht, ist
nach vollzogener Umsetzung des Milchzuckers das Aussehen schon dusserlich
ganz anders: Die Masse ist speckig, durchscheinend?). Im weitern wissen wir
heute, dass durch gewisse Manipulationen, wie Wasserzusatz zur Kesgimilch
(vom Kigser zur Bekdmpfung der «Glis» praktiziert), Wissern des Kisebru-
ches, Milchzuckerzusatz, Operationen die schlussendlich auf eine Herab- oder
Heraufsetzung des Milchsiuregehaltes des jungen Késes hinauslaufen und
sich auch in einer entsprechenden Verinderung des pm .dussern, die Be-
schaffenheit des Kaseteiges weitgehend beeinflusst werden kann (G. Kestler,
loe. cit.?). Die Art der bei diesen Vorgingen sich abspielenden Umsetzungen
zwischen Milchsdure, Kasein und Kalksalzen sind wenig bekannt. Die Be-
deutung der Milchgdure fiir die Ausbildung gewisser Teigeigenschaften er-
gibt sich in diesem Zusammenhang jedoch mit aller Deutlichkeit.

Eine besondere Bedeutung kommt der Milchsdure bei der Ausbildung
der Augen im Emmentalerkdse zu. Der bei der Fabrikation im Koagel einge-
schlossene Milchzucker wird nach Orla Jensen8) in wenigen Tagen voll-
stindig vergoren, wobei Milchsdure als Hauptumsetzungsprodukt entsteht,
die sich mit den vorhandenen Kalksalzen zu Laktaten umsetzt. Fiir die nach
dieser Zeit vor sich gehenden Girungserscheinungen sind diese Laktate die
Energiequelle. Bei der beim 3—4 Wochen alten Emmentalerkiise einsetzen-
den Lochbildung werden die Laktate durch die Tatigkeit der Propionséure-
bakterien zu Propionsiure, Hssigsiure, Kohlendioxyd und Wasser abgebaut
(Orla Jensen?). Wie weit dieser Abbau sich erstreckt ist nicht bekanni.
Fir die Abklarung der tiefern Ursachen der Nachgirung, die sich weitaus
in der Mehrzahl der Fille als eine Wiederholung der die Lochung im
Kise bewirkenden Propionsduregirung erwiesen hat (G. Kestler und H.
Hostettler 1Y), verdient die Frage des Milchsiureabbaus im reifenden Kise
besondere Beachtung.
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In diesem Zusammenhang moge gleich die Frage, ob die im Kiseteig
vorhandene Milchsidure lediglich von Kohlenhydraten herstammt oder andern
Ursprungs ist, zur Diskussion gestellt werden. Insbesondere hat man zu
bedenken, ob nicht die beim Abbau der Eiweisstoffe entstehenden Amino-
sduren als weitere Quelle fiir eine Milchsdurebildung in Betracht fallen.
Aminosiduren sind schon in ganz jungen Késen vorhanden, geht doch neben
der schon wihrend der Fabrikation einsetzenden und nachher durch eine
michtige Bakterienvermehrung beschleunigten Umsetzung des Milchzuckers
in Milchsdure ein kréaftiger Eiweissabbau vor sich, der bis zur Bildung von
Monoaminosduren fithrt. Von den zahlreichen im K#se nachgewiesenen
Aminosiuren interessieren zur Diskussion der angeschnittenen Frage be-
sonders Alanin, Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan, enthalten diese
Korper doch in ihrem Molekiil das Kohlenstoffgeriist der Milchsidure, nur
dass die «-stindige OH-Gruppe der letzteren durch eine NH,-Gruppe er-
setzt 1st.

Vom Alanin gelangen wir chemisch sehr leicht zur Milchsdure, wenn
“wir uns vorstellen, dass durch hydrolytische Desaminierung die NH,-Gruppe
durch eine OH-Gruppe ersetzt wird.

CH3—CH—COOH-+H20 —> CH3—CH—COOH-NH3
gHz (|)H

Diese rein hydrolytische Desaminierung ist bei biochemischen Vorgin-
gen nicht nachgewiesen und nach H. Wieland und F. Bergel'?) schon aus
energetischen Griinden nicht anzunehmen. Beim Uebergang von Alanin in
Brenztraubensidure --NH; werden 16,4 Kal. frei pro Mol. Die Hydrierung
von Brenztraubensidure zu Milchsiure erfordert einen Aufwand von 45 Kal.
Die Desaminierung des Alanins zu Milchsdure wire sonach ein stark endo-
thermer Vorgang. Nach C. Oppenheimer1?) gibt es im biologischen Geschehen
anscheinend iiberhaupt keine hydrolytische Desaminierung, sondern nur eine
dehydrierende. «Aus Alanin wird sonach nicht direkt Milchsdure gebildet,
auch nicht iiber Methylglyoxal, sondern es geht — und ebenso Asparagin-
siure — in Brenztraubensiure iiber. Diese fillt als direkter Milchsidure-
Lieferant nicht in Betracht, geht aber als einzige Substanz ausser Milch-
saure bei der Meyerhof’schen Reaktion in der lebenden tierischen Zelle in
Kohlenhydrat tiber. Alanin ist sonach nur indirekt iiber Glykogen ein Milch-
sdurebildner. Milchsdure entsteht nicht beim direkten Abbau der Proteine.»

V. Ehrlich und K. A. Jakobson'*) haben gezeigt, dass Oidium lactis
I-Tyrosin in d-p-Oxyphenylmilchséure, d,1-Phenylalanin in d-Phenylmilchsidure
und 1-Tryptophan in l-Indolmilchséure iiberzufithren vermag. Allerdings be-
darf es hiezu reichlicher Zuckerzugaben, um die stark endotherme Reaktion
zu ermoglichen. Von W. Grimmer, W. Bodschwina und FE. Lingnawl)
ausgefithrte Versuche an einem mit Oidium lactis und Streptococcus lactis
beimpften milchzuckerhaltigen Kaseinndhrsubstrat bestitigten ebenfalls die
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Bildung von p-Oxyphenylmilchsiure. Bei einem zweiten Versuch, bei dem
das Nihrsubtrat aber keine Kohlenhydrate enthielt, wurden keine Oxy-
sauren gefunden und die Autoren fithren dies auf die lange Versuchsdauer
von 10 Monaten zuriick, indem sie annehmen, dass die von Oidium lactis
gebildeten Oxysiuren zu den ndchstniedrigen Carbonsduren abgebaut wur-
den. Dies diirfte insofern ein Trugschluss sein, als gar nicht erwiesen ist,
dass die Bildung von Oxysiuren {iberhaupt erfolgte. Durch die Untersuchun-
gen von O. Neubauwer und K. Fromherz16) ist gezeigt, dass der Abbau von
Aminosiuren durch Hefen (gewshnliche Bierhefe und Getreidepresshefe)
nicht tiber die Oxysdure (durch einfache hydrolytische Desaminierung) son-
dern iiber die Ketosdure (oxydative Desaminierung) nach folgendem Schema
erfolgt:

R
|
+Hz A CHOH
e Oxys#ure
@ s G OH
R R R R R
I/H+ 0 |/OH —NHs | —C02" |-~ +Ha2-
C\ —> C\ : — 0 ——> CH ——— CHOH
[N Elo | \NH2 | AN
COOH COOH COOH 0
Oxydation Desami- Dekarboxy- Hydrierung
nierung lierung
Aminosiiure Hydrat der Ketosdure Aldehyd Alkohol
Iminosiure

Beim Abbau der Aminosduren entsteht somit zuerst die Ketonsiure,
die dann sekundir durch optisch aktive Nebenreaktion in die aktive a-stin-
dige Oxysédure iibergeht, wihrend die Hauptreaktion zu dem um ein C-Atom
armern Alkohol fiihrt.

Wenn der Weg des Aminosdurenabbaues noch umstritten ist und nam-
‘hafte Forscher der Ansicht sind, dass nach der Oxydation (Bildung des
Imins) zuerst Dekarboxylierung und dann erst Desaminierung eintrete (Wie-
land’sche Auffassung, loc. cit.12), so ist doch der von Neubauer und From-
herz zuerst beschriebene Reaktionsablauf®der heute meist angenommene.
Jedenfalls ist sicher, dass sowohl bei der Hefegirung wie im tierischen
Organismus einzig die oxydative Desaminierung in Frage kommt. Wenn wir
diese Punkte alle in Betracht ziehen, so kommen wir fiir unsere Frage,
ob die beim Eiweissabbau im Kise entstehenden Aminosiduren als weitere
Quelle fiir eine Milchsiurebildung in Betracht falle, zu einer verneinenden
Antwort. Beim Hartkise sind die Verhédltnisse ohnehin. schon so (Anaero-
biose im Teig), dass ein oxybiontischer Abbau der Aminosiuren nicht mog-
lich ist. Aus demselben Grund und infolge der bei gewissen Kdsen angewen-
deten hohen Nachwirmetemperatur finden Hefen und Schimmelpilze hier
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keine Lebensmoglichkeit. Beim Weichkise dagegen, wo die Reifung zur
Hauptsache sich von der Rinde her vollzieht, spielen die Hefen und Schim-
melpilze eine wichtige Rolle. Die Moglichkeit der oxydativen Desaminierung
von Aminosiuren wire gegeben, doch miisste hier in Ermangelung des Milch-
zuckers Milchsiure selbst zur Aufbringung der zur Ueberfiihrung von «-
Aminosduren in «-Oxysiuren notwendigen Energie abgebaut werden. Da die
Bildung von Oxysduren aus Aminosduren wie gezeigt nur sekundir als
Nebenreaktion {iiber die entsprechende, primir gebildete Ketosiure vor
sich geht, ist es auch hier sehr unwahrscheinlich, dass es zu einer bemer-
kenswerten Bildung von «-Oxysduren kommt. Wir kommen damit zu dem
Schlusse, dass beim direkten Eiweissabbau im Kise keine Milchsdure ent-
steht und dass die im Kése vorhandene Milchsdure lediglich aus dem Milch-
zucker herstammt.
Il. Methodisches.
a) Der quantitative Nachweis der Milchsdiure.

Ueber den Milchsduregehalt vom Kise finden sich in der Literatur ver-
schiedene Angaben. Die Ermittlung der Milchsdure erfolgte dabei nach fol-
genden Methoden:

1. Im frischhergestellten Kése wurde der mit der Molke eingeschlossene
Milchzucker bestimmt und auf Milchsdure berechnet unter der Annahme,
dass der Milchzucker zu 10004 in Milchsdure iibergehe. Da die zur Kise-
bereitung verwendete Milch vielfach eine Vorreifung durchmacht, wird schon
etwas Milchsdure mit eingeschlossen. Auch kann der Umsatz des Milch-
zuckers zu Milchsdure von Nebenreaktionen begleitet sein, so dass diese
Methode zu ungenauen Resultaten fiihrt.

2. Gravimetrisch. Die Milchsdure wird als Zink- oder Lithiumsalz be-
stimmt. Diese Verbindungen sind nicht schwerléslich genug, um eine ge-
naue Bestimmung zu ermoglichen. Die Reindarstellung der Salze erfordert
wiederholtes Umkristallisieren, wodurch grosse Verluste auftreten. Die Los-
lichkeit der Salze der optischen Modifikationen der Milchsidure ist ver-
schieden und die Bestimmung aus diesen Griinden ungenau. Auf diesem Prin-
zip beruht die von S. Susuki und K. B. Hart'7) zur quantitativen Bestim-
mung der Milchsdure in Kise ausgearbeitete Methode.

3. Acidimetrisch. Die moglichst rein abgeschiedene Milchsiure wird
mit Natronlauge titriert. Die Methode ist nicht genau genug, da sie nicht
gestattet auch noch sehr kleine Milchsduremengen mit Sicherheit nach-
zuweisen.

4. Optisch. Die Milchsdure wird als Zink- oder Lithiumsalz polari-
metrisch bestimmt. Da es nicht leicht ist die Salze rein darzustellen und
sie nur geringes Drehungsvermogen aufweisen, das noch verschieden ist,
je nach dem ob wir d,-1,- oder dl-Milchsdure haben, ist die Methode unge-
nau. Bei kleinen Mengen fillt dies besonders ins Gewicht, so dass diese
Methode zur quantitativen Analyse sich wenig eignet.



112

Die unter 1—4 genannten Methoden erfordern ziemlich grosse Mengen
Analysenmaterial. Sie gelten heute als veraltet und werden kaum noch an-
gewendet. Die heute allgemein geilibte Bestimmung der Milchsdure ist ihr
Nachweis als Aldehyd.

5. Die Milchsdure wird in schwach schwefelsaurer Lisung mit KMnO,-
Losung zu Aldehyd oxydiert nach der Gleichung

2 ClH3—CH—COOH
b -+ 02 — 2 CH3—CHO + 2 H20 - 2 CO2
OH
und der entstehende Aldehyd abdestilliert, in Bisulfit aufgefangen und titri-
metrisch bestimmt.

6. Die Milchsédure wird mit konzentrierter Schwefelsdure zu Aldehyd
oxydiert und derselbe kolorimetrisch nachgewiesen mit Phenolen oder Alka-
loiden der Morphiumgruppe, wobei Kondensation zu farbigen Korpern eintritt.

Die Bedeutung der Milchsdure im Kohlenhydratstoffwechsel des tieri-
- schen Organismus hat es mit sich gebracht, dass der Bestimmung dieser
Siaure in den letzten Jahren grosse Aufmerksamkeit geschenkt wurde und
von zahlreichen Autoren wurden die unter 5. und 6. genannten Methoden
immer weitergehenden Verbesserungen unterzogen. Wir wandten gleich von
Anfang an unsere Aufmerksamkeit dem unter 5. umschriebenen Verfahren zu.

Die grundlegenden Prinzipien fiir diese Methode wurden von .J. Boas18)
ausgearbeitet. Die Milchsdure wird mit Braunstein zu Aldehyd oxydiert,
dieser abdestilliert und in alkoholischer Jodlosung aufgetangen, wobei sich
bei Gegenwart von Alkali Jodoform bildet (Aldehydbestimmung nach Messin-
ger). Aus reiner Milchsdurelosung wurde 7800 des berechneten Wertes er-
halten. Eine Verbesserung des Verfahrens fiihrte KE. Jerusalem?) ein, in-
dem er als Oxydationsmittel Kaliumpermanganat verwendete. Eine eigent-
liche Ausarbeitung der Methode erfolgte erst durch O. von Fiirth und D.
Charnass®Y). Der Aldehyd wurde nunmehr nach Ripper?2!) in {iberschiissi-
ger Bisulfit-Losung aufgefangen und der Sulfit-Ueberschuss jodometrisch
zuriicktitriert. Der an Losungen von reinem Lithiumlakat festgestellte
Fehler betrigt durchschnittlich 1104. Fir die Physiologie von Bedeutung
waren die nunmehr von Clausen??) angebrachten Verbesserungen. Der Autor
wies darauf hin, dass die nach der Enteiweissung nach Schenck oder
Folin-Wu im Filtrat verbleibenden und fiir die Milchsiurebestimmung schid-
lichen Substanzen die Kohlenhydrate sind. Zu deren Entfernung empfiehlt
er die Fallung mit Kupfersulfat und Kalziumhydroxyd nach wvan Slyke-
Salkowski23),24).

Durch Ausschaltung der bisher iiblich gewesenen Extraktion der Milch-
sdure mit Aether oder Amylalkohol erfuhr die Methode eine wesentliche-
Vereinfachung. Die Ergebnisse von Clausen wurden von Hirsch-Kauff-
mann 2°) tiberpriift und die Methode mit einigen Verbesserungen in Deutsch-
land eingefithrt. Hirsch-Kauffmann wies nach, dass neben den bereits be-
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kannten Faktoren wie Konzentration der verwendeten Permanganat-Lisung
und Geschwindigkeit ihres Zutropfens auch das Volumen der Fliissigkeit,
aus der die Ueberfiihrung der Milchsiure erfolgt, zu beachten ist. Die
Fliissigkeitsmenge soll nach Angaben des Autors fiir 1,2 bis 3,5 mg Milch-
siure nicht mehr als 20 em? betragen. Von Friedemann, Cotonio und
Shaffer?%) vorgenommene Untersuchungen iiber die bei der Oxydation der
Milchsédure zu Aldehyd sich abspielenden Vorginge ergaben, dass die Oxy-
dation zur Aldehydstufe durch das Mangandioxyd erfolgt, wiahrend die zu
Verlusten fithrende Weiteroxydation des gebildeten Aldehydes zu Essig-
saure durch das Permanganat bewirkt wird. Die Forscher schlagen des-
halb vor zu der zu oxydierenden Milchsiurelosung Manganosulfat zuzusetzen,
wodurch das Permanganat momentan in Mangandioxyd iibergeht. Auf diese
Weise gelingt es die Milchsiure-Bestimmung in wesentlich kiirzerer Zeit
durchzutithren. Noch weiter gehende Verbesserungen der Methode wurden
von Embden und seinen Mitarbeitern angebracht2?). Um Fehler, die mog-
licherweise auf Unregelmassigkeiten im Zutropfen der Permanganat-Losung
zuriickgehen, zu vermeiden, wird eine Tropfvorrichtung beschrieben. Nach
E. Lehnartz?®) kann ein ungleichmissiges Erhitzen des Oxydationskolbens
zu fehlerhaften Resultaten [iihren. Um das schidliche Ueberhitzen zu ver-
hindern, trennt Lehnartz den Oxydationskolben von der Flamme durch eine
Asbestplatte von 20 e¢m im Quadrat (beschrieben bei . Embden, loc. cit. 27).
Damit die Kolbenwdlbung der Asbestplatte iiberall anliegt wird in- der
Mitte eine Hohlung herausmodelliert, die so tief sein soll, dass die Fliissig-
keits-Oberflache bei Verwendung einer Fliissigkeitsmenge von 20 cm? den
obern Rand der Hohlung um 1—2 mm iiberragt. Unvermeidbare Schwankun-
gen in der Flammengrosse werden damit ausgeglichen und die Destillation
verliuft so durchaus gleichméissig. Nach den Angaben von Lehnartz ist es
moglich bis auf Milchsduremengen von 0,02 mg herab die Fehlergrenze
von + 20 nicht zu iiberschreiten. ‘

Andere Autoren wollen weniger glinstigere Ergebnisse erhalten haben,
s0 Davenport und Davenport2?), Meyerhof3%) und Meyerhof & Lohmann 31).
Nach letzteren kann sich der Milchsiureverlust von 39 auf 1096 erhohen.
Anneliese Hansen und . Riesser®2) haben zur Ueberpriifung des von B.
Mendel und J. Goldscheider3®) ausgearbeiteten kolorimetrischen Milchséure-
nachweises Paralellbestimmungen nach Hirsch-Kauffmann und spiter Leh-
nartz vorgenommen und befriedigende Ergebnisse erhalten. Doch geben die
Autoren nicht zu, dass sich Milchsduremengen von 0,1 mg und darunter nach
Lehnartz zuverldassig bestimmen lassen. Als unterste Grenze fiir die Bestim-
mung geben sie 0,3 mg an, wihrend sie 0,50 mg als verlissig bestimmbar
erachten.

Trotz dieser Einwendungen schien uns die Methode von Lehnartz, die
die Verbesserungen von von Fiirth-Charnass, Clausen, Hirsch-Kauffmann,
Embden, Friedemann-Cotonio-Shaffer in sich vereinigt, am besten geeignet
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und es galt zundchst deren Leistungsfihigkeit zu iiberpriifen. Zur Herstel-
lung von Milchsdurelosungen von bekanntem Gehalte bedienen wir uns kéuf-
lichen Lithiumlaktates (Kahlbaum), das wir am Riickflusskiithler mit Alkohol
auskochten, zweimal aus Wasser umkristallisierten
und bei 103° trockneten. Fiir die Ueberfiihrung der
Milchséure konstruierten wir nach den Beschreibungen
von Embden und Lehnartz eine Apparatur von Glas-
schliffverbindungen (Abbildung 1). Wéhrend Embden
und Lehnartz die Tropfvorrichtung bis knapp iiber
die Oberfliche der Milchsdurelssung herunterfiihrten,
haben wir die aus der Abbildung ersichtliche Anord-
nung vorgezogen. Wir konnten bei der alten Aus-
fihrung nicht vermeiden, dass sich in dem langen
Rohre Gtasblasen bildeten und die Permanganatlésung
stossweise herausgetrieben wurde und auf diese Weise
ein gleichmiissiges und zuverlissiges Arbeiten des
Tropfers nicht moglich war. Bei der neuen Anordnung
ist dieser Nachteil vollstindig behoben. Die beiden ilchisaureld

Geféisse ¢ und d dienen zur Aufnahme von .- Per- M
manganatlosung und destilliertem Wasser. Um 1 der et

fiir die Oxydation verbrauchten Permanganatmenge ein k
Mass fiir die oxydierte Milchsiiuremenge zu haben (1 ¢m3 verbrauchte - - Per-
manganatlosung entspricht theoretisch 0,09 mg Milchsdure), wird das zur
Aufnahme der Oxydationslésung vorgesehene Vorratsgefiss mit einer Tel-
lung versehen. Zur Erleichterung der genauen Einstellung der Tropfgeschwin-
digkeit ist der Hahn e eingefeilt. Durch Aneinanderreihen von 6 Apparaten
wurde eine Apparatur geschaffen, die die serienweise Analyse ermdoglicht.

Von einer Standardlosung von 108 mg Lithiumlaktat in 100 ¢m3 Wasser
(entsprechend 1 mg Milchsiure pro 1 em? Losung) stellt man sich geeignete
Verdiinnungen her und gibt von diesen 20 em? in den Oxydationskolben.
Es werden 2 cm? einer 59pigen Schwefelsiure, die 500 Manganosulfat ent-
halt, zugesetzt und ferner eine Messerspitze Talk oder Bimssteinpulver um
den Siedeverzug zu verhindern. Man setzt den Oberteil ein, wobei man sich
zu iiberzeugen hat, dass die Vorratsgefiisse richtig beschickt sind. Ins-
besondere hat man darauf zu achten, dass die von den H#hnen a und b
nach dem Hahn e und dem Tropfer f filhrende Rohre kein Permanganat,
sondern nur destilliertes Wasser enthdlt. Es wird nun mit kriftiger
Flamme angeheizt und die Vorlage zur Aufnahme des Aldehyd vorgelegt.
Sobald der wagrechte Teil des aufsteigenden Rohres erwirmt ist, wird mit
destilliertem Wasser die Tropfgeschwindigkeit eingestellt. Nach Lehnartz
sollen 40 bis 50 Tropfen pro Minute, bei sehr kleiner Milchsduremenge 20
bis 30 Tropfen pro Minute zutropfen. Wenn die Tropfgeschwindigkeit rich-
tig eingestellt ist, dreht man den Wasserzulauf ab und ofinet den Hahn am



115

Permanganatvorratsgefiss. Die Tropfgeschwindigkeit ist von Zeit zu Zeit
mit der Stoppuhr zu kontrollieren. Die Vorlage wird mit 10 cm? & Natrium-
bisulfit beschickt und mit Eis gekiihlt. Die Oxydation ist beendet, wenn die
Flissigkeit im Kolben sich rosa zu firben beginnt. Man senkt die Vorlage,
spritzt mit Wasser ab, dreht die Permanganatzufuhr ab, 6ffnet wieder den
Hahn am Wasservorratsgefiss und lisst noch einige Minuten sieden. Die
nunmehrige Bestimmung des gebildeten Aldehydes erfolgt nach Clausen (loc.
cit.22). Das iiberschiissige Bisulfit wird mit f-Jodlésung zuriicktitriert. In
der Nihe des Umschlagspunktes wird mit .5 oder ., -Jodlosung bis zur
gerade erkennbaren Blaufarbung titriert. Zur bessern Erkennung des Um-
schlagpunktes wird nach dem Vorschlag von Lehnartz etwas Talkum zuge-
setzt und zum Vergleich ein zweiter Kolben, der nur Wasser und Talk ent-
hilt, herangezogen. Auf diese Weise kann der Umschlag auf ;;; cm?, ,; oder
2o Jodlosung festgestellt werden. Danach wird die Aldehyd-Bisulfitverbin-
dung durch Zusatz von einigen Gramm Natriumbikarbonat oder sekunddrem
Natriumphosphat gespalten. Aus einer braunen, mit ., cm?®Teilung ver-
sehenen 5 cmi-Biirette fligt man nun g ;- bezw. ;-Jodlosung zu bis zum er-
neuten Umschlag. Die Titration ist beendet, wenn erneutes Zusetzen von
Natriumphosphat die Blaufirbung fiir einige Minuten nicht zum Verschwin-
den bringt. Die Einstellung der Jodlosung erfolgt zu jeder Bestimmungs-
serie (6 Bestimmungen) mit 5; Arsenitlosung in mit sekundirem Natrium-
phosphat alkalisch gemachter Losung. Der Titer der Arsenitlésung wird
jede Woche mit reinem sublimiertem Jod kontrolliert. Die Berechnung der
Milchséurewerte geschieht wie folgt:
1 em? 5 -Jodlosung entspricht 0,225 mg Milchséure,
1 em? ), -Jodlosung entspricht 0,09 mg Milchsiure.

Die Bestimmung von Milchsduremengen unter 0,1 mg machte im An-
fang etwas Schwierigkeiten, indem sonderbarerweise die Resultate stets
viel zu hoch ausfielen. Es erwies sich schliesslich, dass die geringsten
Verunreinigungen in den Apparaten oder im destillierten Wasser zu einem
Mehrverbrauch von Jod fithren und damit.einen zu hohen Milchsiurewert
vortduschen konnen. Nachdem wir das zur Verfligung stehende destillierte
Wasser nach Zsigmondi3*) durch einen Silberkiihler destillierten, die Appa-
rate peinlich sduberten und ferner die mit der Leerprobe verbrauchte Jod-
menge in Anrechnung brachten, war es auch moglich Milchsiduremengen
unter 0,1 mg zu bestimmen. 24 nacheinander ausgefiihrte Bestimmungen
ergaben folgende Resultate:

Milchsédure
vorgelegt gefunden %
mg mg
0,5462 0,5519 101,0
0,5462 0,5557 1011
0,8741 0,8802 100,7

0,8741 0,8733 99,90
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vorgelegt gefunden 0/
mg mg

1,770 1,7554 99,17
1,770 1,7596 99,41
3,815 3,825 100,26
3,815 3,816 100,08
0,1907 0,1918 100,68
0,1907 0,1910 100,15
0,1018 0,1034 101,8

0,1018 0,1004 98,64
0,05089 0,0507 99,63
0,1026 0,1006 98,12
0,1026 0,1015 98,98
0,0516 0,0512 99,23
0,0516 0,0508 98,35
1,911 1,919 100,42
1,438 1,406 98,12
0,9555 00,9438 98,77
0,7167 0,7082 98,30
0,4778 0,4706 98,49
0,04574 1012

0,0183 101,45

Es ergibt sich aus diesen Zahlen, dass die beschriebene Methode der
Milchsidurebestimmung Milchsduremengen bis 0,018 mit einer Genauigkeit
von -+ 200 zu bestimmen gestattet, wobei 0,1 mg, noch als verldssig be-
stimmbar erachtet werden kann. Neuerdings noch beschriebene Modifika-
tionen (W. Miiller-Parcham3®) H. Lieb und M. K. Zacherl36), H. Fuchs37)
vermogen dieses Resultat nicht zu verbessern und stellen lediglich metho-
dische und apparative Komplizierungen dar.

b) Die Abtrennung der in der Kdisemasse vorhandenen Milchsdure.

Die in der Kisemasse vorhandene Milchsdure moglichst rein und frei
von Stoffen, die bei der Oxydation mit Permanganat bisulfitbindende Sub-
stanzen entwickeln, abzutrennen, erwies sich als besonders wichtiger Punkt
fiir unsere Aufgabe. In erster Linie kénnen die mit der Milchséiure verwand-
ten Stoffe wie Brenztraubensiure, Glyzerinaldehyd, Methylglyoxal, Dioxy-
aceton Fehler verursachen, ebenso [3-Oxybuttersdure und Azetessigsidure
(0. Fiirth?8). Von schiddlichem Einfluss sind ebenfalls Milchzucker wie alle
Kohlenhydrate (Clausen, loc. cit.22), A. Meyer39), L. Rosenthaler0), F.
Faschler und J. Reil*') und Zitronensdure, indem diese Korper bei der Oxy-
dation mit Permanganat Aldehyd und Aceton liefern. Im Hartkise verschwin-
det der Milchzucker schon nach kurzer Zeit (Orla-Jensen, loc. cit.®) und
auch die Zitronensiure wird von den im jungen Ké&se zahlreich vorhandenen
Mikroorganismen sofort aufgezehrt und verschwindet nach amerikanischen
Forschern42) schon nach wenigen Stunden aus der Kisemasse. Nach K.
Jerusalem*?) sind Fettsduren, Lezithin, Cholesterin, Bernsteinsdure, Benzol,
Hippursdure, Brenzkatechin, Phenylessigsiure, Hydrozimtsdure, Oxyphenyl-
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essigsdure, Skatol, Gallensdure, Gallenfarbstoffe ohne Einfluss auf das Er-
gebnis der Milchsdurebestimmung. 4. Meyer3?) bestitigt, dass Essigsiure,
Propionsdure und Buttersdure ohne Einfluss auf das Ergebnis sind. Dies
ist insofern sehr wichtig, als damit gezeigt ist, dass die von KE. Witze-
mann®), H. D. Dakin*®) und Ladislav Klinc*) bei der Oxydation von
Propionsdure und Buttersdure mit Wasserstotffsuperoxyd festgestellte und
unter der Bildung von Aceton und Aldehyd verlaufende (3-Oxydation nicht
eintritt.

Insbesondere war nun zu entscheiden, ob die an sich sehr gute und
bei reiner Milchsdurelosung wie gezeigt zuverlissig arbeitende Bestimmungs-
methode in der beschriebenen Form (Féllung der Eiweisstoffe und der Koh-
lenhydrate und unmittelbare Oxydation des endlichen Filtrates) auch dann
angewendet werden kann, wenn niedere Spaltungsprodukte des Eiweisses
vorhanden sind, denn diese werden durch die iiblichen Eiweissfillungs-
methoden nicht weggeschafft. Nach Dakin, Breini und Baudisch, C. Neu-
berg®7) liefern die z-Aminoséuren bei der Oxydation mit Wasserstoffperoxyd
die um ein Kohlenstoffatom drmern Aldehyde:

CH3s — CH (NHz2) — COOH ———> CHs — CHO

Die Bildung von Aldehyd oder andern bisulfithindenden Substanzen bei
der Oxydation mit Kaliumpermanganat kann somit moglich sein. Um die
Frage endgiiltig abzukliren, stellten wir uns aus Kasein Hammarsten, Pep-
ton Witte, den im Emmentalerkése nachgewiesenen Aminosiuren und Fett-
sauren und wechselnden Mengen Milchsdure (in Form von Lithiumlaktat
zugesetzt) durch Schmelzen mit sekunddrem Natriumphosphat einen kiinst-
lichen Schmelzkése her:

Muster Nr. Milchsiuregehalt in 9
1 1,744
II 0,3657
111 0,0486
IV ohne Zusatz

Mit abgewogenen Mengen dieser Kisemuster wurden nun die bekante-
sten Eiweissfidllungen vorgenommen und die Filtrate direkt der Oxydation
mit Kaliumpermanganat unterworfen, so die Féllung nach Schenck (Subli-
mat-Salzsidure) nach Denis und Minot (Kupfersulfat-Kalziumhydroxyd), nach
Carrez (Ferrocyankalium-Zinksulfat), die Féllung mit Ammonsulfat, Phos-
phorwolframsiure, Trichloressigsdure, Natriumwolframat und Trichloressig-
sdure. Die erhaltenen Milchsdurewerte waren teils viel zu hoch, bis zu
600/ der berechneten Mengen, teils viel zu niedrig, 50—400/ des theo-
retischen Wertes. Parallelbestimmungen stimmten nie zusammen. Bei Kése-
muster IV (ohne Milchsidure) wurde in allen Fiallen Milchsdure vorgetiuscht.
Damit war fiir uns klar, dass wir auf diese Weise zu keinen diskutierbaren
Werten gelangen konnten. Die von andern Autoren (4. Meyer, loc. cit.??)
nach diesem Prinzip gewonnene Werte halten der sachlichen Kritik nicht



118

stand. Um die Milchsiure von den schidlichen Eiweissabbauprodukten zu
trennen, griffen wir nun zum Ohlson’schen Prinzip der Extraktion mit
Aether zurtick, welches Verfahren schon €. Neuberg®) zum Nachweis der
Milchsiure in proteosen- und aminosiurehaltigen Medien empfohlen hatte.
Da aus gesittigter Ammonsulfatlésung eine rasche Extraktion moglich ist
(Teilungskoeffizient 0,3 fiir gesittigte Ammonsulfatlosung, 0,1 fHir Wasser),
war die Féllung der Eiweisstoffe mit Ammonsulfat vorzunehmen. Dabei
wurde wie folgt vorgegangen: Eine Probe Kise wird verrieben, davon 1 bis
5 g Kise in einem Erlenmeyerkolben mit 40 cm? -NaOH iiberschichtet
und der Kolben verschlossen. Die Késemasse l6st sich nun langsam auf
und wird in eine gleichméssige Emulsion iibergefiihrt. Durch Einstellen in -
ein Wasserbad von 50—60¢ wird die Auflosung beschleunigt. Ein Umsatz
der Kisemasse insbhesondere der-Aminosiduren mit der Natronlauge im Sinne
einer hydrolytischen Ammionikabspaltung konnte nicht beobachtet werden
(Kontrollversuche mit Alanin und Natronlauge). Die Emulsion wird mit
180 em® heissem Wasser in einem Messkolben von 300 cm? iibergespiilt,
danach in der Wirme mit Ammonsulfat gesittigt, indem man von diesem
zufiigt bis die Fliissigkeit die Marke erreicht. Man verschliesst, schiittelt
kriaftig, lisst unter mehrmaligem Schiitteln erkalten, fiillt nach einigen
Stunden stehen mit gesittigter Ammonsulfatlosung zur Marke auf und fil-
triert durch ein Faltentfilter. Durch den Zusatz des Ammonsulfates zur
alkalischen Kiseemulsion fallt das pug auf ca. 7,5. Auf diese Weise errei-
chen wir, dass die Milchsiure in der schwach alkalischen Fliissigkeit ver-
bleibt und keine Adsorptionsverluste eintreten. Wird die Fdllung dagegen im
sauren Gebiet vorgenommen, indem wir die Natronlauge mit Sdure bis zur
Rotfarbung von Lackmus abstumpfen und dann erst Ammonsulfat zufiigen,

treten solche Verluste tatséchlich auf. Drei mit Késemuster I

(1,744 %, Milchsiiure) vorgenommene Bestimmungen ergaben niim-

lich: 1. 64,46 9,, 2. 69,47% und 3. 67,62°% der berechneten

Milchsiurewerte, wihrend nach der ersten Methode, wie wir
- noch sehen werden, viel bessere Resultate erhalten werden. Die

im alkalischen Gebiet in der beschriebenen Weise vorgenom-

mene Fillung ist vollstindig, denn bei der nachfolgenden An-

siuerung der Ammonsulfatlosung mit Schwefelsdure erfolgt

keine Fillung mehr, sondern hichstens eine leichte Trithung.

Zur Extraktion der Milchséure aus der gesittigten Am-
T monsulfatlosung bedienten wir uns des von Tanaka und Endo49)
beschriebenen Extraktionsapparates nach Kumagawa-Suto (Ab-
bildung 2). Die Arbeitsweise des Apparates ergibt sich un-
mittelbar aus der Abbildung. Die zu extrahierende Fliissig-
K keit wird in den Tubus T gegeben, der so dimensioniert ist,

dass die Fliissigkeit bis 5 cm unter die Miindung des seit-
Abbildung 2. Jichen Armes reicht. Der im Kolben K befindliche Aether

0 5 10 15cm
, S L J
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verdampft, steigt durch den seitlichen Arm bis zum Kiihler empor, wird kon-
densiert und fillt in den Injektor J. Dieser besitzt unten eine kugelige Aus-
buchtung J’, die mit 10 bis 12 kleinen 0,2 mm weiten Bohrungen versehen
ist. Der herabfallende Aether wird dadurch fein verteilt, steigt durch die
Flussigkeitssiiule empor und fliesst durch die Miindung des Seitenarmes nach
unten ab, wo er den Kreislauf von neuem beginnt. Durch aneinanderreihen
von sechs Apparaten wurde auch hier das serienweise Arbeiten ermiglicht®).
Die Extraktionswirkung ist sehr gut. Aus Ammonsulfatlosung, die 200 mg in
200 c¢m3 enthielt, war die Milchsdure nach vier Stunden zu 999, extrahiert.

Von der wie beschrieben gewonnenen, schwach alkalischen Ammonsul-
fatlosung werden 200 cm? in den Tubus T verbracht, mit 20 cm?® 509oiger
Schwefelsiure angesiuert, und Injektor und Kiihler angebracht. Der Kolben
K wird mit einigen Gramm reinem Zinkkarbonat, 130—140 gereinigtem, {iber
Natrium destilliertem Aether und 30 cm? destilliertem Wasser beschickt,
an den Oberteil des Apparates angeschlossen und in ein Wasserbad von
90 bis 950 C. eingesetzt. Nach 4 Stunden wird der Kolben abgenommen
und der Aether abdestilliert.

Die in der Weise abgetrennte und in Zinklaktat iibergefiihrte Milchsdure
ist noch zu wenig rein und kann noch Substanzen erhalten, die ein Mehr
an Milchséure vorzutduschen vermdgen. Zur weitern Reinigung wird nun
wie folgt vorgegangen: Vom {iberschiissigen Zinkkarbonat wird heiss in
eine 170—200 cm? fassende Glasabdampfschale filtriert und der Filter-
riickstand mit heissem Wasser griindlich nachgewaschen. Auf dem Wasser-
bad wird nun zur Trockne eingedampft, bei 110—117¢ getrocknet, mit
wenig heissem Wasser aufgenommen und an der Wasserstrahlpumpe durch
eine Allihn’sche Rohre in einen 100 cm? Messkolben filtriert. Die Filter-
rohre enthdlt iiber der Filterplatte eine 1 c¢m dicke Schicht langfaserigen,
gereinigten Asbestes und dariiber eine ebensolche Schicht reiner Tierkohle.
Mit heissem Wasser wird nachgewaschen bis die Marke nahezu erreicht ist.
Auf diese Weise gelingt es Verunreinigungen zum grossten Teil abzutren-
nen und das Zinklaktat nahezu rein herzustellen. Nach Erkalten und Auf-
fiillen zur Marke wird in einem aliqguoten Teil wie unter a) beschrieben
die Milchsiure bestimmt. Da wie gezeigt die Milchsidurebestimmung ebenso
genau ist, ob wir mit 1 mg oder mit 0,1 mg Milchsdure operieren, geniigt
es 0,5—1 em? Fliissigkeit fiir den quantitativen Nachweis zu verwenden.

Auf diese Weise wurde in den Kdsemustern I, II, III und IV, in schnitt-
reifem Greyerzer- und Emmentalerkiise sowle in einigen weitern Késesor-
ten die Milchsdurebestimmung vorgenommen. Um entscheiden zu konnen,
ob in den abgewogenen mit Natronlauge versetzten Késeproben der Milch-
sduregehalt sich bei lingerem Aufbewahren der Proben noch #éndert, wurden
die Parallelproben alle gleichzeitig angesetzt, aber in verschiedenen Zeit-

*) Simtliche Glasarbeiten wurden von der Glasbliserei Wiitrich & Haferkorn, Bern,
ausgefiihrt.
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abstinden weiter verarbeitet. Es zeigt sich dabei, dass der Milchsiuregehalt
sich gleich bleibt, ob wir in den angesetzten Proben sofort oder erst nach
einigen Wochen die Milchsiurebestimmung vornehmen.

Die Resultate sind nun folgende:

2 S Milchsiuregehalt in mg oefund
11‘01)(’;1_1(1[‘1;2?;511011‘5 Verwendete pro 100% Substanz - ]\]jﬁ;}a]fsl;i?lt}-ir;i %
nach Ansetzen Substanzmenge berechnat ‘ gefunden | der berechneten
l g *' mg ! mg } 0/0
Kcisemuster 1
2 Tage 9,5786 1744 1730 99,16
8 » 2,0688 1744 1782 102,20
8 » 10,8556 1744 1709 97,99
41 » 9,9632 1744 1727 99,22
41 » 6,6882 1744 1763 101,0
43 » 6,0128 1744 1734 99,45
Kdsemuster 11
20 Tage 10,615 365,7 361,8 98,93
20 » 10,427 365,7 358,2 97,94
Jo B 12,841 265,7 369,2 98,21
Kdisemuster TI1
20 Tage 5,782 48,60 49,31 101,45
20 » 4,842 48,60 48,81 100,42
20 » 12,470 48,60 49,40 101,63
Kiisemuster IV
20 Tage 14,167 0 1.5 ’ —
20 » 17,327 0 & 2,45 —

In den Kisemustern I—III wird die Milchsdure nahezu quantitativ wie-
dergefunden. Bei Késemuster IV wird dagegen nur eine sehr kleine Milch-
sauremenge vorgetduscht, was beweist, dass es nach unserer Methode wirk-
lich gelingt die schidlichen Substanzen abzutrennen.

Greyerzer, 246 Tage alt, mit iibertriebener nisseriger Lochung:

nach Ansetzen Substanzmengen | 5 100 ¢ Substanz
g mg
2 Tage 3,717 7441
2 » 9,266 730,1
37 5,005 7414
37 » 7,265 757,0
37 » 5,198 738,1
S A ' 5,436 750,7
37 » 10,672 731,5
t)

Der durchschnittliche Wert betrigt 743,1 mg. Der hochste und der
tiefste Wert weichen vom Mittelwert um --1,9000 bezw. —1,780% ab.
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Diese Schwankungen liegen noch in der Fehlergrenze der Milchsdurebestim-
mung von maximal -+ 20/.

FEmmentaler, sparsam gelocht, Glis:

Verarbeitete Gefunidene Milchsiure
Substanzmenge in mg pro 100 g Substanz
g mg

1 9,568 825,3

2. 9,714 8126

3. 9,8738 814,9

4, 9,925 824,7

. 9,748 821,1

6. 9,805 8187

Der Mittelwert betrédgt hier 816,75 mg. Der héchste Wert differiert
vom Mittelwert um -}8,6 mg (= 1,206 des Mittelwertes), der niedrigste
um —4,1 mg (= 0,572% des Mittelwertes).

Nachdem sich unsere Methode als zuverldssig erwiesen hatte, wurden
nachfolgende Késesorten auf Milchsdure untersucht. Zur Kontrolle wurde
neben der Aldehydmethode die Milchsiure als Zinksalz zur Wigung ge-
bracht und daraus berechnet. Zudem wurde im Zinksalz durch Veraschen
der Zinkgehalt bestimmt. Zur gravimetrischen Bestimmung des Zinklaktates
wurde die nach Vornahme der Oxydation verbleibende Losung (99—99,5 cm?)
in Glasschalen eingedampft, der Riickstand wiederum bei 110—117° getrock-
net, mit heissem Wasser aufgenommen und die Lisung an der Strahlpumpe
durch ein mit Asbest und Tierkohle beschicktes Mikrofilterréhrchen in
einen gewogenen Glasbecher von 25 cm? filtriert. Man wischt mit heissem
Wasser nach und dampft durch Aufstellen auf einen Trockenschrank zur
Trockne. Der 2 Stunden bei 110—117¢ getrocknete Riickstand soll absolut
weiss sein und sollte, zur Wigung gebracht, dem nach der Aldehydmethode
gefundenen Milchsiurewert entsprechen. Die an den angeliihrten Kisesorten
vorgenommenen Kontrollbestimmungen zeigen, dass immer noch Verunreini-
gungen vorhanden sind, die umso mehr ins Gewicht fallen, je weniger Milch-
sdure vorhanden ist. Bei Limburger, Brie, Roquefort, Camembert, Gorgon-
zola und Vacherin ist die Uebereinstimmung entsprechend schlecht. Bei
diesen Kiésen ist das reichliche Vorhandensein von Fettsiuren, die bei der
Extraktion mit Aether mitgenommen werden, die Ursache der grossen Dis-
krepanz der beiden Werte. Ebenso ist es beim Emmentalerkise und wohl
auch beim Greyerzerkidse, indem bei diesen durch die Propionsduregirung
~ reichliche Mengen Propionsiure und Essigsdure®*) gebildet werden. Auf die
oxydative Ueberfithrung der Milchsdure in Aldehyd haben diese Verunreini-
gungen, wie schon erwihnt, keinen Einfluss. Bei den iibrigen Késesorten
ist die Uebereinstimmung in den beiden Milchsdurewerten befriedigend.

*) Bei jungem Emmentalerkise, bei dem die Propionsiuregiirung noch nicht eingesetat
hatte, wurde in den beiden Milchsiurewerten ebenso gute Uebereinstimmung erhalten, wie
bei den andern Kisen.
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Zur Bestimmung des Zinkgehaltes wird nach Vornahme der polarimetri-
schen Untersuchung (s. u.) die Laktatlosung in gewogenen Porzellantiegeln
eingedampit, der Riickstand bei 110—117¢ getrocknet, {iber kleiner Flamme
vorsichtig ‘verbrannt, bis zur Gewichtskonstanz geglitht und als ZnO zur
Wigung gebracht. Reines wasserfreies Zinklaktat ergibt 33,4406 ZnO. Die
erhaltenen Werte, mit Ausnahme bei Gorgonzola- und bei Emmentalerkise,
beweisen die befriedigende Reinheit des isolierten Zinklaktates.

Gefundene Milchsiuremenge

Kiisesorte in mg pro 100 g Substanz Zn0 [a]p 20
titrimetrisch  gravimetrisch
mg mg o/

Kmmentaler (normal, 263 Tage) 668,8 826,9 40,33 — 0,07°
Greyerzer (normal, 239 Tage) . 989,1 — - —
Spalen . 5. 0 8 s 1035,2 1025,8 34,07 0,00
Saanen . . . . . . 913,38 1001,8 34,78 0,00
Vacherin . . . . . . 49,6 116,5 = —
Cacio cavallo . . . . 1260,0 1276,3 34,57 — 0,08°
Parmesgan . 50 o o Sl ot 151 el 1386,5 34,48 — 0,24°
Pel Paeae: " Aurdi ity 535,6 601,7 35,42 — 0,07°
Gorgonzola' . <. . . . 126,1 191,2 50,76 -+ 0,28°
Stracchino . . . . . 906,2 947 7 32,85 — 0,19°
Tilsiter . . . . . . 901,5 946,1 35,87 0,00
Goadari s o ey o 1099,0 1111,6 34,46 — 0,05°
Haamer raly o, w2t aahe 1059,2 1073,7 34,14 — 0,60°
Camembert AL e g 30,2 90,2 — —
Roquefort . . . . . 51,9 137,83 - —
Brie - civ o v & 2,96 71,1 - —
Limburger. .0 .~ .. . . 6,2 1151 — —

Aug diesen Zahlen zeigt sich deutlich, dass bei den typischen ausge-
reiften Weichkédsen die Milchsdure nahezu vollstdndig verschwindet, wih-
rend sie in den Hartkidsen immer noch in reichlichem Masse vorhanden ist.
Auffallend ist, dass der Emmentaler von den Hartkisen den tiefsten Milch-
sduregehalt aufweist. Wir miissen aber bedenken, dass ein Teil der Milch-
sdure bei der Lochbildung abgebaut wird und dadurch das Absinken des
Milchsduregehaltes bedingt ist. Immerhin ist auch so der Milchsduregehalt
noch ziemlich hoch, ein Resultat, das gerade bei der weitern Abkliarung des
Problems der sogenannten «Nachgirung» richtungweisend ist und Beach-
tung verdient.

¢) Die Bestimmuny der optischen Modifikation der Milchsdiure.

Zur Bestimmung der optischen Modifikation der Milchsidure wird das
zur Wigung gelangte Zinklaktat in der 55-fachen Menge Wasser (die nach
der Aldehydmethode gefundenen und auf Zinklaktat umgerechneten Werte
dienen als Grundlage) gelost, notigenfalls durch ein Filterréhrchen nach
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Pregel filtriert und die klare Losung im Polarimeter auf ihr Drehungs-
vermogen gepriift. Das Zinksalz der d-Milchsdure ist linksdrehend, das

der

I-Milchsdure dagegen rechtsdrehend. Fiir eine 9,080pige Losung gel-

ten folgende Werte: |[a]p20 = —6,06° bezw. [a]p20 = + 8,6°.

1

2
3

4

Zusammenfassung.

. Fiir die Erfassung der bei den Reifungsvorgingen im Kise und bei der

Ausbildung der physikalischen Eigenschaften des Kiseteiges sich ab-
spielenden Gérungsvorginge erweist sich die Milchsiurebestimmung als
von grundlegender Bedeutung.

. Die Moglichkeit der Entstehung von Milchsdure beim Eiweissabbau im

Kise wird verneint. Die im Kise vorhandene Milchsidure stammt ledig-
lich von Milchzucker her.

. Die Methode wird beschrieben, die gestattet Milchsiuremengen bis

0,1 mg in 20 cm3-Losung mit einem maximalen Fehler von -+ 204 nach-
Zuwelsen.

. In proteosen- und aminosiurehaltigen Medien muss die Milchsdure nach

Ohlson mit Aether extrahiert werden. Zu dem Zwecke wird die Kiise-
masse durch Behandeln mit J-Natronlauge in eine gleichméssige Emul-
sion iibergefiihrt, durch Sittigen mit Ammoniumsulfat die Eiweiss-
substanzen gefdllt und das milchsiurehaltige Filtrat im Kumagawa-
Suto-Extraktor extrahiert. Die Milchsdure wird mit Zinkkarbonat zu
Zinklaktat umgesetzt, dieses gereinigt und darin die Milchsdure quanti-

tativ nachgewiesen.

In aus Kasein, Eiweissabbauprodukten und Fettsiuren hergestellten und
bestimmte Mengen Milchsidure enthaltenden kiinstlichen K#semustern
wird die Milchsdure mit einem Fehler, der |+ 206 nicht {iberschreitet,
wieder gefunden. Parallelbestimmungen, an Greyerzer- und Emmentaler-
kise vorgenommen, zeigen Schwankungen, die vom mittleren Milchséure-
wert weniger als + 200 abweichen. In einer Reihe Kisesorten wird die
Milchsdure bestimmt und gezeigt, dass die Milchsdure bei den Weich-
kiasen nahezu vollstindig verschwindet, wihrend sie in den Hartkisen in
reichlicher Menge vorhanden bleibt.

. Auf die gleichzeitig mogliche Bestimmung der optischen Modifikation

der Milchsdure wird hingewiesen.
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