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Man sieht, dass in diesen Fillen die 2,3-Butylenglykolwerte wesent-
lich tiefer liegen als bei unseren Versuchen (Tab. 1 u. 2). Dies spricht .
unabhiingig vom zu niedrigen Acetylmethylcarbinolgehalt eindeutig fir die
Fdlschung.

In allen Versuchen zeigten die frischen Abliufe das charakteristische
Essigbukett noch kaum entwickelt. Es entsteht daher erst nachtréiglich bei
der Lagerung.

Versuchsanordnung und weitere experimentelle Einzelheiten geben wir
in der néchsten Mitteilung mit anderen Ergebnissen bekannt.

Fiir experimentelle Mitarbeit danken wir den Herren Dr. J. Hartnagel,
E. Keller und M. Pliiss.

Versuche iiber die unter dem Einfluss der Bakterienentwicklung in der
Mileh auftretenden Veriinderungen, ein Deitrag zur Abklirung des
Begriffes der ,,erstickten** Mileh.

Von J. HANI, Lebensmittelinspektor, Bern.

(Fortsetzung)

¢) Lufterneuerung iiber der Milchschicht.

Versuch 18. Frigche Mischmilch aus der Késerei Bd. wurde in 15 Liter fassende Fla-
schen abgefiillt. Die eine HAlfte der Proben bewahrten wir verschlossen auf; bei der
andern wurde die Luft iiber der Milch in der frither beschriebenen Weise stindig erneuert,
Die durch Bakterien gebildeten {fliichtigen Stoffwechselprodukte wurden dadurch entfernt
und durch fortwihrende Zufuhr frischer Luft fir die an der Rahmoberfliche befindlichen
Organismen giinstige aerobe Verhiltnisse geschaffen.

Die frische Milch wies einen S#uregrad von 6,3 auf und enthielt 150000 Keime. Diese
gehorten folgenden Bakterienarten bzw. Gruppen an: Gelatine nicht verflissigende Kokken
200, Bacterium fluorescens 3,590, alkalibildende Kurzstibchen 39,500, Coli-aerogenes-
Bakterien 3,50 und Milch koagulierende, Gelatine nicht verfliissigende Stabchen 33,59.

Die Aufbewahrung der Milech erfolgte auch wieder bei 18—20° Die bakteriologische:
Untersuchung der Rahmschicht wurde nach 12 und 24 Stunden vorgenommen. Die Unter-
suchungsergebnisse sind in Tabelle 20 zusammengestellt.

Nach den Keimzahlen zu schliessen, hat keine der beiden Autbewah-
rungsmethoden einen besondern Einfluss auszuiiben vermocht. Es hat aller-
dings den Anschein, dass bei der 24 Stunden alten Milch das Bact. coli
durch die sténdige Lufterneuerung iiber der Rahmschicht begiinstigt worden
sel. Der Coli-Titer ist hier 100mal grosser als in der verschlossenen Probe.

Ein Unterschied der qualitativen Zusammensetzung des auf den Milch-
zuckeragar-Platten ermittelten Keimgehaltes konnte erst bei der 24 Stunden
alten Milch festgestellt werden. Der Rahm der verschlossen aufbewahrten
Milch enthielt 56,690 Milchsiurestreptokokken gegeniiber 8700 im beliifte-
ten Rahm. Im ersten Falle waren noch 400/ peptonisierende bewegliche
Stibchen gewachsen, die auf sterilem Rahm einen kohl- bis erdbeer- und
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Tabelle 20.
=4 Ap ® |5,72 j 09 | dF - é; Coli- spaltende
B rt der 80| gai 1 S| 0 8 |22 | b2 = Bakterien
3= o | Keimzahl |24 | 2 |38 53 [-5 |83 ;
= Aufbewahrung | £ | ce| £ |32 |58 |98 24]  Tier o
| =2 2 kS ;'5 b - Rahmagar
Std. (f)' :’ﬂ% = e =1 Clk gewachsen
' | % | % I /o %0 /o0 /9
Frisch | 6,3 150 000 — 20,0 3,5|39,5|37,0] 6,6 10 30 000
Verschlossen: Rahm | 6,0 58 000 000 | 14,0| — 420 42,0| 2,0]/40,0f 100 000 |27 000 000
M’milch | 6,4 —
13| Stidndige Lufterneue-
rung iiber d. Milch :
Rahm | 5.6 | 58 000 000 | 16,5| — |33,5|36,5|13,5]40,0] 1 000 000 44 000 000
, M’milch | 6,2 —
Verschlossen: Rahm [122) 1050 Mill. |56,6| — [40,0| — | 3,4]|23,0 100 00025 000 000
M'mileh | 7,8 =
94 || Stindige Lufterneue-
i rung iiber d. Milch:
1 Rahm [14,0| 1100 Mill. |87,0| — | — | — [13,0] — [10 000000 9 000 000
‘ M'milch | 7,2 e

himbeerdhnlichen Geruch erzeugten. Im beliifteten Rahm waren diese Orga-
nismen bei der gleichen Verdiinnung nicht mehr nachweisbar.

Es ist daher erkldrlich, warum hier auch der Siuregrad stirker zu-
genommen hatte. Was aber bei beiden Proben auffillt, ist der grosse Unter-
schied im Sduregehalt der Rahm- und Magermilchschicht: 4,4 bzw. 6,8
Sauregrade. Wieder ein deutlicher Beweis, dass die Sduerung der Milch
im Rahm beginnt. Die entsprechende Vollmilch wies einen Sauregrad von
7,8 (verschlossen) bzw. 8,2 (beliiftet) auf.

Die ersten Geruchsverinderungen wurden bei der verschlossen auf-
bewahrten Milch nach 16 Stunden verspiirt. Der Geruch war ranzig-sduer-
lich, nach 22 Stunden waschlappenartig und nach 24 Stunden schwach
futterig-sauer. Der Rahm hingegen, iiber dem die Luft stindig erneuert
wurde, war beim Abheben des Flaschenverschlusses geruchlos. Hier sind
eben die Geruchsstofte fortwihrend entfernt worden. Dafiir bestanden bei
den beiden Proben Unterschiede im Geschmack. KEr war bei der ver-
schlossenen ridss-siduerlich bis sauerteigihnlich, dagegen rein sduerlich bei
dem unter dem Einfluss der stindigea Lufterneuerung gestandenen Rahm.

Di: qualitative Zusammensetzung der Bakterienflora des beliifteten
Rahmes ist nicht ohne weiteres verstdndlich. Warum sollen nun gerade
hier die aeroben Keime unterdriickt und dafiir die Milchsiurestreptokokken
begilinstigt worden sein? Hierzu ist zu bemerken, dass der beliiftete Rahm
eine bedeutend stérker zusammenhiingende Decke bildete. Dies mag zum
Teil aut dem hoheren Siuregehalt beruhen. Dieser aber ist sekundir. Pri-
méar ist das Austrocknen der Rahmoberfliche. Trotzdem die eingesogene
Luft durch Wasser geleitet wurde, vermochte der stindige Luftstrom der
obersten Rahmschicht doch soviel Wasser zu entziehen, dass sich eine
luftundurchlissige Haut bildete. Damit aber waren die aeroben Bakterien
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der glinstigen Wachstumsbedingungen beraubt. Um so besser waren sie
fir die in der tiefern Rahmschicht vorhandenen Milchsidurestreptokokken.
Dass die aeroben Bakterien durch die stindige Lufterneuerung anfinglich
begiinstigt worden waren, geht aus den vom Rahm der 13 Stunden alten
Milch auf den Rahmagar-Platten ermittelten Keimzahlen hervor. Hier wur-
den nur die fettspaltenden Kolonien gezidhlt. Es waren hauptsichlich alkali-
bildende Kurzstibchen. Auf diese Fettspalter ist wohl auch der schon nach
13 Stunden aufgetretene ranzig-siuerliche Geruch zuriickzufiihren.

Versuch 19. Wir haben im vorhergehenden Versuch darauf hingewiesen, dass bei der
stdndigen Lufterneuerung iiber der Rahmschicht diese in den obersten Partien austrockne.
Daran reihten wir noch einen Versuch, wo wir die Luft anstatt durch Wasser durch
Schwefelsiure leiteten. Einzelne Milchproben konnten anf diese Weise unter besonders
trockener Luft aufbewahrt werden. Zum Vergleich stellten wir die Milch nochmals in offenen
und geschlossenen Gefdssen sowie in hoher und niedriger Schicht auf.

Die Milch entnahmen wir einer Transportkanne der Késerei Bl. Die Versuchsanordnung
war folgende: :

1. 2-dl-Milchflaschen, verschlossen, Schichthéhe der Milch 10 cm.

2. Wie 1, aber stindige Lufterneuerung iiber der Milch, Luft durch Wasser geleitet.
3. Wie 2, aber Luft durch Schwefelsiure geleitet.

4. Glasschale, bedeckt, Schichthéhe 3 cm.

5. Wie 4, Glasschale offen.

Der Sauregrad der frischen Milch betrug 6,0. Die Bakterienflora (Totalkeimzahl 39 000)
hatte folgende Zusammensetzung: 2500 alkalibildende Kurzstidbchen, 5006 Gelatine ver-
flusswende und nicht verﬂuaswende weisse und gelbe Kokken, 150/.; zitronengelbe Stib-
chen, 10% plumpe, indifferente “Stiibchen.

Nach 20stiindiger Aufbewahrung bei 18—20" konnten folgende Geriiche

festgestellt werden:

Probe
Probe
Probe
Probe
Probe

Die Rahmdecke der Proben 2, 3 und besonders 5 war zihe und schwer
zerteilbar. Der Rahm der 2. und 3. Probe dagegen war sidmig und liess
sich leicht mit der Milch vermischen.

Die bakteriologische Untersuchung, die Bestimmung der Reduktions-
zeit und des Sduregrades erfolgten nach 20 Stunden, wobei diesmal die
nicht entrahmte Milch verwendet wurde.

: eigentiimlich siisslich-sduerlich,
: sehr schwach siuerlich,

: sehr schwach séuerlich,

: ranzig-siauerlich,

: sehr schwach siduerlich.

TR 00 1D

Tabelle 21.
Siure- | Reduk- . 8 2 |S9|88| §| als
Art der grad Vil RAIm Efé i % Eg EE JE’E’ Eé i‘:3§
nach nach nach ‘g_’g ‘ % EE | ,J% ‘gg g.E gg
S e i Sw |k = ga |2
Hulbewatomng 20 [81 | 20|31 | 208td. |25 & |35 |22 (3% |28
=5 =R 0 ) ole
Std | Std. | Std. | Std. A R L &
Min. | Min. o | % | %% | o | % | %% | o
1. Verschlossen . . .| 6,1 | 6,8 89 | 11 | 18300000 |14,0|84,0 30,0 — | 9,0|13,0139,0
2. Lufterneuerung durch
Wasser . . . . .| 60| 64|89 | 12 |18400000(13,0|27,0[33,0] — |27,0| — |60,0
3 Lufterneuerung durch
Schwefelsiure . . . | 6,0| 6,0 96 | 18 | 16300000 |11,0|23,0(38,0{28,0| — | — |28,0
4, Nied. Schicht, bedeckt | 6,0 | 6,4 | 89 | 12 |20 000000 [11,0| 5,032,0|21,0|21,0|10,0]53,0
B. . » » ,offen . | 60| 6,4 113 26 | 16 500000 | 10,0 | 15,0 30,0 | 20,0| 10,0 | 15,0|30,0




Bis zum Auftreten der geruchlichen Verénderung hatte der Keimgehalt
der Milch um das 400- bis 500fache zugenommen. Der Siuregrad aber war
noch unverandert. Es ist also durchaus moglich, schon auf Grund des Ge
ruches Schliisse auf die Keimvermehrung zu ziehen, bevor der Sduregrad
der Milch messbar zugenommen hat. Aber immer  trifft es nicht zu, wie
wir frither schon gezeigt haben. Sehr oft wies die Milch erst dann einen
verinderten Geruch auf, wenn der Sduregrad schon in geringem Masse zu-
genommen hatte. Es mag dies bis zu einem gewissen Grade auch damit
zusammenhéngen, dass unser Geruchssinn nicht immer gleich empfindlich ist.

Viel friither als der SAuregrad hat die Reduktaseprobe die erfolgte Keim-
vermehrung angezeigt. Die Reduktionszeiten betrugen nur 89 bis 113 Minu-
ten. Die Auffassung, die «erstickte» Milch zeichne sich durch eine kurze
Reduktionszeit bei relativ niedrigem Sduregrad aus, findet hier ihre Be-
stitigung. Die Reduktaseprobe gibt bedeutend frither Aufschluss iiber eine
stattgefundene Keimvermehrung. Ausserdem ist sie auch empfindlicher als
die Geruchspriifung. :

Die Art der Aufbewahrung der Mileh kommt in allen drei Untersuchungs-
ergebnissen (Keimgehalt, Reduktionszeit, Siuregrad) nicht sehr ausgespro-
chen zum Ausdruck. Allerdings weisen die beiden Proben 3 und 5, deren Rahm
am stirksten ausgetrocknet war, die geringsten Keimzahlen auf. Auch sind
hier die Reduktionszeiten am lingsten und der Siuregrad nahm, wenigstens
bei der Probe 3 (Luft durch Schwefelsiure geleitet), sehr langsam zu. Die
Unterschiede in den Keimzahlen miissen aber doch als verhdltnismissig ge-
ring bezeichnet werden. Am deutlichsten machte sich der Einfluss des
Zudeckens geltend. Die verschlossen autbewahrte Milch enthielt pro cm?
4 Millionen mehr Keime. In der offenen Schale trocknete die Rahmschicht
derart aus, dass sie eine zéhe Decke bildete.

Viel weniger trocknete diesmal die beliiftete Rahmschicht aus, wo die
Luft durch Wasser geleitet wurde. Aber auch der Unterschied in der
Schichthohe der Milch trat hier nicht so deutlich zutage wie in andern Ver-
suchen. Immerhin siuerte die hohe Schicht etwas rascher als die niedrige.

Weichen die Keimzahlen weniger stark voneinander ab, so sind die
- Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung der Keimflora deut-
licher. Die fettzersetzenden Bakterien, die bekanntlich obligat aerob sind,
machten in den Proben 3 und 5 nur 28 bzw. 3000 der Bakterienflora aus,
wihrend jene Spaltpilze in den drei andern Proben, in denen der Rahm
nicht oder nur wenig ausgetrocknet war, zu 39—600o vertreten waren.
Dagegen haben sich die alkalibildenden Kurzstibchen in allen drei Proben
ungefihr gleich stark zu vermehren vermocht. Im grossen und ganzen lasst
sich aber aus diesen Versuchsergebnissen auch eine wichtige Rolle der
Rahmschicht fiir das Keimwachstum in der Milch ableiten.

Im iibrigen wurde die qualitative Zusammensetzung des Keimgehaltes der
fiinf Proben nicht wesentlich beeinflusst. Ueberall liessen sich die Milch-
siurestreptokokken noch in verhdltnismissig geringem Prozentsatze nach-



weisen. Die Mikrokokken und die alkalibildenden Kurzstibchen, teilweise
auch peptonisierende Stébchen, herrschten vor. Dabei waren die Verfreter
dieser Gruppe mehrheitlich fettzersetzend. Die Kokken gehdrten haupt-
sichlich einem grauen Typus an. Sie koagulierten die Milch und erzeugten
darin einen baldrianihnlichen Geruch. Die Milchsdurebakterien bestanden zu
ungefihr gleichen Teilen aus dem Streptococcus lactis und einem schwach
siduernden, Milch nicht koagulierenden, in kurzen Ketten wachsenden Strepto-
coccus. In den Proben 3, 4 und 5 wurden verhiltnismissig viel spindel-
formige, Gelatine nicht verfliissigende Kurzstibchen gefunden, die in Milch
einen schwachen widerlichen KEstergeruch erzeugten. Die alkalibildenden
Kurzstibchen bildeten auffallend viele hypertrophe Zellen, die in oft mehr
oder weniger stark gekriimmten Ketten anzutreffen waren.

Infolge des starken Vorherrschens der Nichtsiurebildner und ihrer
Fihigkeit, Geruchsstoffe zu erzeugen, muss der «stickige» Geruch der hier
untersuchten Milch in erster Linie jenen Organismen zugeschrieben wer-
den. Zweifellos spielten die fettspaltenden Bakterien auch hier wieder eine
wichtige Rolle. Denn dem Rahm der aufbewahrten Milch entstrémte beim
Abdecken des Gefisses teilweise ein ranzig-siuerlicher Geruch. Aber auch
am Zustandekommen der mehr siuerlich riechenden Stoffe waren die fett-
spaltenden Organismen wohl mitbeteiligt.

d) Untersuchungen iiber die Entwicklung der Rahmflora in kurzen Zeitabhstinden.

Versuch 20. Die aus dem Transportgefiss des Landwirtes Z. entnommene Morgenmilch
wurde zu 300 em® in bedeckten Becherglisern bei 150 und 18—20° aufgestellt.

Die bakteriologische Untersuchung der Rahmdecke wurde alle 3 Stunden bzw. nach
12, 24, 33 und 48 Stunden bei der bei 15° aufbewahrten Milch vorgenommen. Dabei wurde
von der gleichen Probe an 10 verschiedenen Stellen der Rahmoberfliche je eine Oese Material
entnommen und nach griindlichem Verreiben an der Glasrohrchenwand in 10 cm3 sterilen
Wassers aufgeschwemmt, Von dieser Aufschwemmung stellten wir entweder direkt oder nach
zehnfacher Verdiinnung Oesgenausstriche auf gewdéhnlichem Schrigagar her. Gleichzeitig wur-
den auch Kulturen auf Nilblausulfat-Rahmagarplatten angelegt und, teilweise in etwas grosse-
ren Zeitabstinden, der Coli-Titer bestimmt sowie in besonderen Proben der Siuregrad der
Rahm- und Magermilchschicht.

Die Keimzahl berechneten wir auf 1 ecm? Rahmoberfliche und 1 mm

Tiete, was 0,1 em? Rahm entspricht.

Die frische Milch enthielt 114000 Keime, die folgenden Arten angehor-
ten: Milchsdurestreptokokken 900/, plumpe, nicht verfliissigende Stibchen
40p, Mikrokokken 69o. Schon die frische Milch enthielt in tiberwiegender
Mehrzahl Milchsdurestreptokokken, die auch im Verlaufe der Aufbewahrung
immer mehr oder weniger vorherrschten.

Aufbewahrungstemperatur 18—20°. Wie aus Tabelle 22 hervorgeht, war
der Keimgehalt der Rahmoberfliche ausserordentlich hoch. Schon nach 3
Stunden waren in 0,1 em3 900000 Keime vorhanden, welche Zahl sich in
den folgenden 3' Stunden nahezu verzehnfachte. Nach weitern 15 Stunden
enthielt die gleiche Menge Oberflichenrahm bereits 100 Millionen Bakterien.
Und nach 24 Stunden waren es bereits 800 Millionen.



Tabelle 22.
. — | Fettspaltende, . we ol sel B % g 5 =
%?";‘ ‘ £ | auf Nilblau- (;re.samt 553 ﬂ g 2'53 o8 .
52 | Begeicl &0 sulfat- Keimzahl (5¢g| ©° |22 85 |83 Coli-
23 ezeichnung | & | Lahmagar EsE 4 |85 3% |58 -
< é gewachsene (‘3%‘}}'?1 |28 | o 3 EloE |4 e
Std Keime ausstrich) I ﬁr% = =3 ?j o
Aufbewahr. bei 200 l‘ WU S
3 Rahm | — 40 900 000 | 90,0| 3,9 — | — | 6,1 100
6 Rahm | — 390 8000000 |96,2| 13| 25| — | — 100
9 Rahm | — 2000 12 000 000 | 83,0 (16,0 1,0] — | — 10 000
Rahm 6,2 12 000 36 000000 | 84,8135 1,7 — | — 10 000
12 7 ¥ )
M'milch | 6,5 — — —
15 Rahm — 300000 | 100000000 |89,2| 4,6| 62| — | — 10 000
18 fRahm 6,9 550 000 76 000 000 | 83,2| 1,2|156| — | — Ex
\M’'mileh | 6,9 — — —_
21 Rahm — 3000000 | 350000000 |778|14,2| 5,7| 28] — | —
94 Rahm 9,4/ 37000000 | 800000000 84,2 72| 86, — | — | 10000000
M'mileh | 9,0 — - ——
Rahm 142/ 80000000 | 5000000000 67,4 — | 4,0|28,6| — —
28 M'mileh 130  — — -
Aufbewahr, bei 150 )
12 Rahm e 500 500 000 |89,8| bH,8| 0,8 — | 3,6 —
¥ ‘Rahm |55 200 000 34 000 000 |70,8| 7,022,2| — | — 1 000 000
M'mileh | 6,2 — —
0 {Rahm 7,3 18500000 | 520000000 (64,7 (19,6 | 15,7 — | — | 100 000 000
M’milch | 6,8 — =
48 fRahm 152 100000 000 | 3000 000 000 18,5 — |74,9| — | 6,3| 100000 000
\M'milch |133 — —

Hierbei ist zu bemerken, dass sich entsprechend dem starken Vor-
kommen in der frischen Mileh die Milchsidurestreptokokken am stirksten
vermehrten. Sie wurden somit trotz der ausgesprochen aeroben Verhiltnisse
in ihrem Wachstum nicht wesentlich beeintrichtigt. Dies ldsst den Schluss
zu, dass es eben nicht méglich ist, durch Beglinstigung des Luftzutrittes
die Haltbarkeit der Milch zu erhéhen, sofern damit nicht eine Abkiithlung
~ verbunden ist.

Mit zunehmendem Alter der Mileh hatte der prozentuale Gehalt der
Milchsiurebakterien in der Rahmoberfliche abgenommen. Aerobe Stidbchen-
bakterien und Mikrokokken vermochten sie etwas zuriickzudringen.

Die absolute Zahl der fettspaltenden Keime (auf Nilblausulfat-Rahm-
agarplatten) stieg fortwihrend an, sodass sie selbst in der 28 Stunden alten
Milch, deren Rahm bereits einen Siuregrad von 14,2 aufwies, noch in einer
Menge von 80 Millionen pro 0,1 em?® Rahm vorhanden waren. Sie mussten
sich also auch noch in dem durch die Milchsdurebakterien gesiuerten Rahm
bedeutend vermehrt haben. An der Gesamtkeimzahl gemessen, machten sie
allerdings nur 1,690, bei der 24 Stunden lang gelagerten Milch 4,400 aus.

Die fettspaltenden Bakterien gehorten vor allem der Fluoreszenten-
gruppe an; die alkalibildenden Kurzstibchen waren seltener. Von 15 Stunden
an trat auch das Bact. prodigiosum auf.
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Der prozentuale Anteil der Mikrokokken nahm in den ersten 12 Stun-
den zu, ging in den folgenden Stunden wieder etwas zuriick, zeigte nach
21 Stunden nochmals eine kleine Steigerung, um dann auf Null abzusinken.
Der Gehalt an Coli-aerogenes-Bakterien nahm nur langsam zu, erreichte aber
nicht die Hohe der Kokken und fettspaltenden Organismen.

Aufbewahrung bei 15°. Entsprechend der niedrigeren Temperatur ging
die Keimvermehrung langsamer vor sich. Nicht nur die Milchsiurestrepto-
kokken und die der Coli-Gruppe angehérenden Organismen, sondern auch
die fettspaltenden Bakterien vermehrten sich weniger rasch. Die Zusammen-
setzung der Rahmflora zeigt ein etwas anderes Bild (Tabelle 22). Auf den
Agarausstrichen waren mehr alkalibildende Kurzstéibchen gewachsen. In der
obersten Rahmschicht der 48 Stunden alten Milch vermochten sie sogar
die Oberhand zu gewinnen.

Die wihrend der Aufbewahrungszeit vorgenommenen Geruchspriifungen
fithrten zu folgendem Ergebnis:

Aufbewahrung bei 20°:

Nach 15 Stunden: herb-adstringierend.
Nach 21 Stunden: adstringierend-sduerlich, oft auch essigsdureihnlich bis ranzig.
Nach 24 Stunden: scharf, adstringierend, auch an Waschlappen erinnernd.

Aufbewahrung bei 15°:
Nach 24 Stunden: der Rahm war etwas ziher, aber geruchlos.

Nach 30 Stunden: schwach ranzig bis adstringierend.
Nach 48 Stunden: futterig-sauer.

Die erste Geruchsverinderung wurde verspiirt, nachdem der Sidure-
grad des Rahmes bereits gestiegen war (um den Wert zwischen 0,3 und
0,7). Die Bakterientlora bestand zu dieser Zeit aus 89,200 Milchsdurestrepto-
kokken, 4,600 Mikrokokken und 6,20/ alkalibildenden Kurzstédbchen. Und
als der adstringierende, ranzig-siuerliche Geruch besonders deutlich wahr-
genommen werden konnte, setzte sich der Keimgehalt zusammen aus:
77,300 Milchsdurestreptokokken, 14,20/, Mikrokokken, 5,790 alkalibildenden
Kurzstédbchen und 2,800 Gelatine verfliissigenden Stidbchen.

Bei 15° hatte der Sduregrad des Rahmes bereits um 1,3 zugenommen,
als nach 33 Stunden erstmals ein schwach adstringierender Geruch fest-
gestellt werden konnte. 64,70/ des Gesamtkeimgehaltes waren Milchsiure-
streptokokken, 19,600 Mikrokokken und 15,704 alkalibildende Kurzstibchen.

In beiden Fillen, bei der Autbewahrung der Milch bei Zimmertemperatur
und bei 159, herrschten zur Zeit des ersten Auftretens der geruchlichen
Verdnderungen die Milchsidurestreptokokken vor. Auf sterile Magermilch
verimpft, erzeugten diese jedoch ausnahmslos einen angenehm schwach
siuerlichen, niemals aber einen adstringierenden Geruch. Auch die andern
Keimarten produzierten in Reinkulturen diesen Geruch nicht, sodass man
seine Entstehung auch hier nur dem Zusammenwirken der verschiedenen
Bak teriengruppen zuschreiben kann.
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e) Aufbewahrung der Milch unter Kohlensdure und reinem Sauerstoff.

Es wurde friiher schon erwadhnt, dass frische Milch ungefihr 606 Koh-
lensdure und geringe Mengen anderer Gase enthalte. Diese gastérmigen
Korper entweichen durch das Umgiessen, das Riihren und das Kiihlen am
Berieselungskiihler zum Teil. Werden die Transportgefisse unmittelbar
nach dem Melken verschlossen, sammeln sich die flichtigen Stoffe im
Luftraum zwischen Milch und Deckel. Diese eingeschlossenen Gase sollen
nach bestehenden Auffassungen das «FKrsticken» der Milch verursachen.

Obwohl unsere Untersuchungen bereits gezeigt haben, dass der vor-
wiegend aus Kohlensdure bestehende Gasgehalt an den bakteriellen Ver-
anderungen der Milch nicht in dem Masse beteiligt ist, wie vielfach an-
gencmmen wird, fiilhrten wir doch auch solche Versuche durch, in denen
die Milch unter reiner Kohlensiure aufbewahrt wurde. Im Vergleich dazu
verwendeten wir reinen Sauerstoff und gewdhnliche Luft.

Die Milch wurde zu je 215 dl in weithalsigen Halbliterflaschen aufbewahrt. Die Ein-
fithrung der Gase in den iber der Milch befindlichen Luftraum erfolgte in der im Abschnitt
«Arbeitsverfahren» beschriebenen Weise. Die Aufbewahrungstemperatur betrug 18—200,

Die Untersuchung der Rahmschicht wurde erst dann vorgenommen, wenn bei der unter
gewohnlichen Bedingungen in verschlossener Ilasche aufbewahrten Kontrollprobe die ersten
Geruchsverinderungen festgestellt werden konnten. Dabei legten wir Kulturen sowohl von
der Rahmoberfliche als auch von der ganzen Rahmschicht an. Im ersten Falle wurde das
Untersuchungsmaterial mit einer kalibrierten Oese entnommen, in Wasser aufgeschwemmt und
alsdann auf gewdhnlichem Schrigagar quantitativ ausgestrichen. Um Vergleichszahlen zu er-
halten, wurde diesmal der Keimgehalt der Rahmoberfliche ebenfalls pro ¢m? Rahm berechnet.

Versuch 21. Versuchsmilch aus dem Transportgefiss des Lieferanten H. In der fri-
schen Mileh herrschten schwach siuernde Milchséurestreptokokken vor. Diesen gehiérten 810j
der auf Agarplatten gewachsenen Kolonien an. Daneben entfielen 9,500 auf weisse Mikro-
kokken und 9,500 auf alkalibildende Kurzstébchen.

Die erste Geruchsverdnderung, adstringierend-siduerlich, wurde nach 23 Stunden wahr-
genommen. Unmittelbar nach der kulturellen Verarbeitung der drei Rahmproben unterzogen
wir diese sowie die Magermilch einer eingehenden Geruchspriifung. Um die Unterschiede
besser erkennen zu konnen, wurden sowohl Rahm als Milch im Wasgerbad erwirmt. Wir
stellten folgende Geriiche fest:

Aufbewahrung unter Rahm Magermilch

Sauerstoff . . . Anfinglich herb, dann adstrin- Erst kurz vor dem Aufkochen rein,
gierend-sduerlich, scharf. angenehm, schwach siuerlich.

Kohlensdure . . Anfinglich geruchlos, erst beim Angenehm, schwach siiuerlich, be-
Erwirmen schwach siuerlich. sonders kurz vor dem Aufkochen.

gewohnlicher Luft Antinglieh fast geruchlos, nach Nach stirkerem Erwirmen ange-
leichtem Erwiirmen adstringie- nehm siiuerlich bis schwach ad-
rend-siuerlich. stringierend.

Die iibrigen Untersuchungsergebnisse sind aus Tabelle 23 ersichtlich.

Sowohl hinsichtlich des Geruches als auch des Keimgehaltes muss
die unter Kohlensiure aufbewahrte Milch am gilinstigsten beurteilt werden.
Wihrend der Rahm der ersten und dritten Probe (unter Sauerstoff bzw.
gewohnlicher Luft) einen unangenehmen, adstringierenden, teilweise scharfen
Geruch aufwies, war die zweite Probe (unter Kohlensdure) nahezu geruch-
los oder héchstens schwach sduerlich. Bei den Proben 1 und 3 sind auch
frithere Befunde bestitigt worden: die Gerliche traten immer zuerst im
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Tabelle 23.
5 Siure- 3| g gl3a]l 4.2
S5 _grad 52 3 |23|85 03| B8
EE Aufbewahrungsart o | 4o | Keimzahl E—’g % E% gé :éjié: ’éé
Std. MR ==l 5| glgd| °|=
/o 0/o 0/g /0 0/o %/
23 | Versuch 22
Unter Sauerstoff:
Ganze Rahmschicht . | 6,7 | 6,8 88000000 | 80|60,0| 80(240] — | 16,0
Rahmoberfliche . . 440000000 | 11,3/204| — |59,3| 9,0] 59,3
Unter Kohlendioxyd :
Ganze Rahmschicht . | 6,1 | 7,6 11000000 (615(888| — [ — | — | —
Rahmoberfliche . . 56 000 000 [ 75,0250 — | — | — | —
Unter gewohnlicher Luft:
Ganze Rahmschicht . | 6,0| 6,7 140 000 000 [46,0 (25,0 — |21,0| 70| 21,0
Rahmoberfliche . . 880 000 000 |23,0(33,0| 5,5|38,5| — | 44,0
24 | Versuch 23
Unter Sauerstoff:
Ganze Rahmschicht . | 7,6 | 6,9 740 000 000 | 40,0 — [43,4| 6,6{10,0] 40,0
Rahmoberfliche . . 1200000000 (41,3] — 15687 — | — | 58,7
Unter Kohlendioxyd :
Ganze Rahmschicht . | 80| 8,2 156 000 000 | 95,0 — | B,0| — | — 5,0
Rahmoberfliche . . 380 000 000 |973| — | — | — | 27| 27
Unter gewthnlicher Luft:
Ganze Rahmschicht . | 6,8 | 7,0 | 450000000 |40,0| 3,4/40,0 (13,3 3,3 40,0
Rahmobertliche . . 4000 000000 | — | — |80,0{20,0, — [100,0

Rahm auf, wihrend die darunter stehende Milch noch geruchlos war oder
erst eine schwache Geruchsverinderung aufwies.

Im Rahm der unter Kohlensiure gestandenen Milch wurde der klein-
ste Keimgehalt festgestellt. Die Magermilch aber wies den hochsten Siure-
grad auf. Die stirkere Sdurezunahme beruhte jedoch nicht auf Bakterien-
tatigkeit, sondern riihrte einzig davon her, dass sich ein Teil der Kohlen-
siure gelost hatte.

Die Bakterienflora wurde durch das Kohlendioxyd in deutlicher Weise
beeinflusst. Die Milchsiurestreptokokken herrschten vor. Aber auch die
Mikrokokken, zur Gattung Tetracoccus gehorend, vermochten sich betricht-
lich zu vermehren. Die aeroben Stidbchen dagegen blieben aus.

Ganz anders war der Keimgehalt in den Proben 1 und 3 zusammen-
gesetzt. Die Milchsdurestreptokokken waren hier zurtickgeblieben. Dafiir
haben sich die alkalibildenden Kurzstibchen und zum Teil auch die Mikro-
kokken um so stirker entwickelt. Die ersteren machten 24 bzw. 210p, in
der Rahmoberfliche sogar 59 bzw. 3890 des Keimgehaltes aus.

Trotz der sehr giinstigen Bedingungen fiir die aeroben Bakterien blei-
ben die genannten Keimzahlen der Probe 1 hinter denjenigen der dritten
Probe zuriick. Offenbar steht den aeroben Bakterien der Sauerstoff in
der gewohnlichen Luft in genligender Menge zur Verfligung, sodass eine
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vermehrte Sauerstoffzufuhr gar keine gilinstigen Wirkungen hervorzurufen
vermag.

Wie enorm sich die Bakterien in der obersten Rahmdecke vermehrten,
zeigen die dort ermittelten Spaltpilzmengen im Vergleich zum Keimgehalt
der gesamten Rahmschicht. Bei der unter Kohlensiure aufbewahrten Milch
entwickelten sich auch die Milchsiurestreptokokken an der Oberfliche weit-
aus lebhafter als in den untern Partien des Rahmes oder gar in der Milch.

Versueh 22. Mischmileh aus der Késerei Hb. Die frische Milch enthielt 68000 Keime,
die folgenden Gruppen angehérten: Mikrokokken 500/p, Gelatine verfliissigcende bewegliche
Stidbchen 1590, gelbe nicht verflissigende Stéibchen 209, fluoreszierende, nicht verfliissigende
Stabehen 100/, alkalibildende Kurzstiabchen 50/.

Bei der Kontrollprobe konnte nach 24 Stunden die erste Geruchsverinderung fest-
gestellt werden. Die hierauf bei den drei Proben durchgefiihrten Geruchspriifungen fiihrten
zu dhnlichen Ergebnisgsen wie im vorherigen Versuch:

Aufbewahrung unter Rahm Magermilch

Sauerstoff . . . Deutlich ranzig, aber vermischt Schwach siuerlich, etwas adstrin-
mit anderen Geriichen. gierend.

Kohlensdure . . Nahezu geruchlos. Geruchlos.

gewohnlicher Luft Ranzig, auch nach Sauerfutter Ganz schwach sduerlich.
riechend, besonders mnach dem
Erwirmen.

Ueber die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung und der Siuregradspriifung
orientiert ebenfalls Tabelle 23.

Im Rahm der unter Kohlensiure aufbewahrten Milch entwickelten sich
wiederum fast ausschliesslich Milchsiurestreptokokken, wahrend bei den
beiden andern Proben ungefihr die Hilfte der Bakterienflora aus peptoni-
sierenden und fettspaltenden Stdbchen bestand. In der Rahmoberfliche der
dritten Probe (unter gewohnlicher Luft) machten diese beiden Gruppen so-
gar 800/ aus. Mit den alkalibildenden Kurzstédbchen waren hier ausschliess-
lich fettspaltende Bakterien tdtig. Es ist daher erklirlich, warum bei die-
sem Rahm ein ranziger Geruch vorherrschte. Aber auch in der unter
Sauverstoff aufbewahrten Probe, wo die fettspaltenden Bakterien zwar in
etwas geringerem Prozentsatze gefunden wurden, waren sie bestimmend
fiir den Geruech des Rahmes.

Interessant ist hier die ganz betrichtliche Vermehrung der Milchsdure-
streptokokken. Es ergibt sich daraus, dass diese doch nicht so sehr auf
anaerobe Verhdltnisse angewiesen sind, wie viele Autoren annehmen. Die
schon mehrmals belegte Tatsache, dass die Milch im Rahm zu sduern be-
ginnt, wird damit neuerdings bestitigt. Der Reichtum an Spaltpilzen in
der Rahmschicht ldsst sich nur zum geringsten Teil darauf zuriickfiihren,
dass die Mikroorganismen von den Fettkiigelchen in die Rahmschicht trans-
portiert werden. Zur Hauptsache verdanken die hier anzutreffenden iiber-
aus zahlreichen Keime ihre Gegenwart einer sehr iippigen Vermehrung in
der obersten Rahmdecke selbst und damit den dort fiir die betreffenden
Bakterien herrschenden giinstigen Lebenshedingungen.

Die Kohlensdure hat die Bakterienflora nur in einem fiir die Milch
giinstigen Sinne beeinflusst. Das Keimwachstum ging nicht nur langsamer
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vor sich, sondern es wurden auch die schidlichen, Geruchsstoffe bilden-
den, obligat aeroben Spaltpilze unterdriickt. Es entwickelten sich vorwiegend
Milchsdurebakterien. Unangenehme Geruchsverdnderungen traten daher nicht
oder nur in sehr geringem Magse auf. Zweifellos konnte aber auch die in-
folge Kohlensiureaufnahme eingetretene py-Aenderung der Milch die Bak-
terienentwicklung nach der einen oder andern Richtung hin beeinflussen.

Demnach kann das «Ersticken» der Milch nicht aut deren mangelhafte
Entgasung zuriickgefiihrt werden. Denn durch das Liiften der Milch wird
ja, sofern diese nicht irgendwelche iiblen Gerliche aus der Umgebung auf-
genommen hat, nur die Kohlensiure ausgetrieben.

Das Kohlendioxyd wire sicher ein Mittel, die Haltbarkeit der Milch zu
erhohen. Bei ihrer Aufbewahrung unter Kohlensduredruck liesse sich auch
das Wachstum der Milchsidurebakterien auf ein Minimum herabdriicken. Die
praktische Anwendung scheitert aber daran, dass sich die Kohlensiure in
der Mileh 16st, wodurch ihr Siuregrad derart ansteigen kann, dass sie beim
Kochen gerinnt.

f) Zusammenfassende Bemerkungen zu den Ergebnissen der Versuche 10—22.

Im Kapitel tiber Geruchspriifungen (Seite 321, Jahrg. 1937) wurde ge-
zeigt, dass die wihrend der Aufbewahrung friither oder spiter aufgetretenen
geruchlichen Verinderungen oder das «Krsticken» der Milch durch Bakterien
hervorgerufen werden. Die Versuche 10—22 hatten den Zweck, das Keim-
wachstum in der aufbewahrten Milch niher zu untersuchen und vor allem
die Zusammensetzung der Bakterienflora zur Zeit der ersten Anzeichen des
«Hrstickeng» festzustellen.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Tabelle 24
zusammengestellt. Zur Ergidnzung haben wir noch Versuche herangezogen,
die, um Raum zu sparen, nicht niher beschrieben worden sind. Die Resultate
sind je nach der Untersuchung der nicht entrahmten Milch, der ganzen
Rahmschicht oder nur der Rahmoberfliche in Gruppen vereinigt.

Die Geruchsverinderungen traten nach ganz verschiedenen Aufbewah-
rungszeiten auf. KEs sei noch besonders hervorgehoben, dass es sich dabel
immer um die Aufbewahrungstemperatur von 18—200 handelt. Dabei hat
sich im grossen und ganzen ergeben, dass die Milch um so frither «erstickte »,
je hohere Keimzahlen anzutreffen waren. Dies ist {ibrigens auch verstind-
lich. Denn je mehr Keime die Milch im allgemeinen von Anfang an enthélt,
desto ausgiebiger vollziehen sich die durch Bakterien hervorgerufenen Um-
setzungen.

Dass dabei die Art der beteiligten Organismen und ihr Vermogen, Um-
setzungen hervorzurufen, eine massgebende Rolle spielt, liegt auf der Hand.
Daraus erkliren sich gelegentliche Ausnahmen, bei denen relativ hohe An-
fangskeimzahlen nicht zu den hier beschriebenen Verénderungen fiihrten,
weil die betreffenden Spaltpilze zu diesen Leistungen nicht befihigt waren.
Auf der andern Seite kam es vor, dass eine zahlenmissig schwach ver-
tretene, aber in dieser Beziehung sehr leistungstihige Gruppe an Mikro-



Tabelle 24.

< Herkunft < S;f;(f' o _&:3 R g ”é: 5| 8,8 % g5 | Keimzahl
< £ Untersuchung | & 2c | # 22| 3a |28|38| 2% der

z der Geruch der aufbewahrten Milch der =l 8 |ug é ::::3 ; %§ ,:_-f: :% 8%’ 9 §% teiaohioi
= Milch 3|2 (S5 85| & §F| 3% | #7554 | Mileh

n = | 21«
0/ /0 % o | % | % %/

25 | Landwirt W., H. | Ranzig-siiuerlich ganzen Milch | 12 80| 400 | — 70| 500 — | —] 165 54 000
32 » H., H. | Herb-malzig » 25 75| 80,0 | 165 | — sl— =1 — 77000
31 » Z.,B. | Siisslich-siiuerlich » 24 B9 F1000 [ == | — |5i— [—| = *=— 250 000
10 » G.,Sch. | Herb-malzig » 24 Tl 10p| — | — | — | —|—| — 23 000
26 > H., B. | Sduerlich » 12 63| 500 90| — 450 | — | — | 450 91 000
12 | Kiiserei R. Siuerlich, nach Ester » 18 66| 290| — 3,0 680| — | — [ea 30,0 36 000
19 » BIL. Stuerlich-ranzig » 20 6,0 14,0 340.| 90| 30,0 — [13,0] 39,0 39 000
13 > Gr. Nach Waschlappen » 12 6,2 40| — | 465| 495 — | — | 20,0 160000
24 | Landwirt B., K. | Schwach ranzig Rahmschicht |21 | 6,0 — | 225] 68| 05| — | — | 272 62 000
15 » G., B. Adstringierend-siduerlich » 36| 6,7 46,0 | 27,0 90| 180 | — | — 9.0 27 000
27 » St., W. | Herb-siiuerlich » 20| 5,8 - — | 680 — 320 — | 680 16 000
58 » M., W. | Nach Karamel u. schwach siduerlich » 27| 6,0 55,0 | 35,0 | — 10,0 | — | — | 15,0 56 000
22 » H.,T. | Ranzig-siuerlich » 23| 6,0 46,0 | 25,0 | — 2lo| — | — | 21, 13 600
16 | Kiserei Ob. Adstringierend, nach Essigsidure » 31| 6,2 00| 951125 — | — | 50 4,5 22 000
18 » Bk. Schwach ranzig » 16 | 6,0 140| — | 420 420, — | — | 40,0 150000
23 » H. Ranzig-siiuerlich » 24| 6,8 40,0 | 3,4 | 40,0 | 13,3 — | 83| 40, 68 000
29 » Ob. Sauerlich-malzig Rahm-0berfliche | 17| — | 6,4 | 455 | 40| — 805 | — | — | 50,5 —
34 | Landwirt K., A. | Obstartig-siuerlich » 24| — | 81 e8.300| — | — [a.700| — | — ]| — —
28 » M., B. | Adstringierend-sauer » 23| — | — | 670 80| 1l0| 240 | — | — | 320 —

20 » Z.,B: Malzig-herb, adstringierend » 16| — | — | 892 | 46| — 62 — | — | - 6,2 114000
30 » G.,H. | Nach Waschlappen » 24| — | 7,3 |ca.20,0 | — — |ea.80,0 | — | — — 100 000
35 » N. B Herb-adstringierend » 22| — | 69| — 50200 50| — | — | — 13 000

89
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organismen die Bildung des «stickigen» Geruches hervorzurufen vermochte.
So wies die Mileh von Versuch 25, die in frischem Zustande 54000 Keime
enthielt, schon nach 12 Stunden einen ranzig-siuerlichen Geruch auf,
wiahrend beim 31. Versuch mit einem Anfangskeimgehalt von 250000
Bakterien pro cm?® erst nach 24 Stunden ein sduerlicher Geruch fest-
gestelll werden konnte. Im ersten Falle bestand die Bakterienflora neben
400/ Milchsdurestreptokokken noch aus 5006 alkalibildenden und 70o ei-
weisslosenden Stdbchen. Im zweiten Falle waren es ausschliesslich schwach
sduernde Milchsidurestreptokokken, die schon in der frischen Milch zu
800/ vertreten waren. In Versuch 15 enthielt die frische Mileh 27000
Keime. Sie wies nach 36 Stunden einen adstringierend-siduerlichen Geruch
auf. Die Rahmschicht enthielt zu dieser Zeit 4600 Milchsdurebakterien,
270y Mikrokokken, 18040 alkalibildende Kurzstibchen und 906 eiweiss-
losende Stébchen. Bei einem Anfangskeimgehalt von 13000 Bakterien
(Versuch 22) konnte derselbe Geruch schon nach 23 Stunden wahrgenommen
werden. Dabei wurden im Rahm neben 460/ Milchsiurestreptokokken, 2509/
Mikrokokken und 2109/ alkalibildende Kurzstdbchen gefunden. Und endlich
erinnerte der Geruch einer Milch (Versuch 30), die frisch 100000 Keime
enthielt, nach 24 Stunden an mangelhaft gereinigte Waschlappen, wobei
die Bakterienflora der Rahmoberfliche aus ca. 200/ Milchsidurestreptokokken
und 800 alkalibildenden Kurzstibchen bestand. Im entsprechenden Ver-
such 35 dagegen, dessen Milch einen Anfangsbakteriengehalt von 13000
Keimer aufwies, konnte schon nach 22 Stunden ein herb-adstringierender
Geruch festgestellt werden. Dabei wurden in der Rahmoberfliche 50
Mikrokokken, 200/, eiweisslosende Stdbchen und 7506 alkalibildende Kurz-
stabchen gefunden. -

Die Erklirung fiir diese Abweichungen muss u.E. in tiefer liegenden
Ursachen gesucht werden. Die «Disposition» der Milch diirfte hier eine
wichtige Rolle gespielt haben.

Ueberall da, wo in der aufbewahrten Milch ein ranzig-siuerlicher Ge-
ruch auftrat, bestand die Bakterienflora zu einem erheblichen Teile aus
fettspaltenden Organismen, die hauptsichlich zu den alkalibildenden Kurz-
stiabchen und dem Bact. fluorescens und seinen Verwandten gehorten.

Mehr angenehme, esteriihnliche Gertiche wurden in zwel Fillen fest-
gestellt. Einmal wurden neben 290/ Milchsdurestreptokokken 680/ alkali-
bildende Kurzstibchen angetroffen, von denen ungefihr die Hilfte einer
Gelatine nicht verfliissigenden Fluoreszenzform zugeordnet werden konnte.
Im andern Falle war der Geruch obstartig-sduerlich, wobei die Bakterienflora
aus 1/; Milchsdurebakterien und 2/, alkalibildenden Kurzstibchen bestand.
Milek mit dem an Waschlappen erinnernden Geruch enthielt einmal nur
wenig Milchsiurebakterien, dafiir vorwiegend eiweisslosende Stébchen und
alkalibildende Kurzstibchen. Ein anderes Mal wurden bei einem #hn-
lichen Geruch neben ca. 800/ alkalibildenden Kurzstiabchen ca. 2006 Milch-
sdurestreptokokken gefunden, '
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Karamelgeruch und die herben Geriiche wurden mehr dort angetroffen,
wo die Mikrokokken, vor allem aber die Milchsdurestreptokokken, vorherrsch-
ten. Wir haben an anderer Stelle bereits gezeigt, dass es Streptococcus-
lactis-Stdmme gibt, die einen herben, malzigen Geruch erzeugen.

Einen herben, leicht siuerlichen Geruch stellten wir in einer Milch-
probe fest, deren Rahmflora zu 6800 aus dem Bact. vulgare und zu 320
aus Coli-aerogenes-Bakterien bestand. Spiter war der Geruch futterig-sauer
und der Geschmack ridss bis bitterlich.

Eine Rahmschicht, die einen essigsiuredhnlichen Geruch aufwies, ent-
hielt neben Kokken und eiweisslosenden Stibchen 7004 Milchsdurestrepto-
kokken. Trotzdem hier ausgesprochen aerobe Verhiltnisse vorliegen, so
glauben wir die Entstehung jenes Geruches doch nicht mit Barthel 69) auf
essigsdureproduzierende Milchsiurebakterien zuriickfithren zu diirfen.

In der Keimflora «erstickter» Milch fallen zahlenmissig hauptsichlich
zwel Bakteriengruppen auf. Es sind dies die Milchsiurestreptokokken und
die alkalibildenden Kurzstibchen. Weniger hiufig, wenn bei einzelnen Pro-
ben ftrotzdem auch ziemlich zahlreich, waren die eiweisslosenden Stib-
chen und die Mikrokokken vertreten. Die alkalibildenden Kurzstibchen sind
vorwiegend fettspaltend. Fettzersetzer fanden sich ausserdem sehr oft
auch unter den eiweissabbauenden Stdbchen. Es ergibt sich daraus, dass
die Bakterienflora «erstickter» Milch hauptsichlich aus Milchsdurestrepto-
kokken und fettspaltenden Organismen besteht.

Wie in der Literaturiibersicht erwihnt worden ist, hat Wolff schon
vor ungefihr 30 Jahren in aufbewahrter Milch in erheblichem Masse alkali-
bildende Kurzstibchen gefunden. Er hielt es fir mdglich, dass sie unter
giinstigen Bedingungen Milchfehler hervorrufen konnen.

Das «Ersticken» der Milch hat sich in erster Linie als eine Folge
bakterieller Verdnderungen im Rahm erwiesen. Unter anaeroben Verhilt-
nissen (Aufbewahrung der Milch in ganz gefiillten Flaschen oder unter
Kohlensdure) traten Geruchsverdnderungen bedeutend langsamer und nie
in unangenehmer Form auf, ohne dass der Siuregrad schon betrichtlich zu-
genommen hatte. Dann waren sie aber eine Folge fortgeschrittener reiner
Milchsduregirung. Beim Auftreten der verschiedenartigen unangenehmen,
vorwiegend adstringierenden Geriiche, die zudem schon vielfach vor einer
Siurezunahme wahrgenommen werden konnten, waren immer aerobe Bak-
terien, meist sogar vorherrschend, im Spiele.

Das « Ersticken> der Milch beruht somit, so paradox es klingen mag, haupt-
sichlich auf der Titigkeit aerober Bakterien und somit auf Luft- bzw. Sauer-
stoffvorhandensein. Obwohl der «stickige» Geruch meist nur bei der verschlossen
aufbewahrten Milch wahrgenommen wird, so ist er doch nicht eine Folge des Ver-
schliessens. Sozusagen die genaw gleichen bakteriellen Verdnderungen spielen sich
auch ab, wenn der Verschluss fehlt. Aber in den verschlossenen Gefiissen kinnen
die Geruchsstoffe nicht entweichen, wihrend sie sich in den offenen verfliichtigen.
« Offene» Milch «erstickt» aber so gul wie «verschlossene>».



Das Verschliessen der Milchaufbewahrungsgetisse hatte nur in dem
Sinne einen Einfluss, als das Austrocknen der Rahmschicht abgeschwicht
wurde. So konnten sich die aeroben Keime auch an der Oberfliche un-
gehindert vermehren. Bei der Flaschenmilch war der Unterschied zwar
meist nur gering, deutlich jedoch gegeniiber der in flachen Schalen auf-
bewahrten Milch. Hier fliesst die mit Wasserdampf gesittigte Atmosphire
gleichsam sténdig ab, withrend sie sich im offenen Gefiss, bei dem die
Wandungen noch einen Luftraum umschliessen, linger zu halten vermag
und ein stirkeres Abdunsten der Rahmdecke hintanhilt.

C. Systematische Stellung der wichtigsten in «erstickter»> Milch
gefundenen Bakterienarten.

Die in den besprochenen Versuchen gefundenen Bakterien wurden teils
nach morphologischen, teils nach physiologischen Gesichtspunkten in sieben
Gruppen zusammengefasst. Wenn wir nun versuchten, die diesen Gruppen
zugeteilten Arten etwas ndher zu charakterisieren, so konnte es sich nicht
darum handeln, sie genau zu bestimmen. Das wire iiber den Rahmen dieser
Arbeit hinausgegangen.

Wir beschrinkten uns daher in den meisten Fillen aut die Priifung
der fiir eine weitere Gruppierung wichtigsten physiologischen Leistungen.
Einer eingehenden Untersuchung hingegen wurden die alkalibildenden Kurz-
stibchen unterzogen. Wir hielten dies fiir notwendig, weil sie seit der von
Wolff3) veroffentlichten Arbeit u. W. nicht genauer untersucht worden
sind und weil wir sie in unsern Versuchen fast immer in betrichtlicher
Zahl in der Milch angetroffen haben.

1. Milchsdurebakterien.
a) Streptokokken.

Aus den bisher erliuterten Tabellen geht hervor, dass zur Zeit der
auftretenden Geruchsverdnderungen in der Milch zu einem erheblichen Pro-
zentsatze, in einzelnen Fillen sogar ausschliesslich, Milchsidurestreptokokken
vertreten waren. Aus dem bereits angefiihrten Grunde haben wir diese
nicht, wie es fir eine genauere Unterscheidung notwendig wire, auf die
Vergidrung der verschiedenen Zucker und Alkohole gepriift. Nach der mor-
phologischen Untersuchung und dem Verhalten der Streptokokken in Mileh
handelte es sich wohl mehrheitlich um den Streptococcus lactis.

Von 108 isolierten Stimmen koagulierten 77 die Milch, und zwar die
meisten innert 12 bis 24 Stunden (bei 30°), nur wenige nach 11/, bis 2
Tagen. 31 Stimme liessen die Milch fliissig. Die meisten wuchsen auf
Agar in Diplo-Formen bis kurzen Ketten. Kinige nicht koagulierende Stimme
wiesen neben kurzen auch lange Ketten auf.

Nach der bei der geronnenen Milch vorgenommenen Geruchspriifung
erzeugten 49 von 91 Stimmen einen deutlichen, rein s#uerlichen Geruch.
21 (Mileh nicht koagulierende) vermochten vereinzelt gar keinen, mehr-



heitlich aber nur einen ganz schwach s#duerlichen Geruch hervorzurufen.
Bel 16 Stimmen wiesen die Milchproben einen herb-malzigen Geruch auf.
2 produzierten einen Karamel-, je einer einen scharf sauren, essigsauren
und einen bouillonartigen Geruch.

b) Mikrokokken.

Durch zahlreiche Untersuchungen (Wolff u.a.) ist gezeigt worden, dass
die Mikroflora der frischen Milch zu einem grossen Prozentsatze aus Mikro-
kokken besteht. Dies war auch bei unsern Untersuchungen mehrheitlich
der Fall. In der aufbewahrten Milch dagegen waren sie meist weniger stark
vertreten. Doch konnten sie dann und wann auch in den Proben, bei denen
die ersten Geruchsverinderungen auftraten, noch in erheblichen Mengen ge-
funden werden.

Die Kokken besiedelten vor allem die Rahmschicht und gehorten dem
gelben und weissen Typus an. Morphologisch waren es Tetra-, Einzel-,
Diplokokken und seltener scheinbare Kettchen und H&iufchen. Die weitere
Gruppierung der Kokken erfolgte nach dem Gelatinevertlissigungsvermogen.
Von 46 aus aufbewahrter Milch isolierten Stimmen verflissigten nur 3
die Gelatine nicht. Von 56 Frischmilch-Stdimmen vermochten 14 die
Gelatine nicht zu peptonisieren. Wir konnten die schon von Wolff3) in
der mehrfach zitierten ausgezeichneten Arbeit gemachte Feststellung, wo-
nach sich bei der Aufbewahrung der Milch vor allem die verflissigenden
Kokken vermehren, bestitigen.

Die Bestimmung der Gattungszugehorigkeit haben wir nach Orla-Jen-
sen 51) vorgenommen. Er fasst die Kugelbakterien (Mikrokokken, Staphylo-
kokken, Tetrakokken, Sarcinen) in der Gattung Tetracoccus zusammen,
fir die vor allem das Katalasebildungs- und zum Teil auch das Nitrat-
reduk tionsvermogen typisch sind.

Das Nitratreduktionsvermdgen wurde nach einem vom Awusschuss der
Gesellschaft amerikanischer Bakteriologen ampfohlenen Verfahren gepriift 62).
Zum Nachweis der Katalasebildung bedienten wir uns einer von uns ver-
einfachten Methode.

Mittels eines jeweils in der Flamme sterilisierten, in eine stumpfe Spitze ausgezogenen
Glasstabes wurde von dem zu priifenden Stamm Material in 19piges Wasserstoffsuperoxyd
getaucht, das in eine Reihe von Gldschen abgefiillt worden war. Schon nach kurzer Zeit
entstanden bei katalasebildenden Organismen an der Glasstabspitze reichlich kleine Gas-
blasen, die fortwihrend in die Hohe stiegen. Diejenigen Gldschen, in denen keine Reaktion
auftrat, wurden wihrend zwei Stunden von Zeit zu Zeit beobachtet, um eventuell auch
schwache Kafalasebildner noch feststellen zu konnen. Auf diese Weise war es moglich,
eine griosse Anzahl von Stimmen ohne besondere Apparatur auf das Katalasebildungs-
vermégen zu priifen. Denn es kam ja nur darauf an, festzustellen, ob Katalase gebildet
wird oder nicht. Deshalb ist es u. E. nicht notwendig, das gebildete Gas zu messen.

Samtliche von uns genauer untersuchten Mikrokokkenstdmme bildeten
Katalase. Sie gehoren daher in der iiberwiegenden Mehrzahl, weil Gelatine
verfliissigend, der Spezies Tetrac. liquefaciens an.

Von 23 Stidmmen reduzierten 7 Nitrat nicht. Die Milch wurde von den
meister koaguliert. Der grosste Teil der Gelatine verfliissigenden Mikro-
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kokken baute Milchkasein ab. Indessen bestand kein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen Gelatineverfliissigungs- und Kaseinlosungsvermogen. Hier-
auf hatte vor allem Gorini®’) hingewiesen. Fettspaltung haben wir bei 3
Stammen festgestellt.

Die Mikrokokken haben sich als ausgesprochene Aromabildner erwiesen.
Gelbe und weisse Kokken erzeugten in Rahm sehr oft eigenartige, mit sau-
rem Most zu vergleichende Gerliche. Die typischen Tetrakokken verursach-
ten meistens einen késigen Geruch. Ziemlich hiufig waren auch solche
Mikrokokken, die in Milch einen an Baldrian erinnernden Geruch hervor-
riefen Ebenso waren gelbe und weisse Kokken die Ursache eines herben,
Karamel- und in einem Falle eines essigsauren Geruches.

2. Peptonisierende Stibchen.

Dic Gelatine vertliissigenden Stibchen waren in der «erstickten» Milch
in recht verschiedenem Masse vertreten. In der Mehrzahl der Fille traten
sie auf den Plattenkulturen entweder gar nicht oder nur in sehr beschrink-
ten Quantititen auf. In einigen wenigen Proben dagegen machten sie un-
gefihr die Hilfte der Bakterienflora aus.

Koning?) hat die verfliissigenden Stébchen, speziell das Bact. fluorescens, der zweiten
Phase der Bakterienentwicklung in der Milech zugewiesen. Hier wird der Boden fiir die
Entwicklung der Milchsdurebakterien bereitet. Weigmann und Wolff39) studierten speziell
die zur Fluoreszentengruppe gehorenden verfliissigenden Bakterien. Diese waren die Ursache
eines Steckriibengeschmackes und -geruches in Milch und Milchprodukten. In einer neueren
Arbeit macht Henneberg?®) verschiedene in der Milch vorkommende peptonisierende Stab-
chen fiir Geschmacksverinderungen verantwortlich. Er fasst die betreffenden Bakterien in
der Alcaligenes-, der Proteus- und der Fluoreszenzgruppe zusammen. Simtliche gepriiften
Stimme besassen die Fahigkeit, Alkali zu bilden. Eine Anzahl war fettspaltend.

Wir haben 107 Stimme verflissigender Stidbchen aus «erstickters
Milch isoliert. Sdmtliche vermochten auf Milch oder Rahm teils aromatische,
teils unangenehme Geruchsstotfe zu erzeugen. 59 Stimme spalteten Fett.
Diese Eigenschaft war aber kein typisches Merkmal. Organismen ein und
derselben Gruppe vermochten Fett zu spalten, andere nicht.

Die Stimme konnten nach morphologischen und physiologischen Ge-
sichtspunkten zwei Gruppen zugewiesen werden: der Fluoreszenz- und der
Proteusgruppe. ‘

a) Fluoreszenzgruppe. Die meisten Stimme gehorten dieser Gruppe an.
Mikroskopisch waren es lebhaft bewegliche, kiirzere bis schlankere, oft
schwach gekriimmte Stdbchen. Bei allen Stimmen fehlte das Nitratreduk-
tionsvermogen, im allgemeinen ein typisches Merkmal fiir das Bact. fluores-
cens und die verwandten Arten. Milchzucker wurde nicht gesiduert. Ferner
war sidmtlichen Stimmen die Fiahigkeit eigen, riiben- bis kohlartige, vor
allem aber esterige Geriliche (erdbeer- und himbeerdhnlich) zu erzeugen.

In Tabelle 25 sind 4 Vertreter dieser Gruppe ndher charakterisiert.

Di2 Stimme 57 und 153 gehoren nach Huss%4) der Spezies Pseudomonas

fragaroidea an, die Milch koaguliert (die Peptonisierung ging bei unsern
Stimmen sehr langsam vor sich) und Dextrose, nicht aber Milchzucker, ver-
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Tabelle 25.
Milch o | A g e

g E —| o8 85 LM #:g [ = = A

§ Mikroskopisch *;E Koa- | 4y 52 ﬁ% fi% §rg | & = ,Gel u.oh
rE o> | gu- me | 82 | g8 | 25 2 i in Milch
wn o lation bau 2| 58 AR | A 5 5 i
153 | Stibchen,bewegl. | 4+ | + |gering| + | + 0 0 — | — | Erdbeerartig
57 » » -} - » 0 -+ 0 0 — — | Esterig

67 » » - 0 -+ - - 0 0 — — | Riibenartig

4 » » -+ 0 |- - 0 0 0 - —— »
40 » » 1y | -+ -+ + |+ (Gag)| O - -+ 0 | Rahm n. Limburgerkise
123 » » - + - 4 |4 (Gas)| O - -+ - | Rahm stinkend
1) Kolonie schwirmt. |

giart. Stamm 153 war fettspaltend. Er erzeugte in Milch einen erdbeer-
bis schwach riibenihnlichen Geruch. Steriler Rahm wurde deutlich ranzig.

In zwei Versuchen (13 und 18) bestand die Bakterienflora der Milch
bzw. des Rahmes nach 12 Stunden zu 30—5090, nach 24 Stunden zu 10
bis 4000 aus Ps. fragaroidea. Der aromatische, erdbeeridhnliche Geruch
konnte denn auch bei diesen Milchproben besonders deutlich wahrgenommen
werden. Er machte dann kurz nach der ersten Geruchsempfindung einem
mehr siduerlich-adstringierenden bis schwach ranzigen Mischgeruch Platz.

Die Stimme 4 und 67 waren typische Vertreter des Bact. fluorescens
liquefaciens. Die Bouillonkulturen waren griin fluoreszierend und die ziem-
lich schlanken St#bchen lebhaft beweglich.

Es gab Zucker nicht vergirende Stimme und solche, die Dextrose unter
Sauerung abbauten. Nach Lehmann und Newmann©®) ist das Unvermogen,
Zucker zu vergdren, ein typisches Merkmal fiir Bact. fluorescens. Aber
auch die von Henneberg®°) beschriebenen Stimme vergirten Dextrose. Er
vertritt sogar die Ansicht, dass es wohl auch Fluoreszenzstimme gebe,
die Milchzucker angreifen. :

Das Bact. fluorescens war immer stark fettspaltend. Doch herrschte
auf Rahmkulturen (beimpfter Rahm in Petrischalen ausgegossen), wenig-
stens anfianglich, meist der Kohl- bis Steckriibengeruch vor. Erst spiter
wurde der Rahm deutlich ranzig. Dies war auch in der Milch der Fall,
Wir haben ofters in Rohmilchproben, deren Rahm besonders reichlich mit
Bact. fluorescens besiedelt war, hauptsichlich einen Riibengeruch wahr-
genommen. Im iibrigen aber war dieser Organismus in den geruchlich ver-
dnderten Milchproben meistens nicht mehr besonders héufig anzutreffen.
In einzelnen Proben von Versuch 19 wurde er noch zu 21—270/0 festgestellt.
Der Geruch des betreffenden Rahmes war unangenehm sduerlich und er-
innerte eher an saures Schweinefutter.

b) Proteus-Gruppe. Wir haben zu dieser Gruppe gehorende Organismen
nur in zwei Milchproben (Versuch 27 wund 36) in betrichtlicher Anzahl
festgestellt. Sie sind bedeutend seltenere Milchbewohner als die erst-
genannten.
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Die Tabelle 25 gibt iiber die wichtigsten Eigenschaften zweier Stim-
me Aufschluss. Sie unterscheiden sich nur in der Art der Geruchs-
erzeugung und im Indolbildungsvermogen. Nach Leimann und Neuwmann ©°)
ist dieses aber nicht typisch fiir Bact. vulgare. '

Mikroskopisch waren es rasch bewegliche Stibchen. Die Kolonien von
Stamm 40 schwirmten stark aus, bei 123 fehlte dies. Die Gelatine wurda
von beiden rasch verfliissigt.

In einer Milchprobe (Versuch 27), deren Rahm nach 19 Stunden (bei
18—200) einen herben, leicht sduerlichen, nach 30 Stunden einen stark
futterig-sauren Geruch aufwies, war das Bact. Proteus zu 6890 vertreten.
Die Rahmschicht hatte einen Siuregrad von 10,0, die Magermilchschicht
einen solchen von nur 6,5. Bact. Proteus besitzt neben dem Eiweisslosungs-
auch ein starkes Fettspaltungsvermégen und ist daher als ein besonders
arger Milchschédling zu betrachten. Der Rahm schmeckte salzig-bitter-
lich. Die darunter stehende Magermilch dagegen war siiss und ohne Bei-
geschmack. Wolff %) fand einmal Proteusbakterien als Erreger nicht ge-
rinnender, gasiger Milch, wobei diese einen seifigen Geschmack aufwies.

3. Alkalibildende Kurzstibchen.

a) Bisherige Untersuchungen.

Koning?) fand bei seinen Untersuchungen {iber die Bakterienentwicklung in der Milch
ein bewegliches, Gelatine nicht verfliissigendes Stidbchen, das er als Bac. faecalis alcaligenes
Petruschky bestimmte.

Die ersten Untersuchungen iiber alkalibildende, Gelatine nicht verfliissigende, unbeweg-
liche Kurzstibchen gehen auf Wolff3) zuriick, der sie in betridchtlicher Menge in Milch
gefunden hat. Die Kolonien fielen auf den Agarplatten durch ihre Grosse auf. Die Stéb-
chen waren streng aerob und erzeugten auf Agarausstrichen, die vor der Beimpfung mit
etwas Phenolphtaleinlosung versetzt worden waren, eine deutliche Rotung. Auf den Kartoffel-
kulturen wurde die Umgebung der Impfstelle blaulich gefirbt. Auf den kiinstlichen Nihr-
boden bildeten sich unangenehme Geruchsstoffe (Amomniak, Geruch nach Heringslake).

Spiter haben amerikanische Forscher (Awyers, Johnson und Rupp)¢7) &dhnliche Organis-
men beschrieben.

Die durch die Bakterien hervorgerufene alkalische Reaktion wurde zunichst auch bei
denjenigen Organismen ohne sichtbare Peptonisierung der Bildung von Ammoniak zugeschrie-
ben. 1910 hatten Bossworth und Pruscha®®) aber gezeigt, dass die Krzeugung der alkali-
schen Reaktion auch von der Vergérung der in der Milch vorhandenen zitronensauren Salze
herriihren kann, die in Karbonate iibergefiihrt werden. Diese Reaktion wurde bei Zimmer-
temperatur gewohnlich nach 5 Tagen, bei 30° nach 48 Stunden sichtbar. Optimaltemperatur
der betreffenden Bakterien war 20-—30°0.

Henneberg ) fasste die aus Milch isolierten alkalibildenden Kurzstibchen -einstweilen
in der Gruppe «Bact. alcaligenes im physiologischen Sinne» zusammen. Dabei unterschied
er zwei Untergruppen, von denen die eine Milch- und Traubenzucker, die andere nur Trauben-
zucker s#uerte. Zur ersten gehdren Gelatine verfliissigende und nicht verfliissigende, zur
zweiten nur Gelatine verfliissigende Stibchen. Alle diesen Stimmen angehdrenden Organis-
men waren beweglich. Von 12 spalteten 6 Fett stark.

In einer andern Arbeit beschreiben Henneberg und Kniefall ) auch ein unbewegliches
alkalibildendes Kurzstdbchen, das auf Chinablau-Schrigagar einen diinnen, fadenziehenden
Belag bildete. Gelatine wurde nicht verfliissigt und kein Indol produziert. Ferner erwihnen
sie ein alkalibildendes Stdabchen, das Milch durch Lab zum Gerinnen brachte und ein Kuh-
stallaroma erzeugte.

Kiirzlich erschien eine Arbeit von Sftorek™) iiber Alkalibildner in Rohmilch. Neben
andern Gruppen (Mikrokokken, Coryne- und Mpycobakterien, Sporenbildner, Streptokokken,
Sarcinen) fand er auch alkalibildende, nicht sporenbildende Stibchen, zu denen er Bact.
alcaligenes, fluorescens, vulgare und lactis viscosum rechnet. Die als Bact. alcaligenes be-
zeichneten Stiabchen waren beweglich. Storck erwéhnt, dass im Gegensatz zu Weigmann und
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Wolff nie unbewegliche Alcaligenes-Bakterien gefunden worden seien. Im iibrigen unter-
schieden sich die verschiedenen Stimme in der Fahigkeit, Gelatine zu verfliissigen, Milch
zu peptonisieren und Fett zu spalten. Ein Stamm koagulierte Milch.

b) Eigene Untersuchungen.

Wir haben 88 Stimme alkalibildender Kurzstibchen untersucht. Es
folgt eine eingehende Beschreibung eines typischen Vertreters (Stamm 2).
Zugleich beriicksichtigen wir auch die bei einer Anzahl von Stdmmen nach
der einen oder anderen Richtung aufgetretenen Abweichungen vom vor-
herrschenden Typus.

Morphologie.

Makroskopisch. Die Oberflichenkolonien sind auf der Agarplatte an-
tanglich tropfchenférmig, wachsen rasch, sodass sie nach wenigen Tagen
einen Durchmesser von 1/,—3/, cm aufweisen. Die Kolonien sind den-
jenigen des Bact. coli zum Verwechseln #hnlich: schmutziggrau bis grau-
griinlich, meist saftig glinzend. Der Rand ist spiter hdufig mehr oder
weniger gebuchtet. Hier und da bilden sich in der Randpartie radiale Ein-
schnitte. Vielfach vergrossern sich die Buchtungen im Laufe der Zeit noch
betrachtlich, sodass é&ltere Kolonien rosettenformig aussehen und in der
Mitte eine kegelférmige Erhebung aufweisen. Im durchfallenden Licht sind
sie blidulich-irisierend.

Auf Schrigagar bildet sich eine saftig glinzende, meist ziemlich dicke
graue Auflagerung mit etwas gebuchtetem Rand. Dem Strich entstréomt
ein deutlicher Geruch nach Trimethylamin.

Die Kolonie auf Gelatine ist sehr diinn. Punktférmige Abimpfungen auf
Gelatineplatten entwickeln sich zu einem deutlich coli-dhnlichen weinblatt-
formigen Belag.

~ Mikroskopisch. Auf Agarkulturen mehr oder weniger deutliche, hiufig

kokkendhnliche Kurzstdbchen, 3/,><1 p, einzeln und zu zwei, gramnegativ.
Eigenbewegung fehlt. Einzelne Bakterien sind oft stark involviert und
haben dann die Form von grossen, plumpen Kurzstibchen. Sehr oft sind
die Zellen schlauchf6érmig, bis 20 u lang, wie z. B. bei Stamm 39. Bei Stamm
75 waren auch Stidbchenketten vorhanden.

Physiologisches Verhalten.

Gelatine wurde nie verflissigt.

Die Bouillonkulturen wiesen eine méissige bis starke Triilbung auf. An
der Beriihrungsstelle von Fliissigkeitsoberfliche und Glaswand bildete sich
ein mehr oder weniger zarter Ring. Andere Stimme (z.B. 75) erzeugten
eine schleimige Decke. Der Bodensatz war méssig bis stark.

Das Wachstum auf der Kartoffelkultur war stets kraftig. Der Belag
war matt glinzend und die Umgebung der Impifstellen schiefergrau bis
graubriunlich verfiarbt.

Milchkultur. Lackmusmilch wurd2 nach 4 Tagen deutlich alkalisch, bei
Stamm 25 nach 12 Tagen. Die Stdmme 75, 80 und 142 reduzierten zu-
erst den Lackmusfarbstoff, und erst dann trat die alkalische Reaktion auf.
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Die Milch wurde nie koaguliert. Im Verlaufe von 7 Tagen (bei 300)
wurde sie seifenwasserihnlich aufgehellt. Meistens war sie geruchlos. Ein-
zelne Stimme (2, 45, 142) erzeugten einen ausgesprochenen Stallgeruch.
Stamm 75 machte die Milch stark schleimig.

Das in Milch gebildete Alkali wurde durch Titration mit 3-Lauge unter
Verwendung von Phenolphtalein als Indikator bestimmt.

Fettspaltung. Die Priifung auf Fettspaltung erfolgte nach der von
Hammer und Collins®?) ausgearbeiteten und von uns etwas modifizierten
Methode. Die Herstellung des Néhrbodens wurde weiter oben beschrieben.

Auf eine Platte verimpften wir jeweilen 6 bis 8 Stimme, entweder von 24 bis 48
Stunden alten Bouillon- oder direkt ab Agarkulturen. Die Bebriitung erfolgte bei 20—25°,
Schon nach 12 Stunden bildeten sich an den Impfstellen rotliche Aufhellungen, herriihrend
von dem durch die Bakterien gebildeten Alkali. Erst im Verlaufe der folgenden 12 Stun-
den wurde dann die durch die Fettspaltung hervorgerufene Reaktion sichtbar. Der Belag
farbte sich an der Oberfliche blau. Nach wenigen Tagen trat dann auch auf der Unterseite
der Platten infolge der weiter in den Nihrboden gedrungenen Lipase eine tiefblaue Fir-
bung auf. Ein Stamm war nur sehr schwach, ein anderer. gar nicht fettspaltend.

Bei ca. 500/ der untersuchten Stimme bildete sich nach einer Woche
oder auch noch spiter um den Bakterienbelag herum eine mehr oder weniger
tietblaue Zone von ca. 2—5 mm. Die andere Hilfte der Stimme wies eine
solche nicht auf. Bei den ersteren diffundierte die Lipase in den Nahr-
boden hinaus, bei den letztern dagegen nicht. Hammer und Collins fithren
dies auf die verschieden starke hydrolytische Fahigkeit der einzelnen
Stamme zuriick. Sie stellten ebenfalls innerhalb derselben Gruppe (sie
untersuchten hauptsichlich proteolytische Fettspalter) betrdchtliche Varia-
tionen fest. Wir konnten aber bei unsern Untersuchungen beobachten, dass
die Stédrke der Lipasediffusion nicht nur zwischen den einzelnen Stimmen
variierte. Sie war in einigen Féllen auch bei demselben Stamm nicht kon-
stant. Es gab Stimme, die anfinglich lipolytische Enzyme in das N&hr-
subtrat diffundieren liessen, diese HKigenschaft spiter jedoch einbiissten.

Bei Verimpfung einer Oese Bouillonkultur auf 8—10 em3 sterilen Rahm
liess sich das Fettspaltungsvermogen auch durch die Geruchspriifung fest-
stellen. Die fettspaltenden Stimme erzeugten nach ca. 24 Stunden einen
ranzigen Geruch.

_ Durch die Spaltung des Milchfettes entstehen Fettsduren, die den
Sauregrad des Rahmes erhohen. Diese Sdurezunahme kann daher als Mass
fir die Stirke der Fettzersetzung der einzelnen Stimme beniitzt werden.

Von 88 Stimmen wiesen 5 ein besonders starkes Fettspaltungsvermo-
gen auf. Wir priiften sie in ihrem Verhalten auf Rahm, Voll- und Mager-
milch. Dabei hatten wir den Rahm und die Magermilch aus einem Teil der
hier verwendeten Vollmilch gewonnen. Milch und Rahm wurden zu 100 c¢m?
in 2-dl-Flaschen abgefiillt und an 3 aufeinanderfolgenden Tagen im Dampi-
topf wihrend 20 Minuten erhitzt. Beimpft wurde mit 1 cm3 einer 24stiindi-
gen Bouillonkultur. Aufstellung der Proben bei 20°0°.
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Wir haben die mit Stamm 39 erzielten Ergebnisse in 3 Kurven dar-
gestellt.
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Abbildung 3.

Das verschiedene Verhalten in den 3 Nahrsubstraten ist hieraus be-
sonders deutlich ersichtlich. Infolge der Fettspaltung war der Sduregrad
des Rahmes schon nach 24 Stunden von 6,5 auf 14,2 gestiegen. Entspre-
chend dem geringeren Fettgehalt der Vollmileh nahm hier der Siuregrad
bedeutend langsamer zu und stieg auch nie so hoch wie im Rahm. Entgegen-
gesetzt verhielt sich der Siuregrad in der Magermilch. Hier stieg er nur
in den ersten 24 Stunden etwas an, blieb dann wihrend 10 Tagen ziemlich
konstant und ging alsdann fortwihrend zurtick. Im Rahm und in der Voll-
milch bildeten sich Fettsduren, in der Magermilch wurde Alkali produziert.
Ob das leichte Ansteigen des S#iuregrades nach 24 Stunden auf die Zer-
setzung des in der Magermilch immer noch in sehr geringem Masse ent-
haltenen Fettes zuriickzufiihren ist, haben wir nicht naher gepriift.

Wir glaubten anfanglich, auf Grund dieser Kurven die bei gewdhnlicher
Milch nach einer bestimmten Aufbewahrungszeit festgestellten Unterschiede
im Sduregrad der Rahm- und Magermilchschicht erkliren zu konnen. Dies
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ist aber nur dann moglich, wenn der Rahm vorwiegend mit starken Fett-
zersetzern besiedelt ist, wie es z B. in Versuch 27 der Fall war.

Die Mehrzahl unserer Stimme wies ein weniger starkes Fettspaltungs-
vermoégen auf. So stieg z.B. bei 10 Stdmmen der Siuregrad im Rahm nach
36 Stunden von 5,5 auf 5,8 bis 9,1. In den meisten Fillen waren die
Unterschiede im S#iuregrad der Rahm- und Milchschicht auf andere Fak-
toren zuriickzufiihren. Wir werden spater zeigen, dass die alkalibildenden
Kurzstibchen die aufbewahrte Milch in anderer Weise beeinflussen.

Zuckervergdrung. Die untersuchten Stimme haben weder Trauben- noch
Milchzucker vergoren. Auch alle andern Zucker und Alkohole, die nach
dem Vorschlage von Orla-Jensen zur Priifung von Milchsdurebakterien ver-
wendet werden, sind, wie Elser (Liebefeld) an einigen Stimmen feststellte,
nicht angegriffen worden. Es hat sich ferner gezeigt, dass die Alkalibildung
in zuckerhaltigen und zuckerfreien Nihrboden gleich stark war.

Citratvergirung. Die Ergebnisse amerikanischer Forscher, wonach die
alkalibildenden Stédbchen Zitronensiure zu vergédren vermogen, veranlass-
ten uns, unsere Stimme auch nach dieser Richtung hin zu priifen. Dabe]
beniitzten wir eine von dyers, Rupp und Johnson angegebene synthetische

Nihrlosung 62): 1 g einbasisches NH,PO,,
0,2 g KCl,
0,2 g MgSO,,
1000 g destilliertes Wasser
und als Kohlenstoffquelle 10piges Na-Citrat. Als Indikator verwendeten wir
Bromthymolblau, womit auch die Niahrlosung auf py 7,0 eingestellt wor-
den war.

Die Beimpfung der Glaschen erfolgte mit einer Oese einer 24stiindigen
Bouillonkultur. Bebriitung bei 30°. Daneben wurde auch Nahrlosung ohne
Na-Citrat verwendet. In dieser trat gar kein oder dann nur ein sehr schwa-
ches Wachstum auf. Mit Ausnahme von Stamm 45 wuchsen alle Stimme
gut in der Na-Citrat enthaltenden N#hrlosung. Von 37 Stimmen ver-
gnderten 11 die Reaktion nicht, wihrend 26 Stimme nach 24 bis 36 Stun-
den eine deutlich alkalische Reaktion hervorriefen. Die Mehrzahl der Stim-
me war somit befdhigt, Na-Citrat in Alkalikarbonat {iberzufiihren.

Katalasebildung. Zu deren Priifung wurden die Bouillonkulturen mit
lopigem Wasserstoffsuperoxyd versetzt. Sdmtliche Stimme besassen ein
starkes Katalasebildungsvermogen.

Nitratreduktion, Kaseinabbau auf Milchagar, Indolbildung und Aesculin-
spaltung waren bei allen Stimmen negativ.

Methylenblawreduktion. Wahrend 24 Stunden bebriitete Magermilch-
kulturen (10 em?) wurden mit 0,25 cm?® einer nach Barthel und Jensen her-
gestellten Methylenblaulosung (1 Tablette auf 200 em?® Wasser) versetzt
und wieder zu 300 gestellt. Keiner der untersuchten Stimme wies eine
deutliche Reduktionstihigkeit auf. Bei den meisten konnte wohl nach mehre-
ren Stunden eine schwache Aufhellung des Methylenblaufarbstotfes beob-
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achtet werden, eine vollige Entfarbung trat aber nie ein. Einzelne Stimme
entfarbten die Milch im untern Drittel.

Anspriiche an die Reaktion des Ndihrbodens. 4 Stdmme wurden auf
Bouillon mit einem py von 5,7, 6,5, 7,3, 8,0 und 8,7 verimpft. Am rasche-
sten war das Wachstum in der Nihe des Neutralpunktes. Doch waren die
Unterschiede bei den Stimmen 2 und 126 zwischen py 6,5, 7,3 und 8,0
nur sehr klein. Stamm 143 wuchs bei py 6,5 etwas langsamer. Diese drei
vermochten nach 2 Tagen auch die Bouillon mit einem py von 8,7 schwach
zu triben. Keiner der gepriiften Stimme wuchs bei py 5,7. Den am eng-
sten begrenzten py-Bereich wies der Stamm 45 auf. Er wuchs gut bei py
7,3 und 8,0, gar nicht bei 5,7, 6,5 und 3,7.

Temperaturanspriiche. Von 28 Stimmen wurden frisch beimpfte Bouil-
lon, bisweilen auch Agarstriche bei 6—89, 20, 25, 30 und 37? bebriitet.
Bei 6—8° zeigten alle Stimme deutliches Wachstum. Am besten wuchsen
sie bei 26—3009, sehr gut auch bei 200. Bel 37° wuchs kein einziger Stamm.

Hitzeresistenz. Die mit 3 Tage alter Bouillonkultur beimpite Bouillon
(0,1 ecm?® auf 8 em3) wurde wihrend 20 Minuten bei 639 pasteurisiert und
alsdann zu 300 gestellt. Von 11 Stimmen wies nur Stamm 2 Wachstum
auf. Alle andern ertrugen das Pasteurisieren (20 Minuten bei 6309) nicht.
Im Gegensatz dazu {iiberstanden die von den amerikanischen Forschern
untersuchten alkalibildenden Kurzstiibchen den Pasteurisierungsprozess.

In der folgenden Tabelle 26 sind die verschiedenen Stammtypen in
denjenigen Merkmalen charakterisiert, in denen sie von den typischen Ver-

Tabelle 26.
g = " Lack Y ?fﬂ %
= : . g2 | g5 | Lackmus- | 27 | &g emer- .
E Mikroskopisch B2 18% | mileh S E:( kungen Spezies
an 20105 ,_'1:-:; =
= > 0 R
2 | Kokkenartige Kurzstibchen, mit- | 4 | -+ | Alkalisch |stwat| 0,3 | Milch Alealigenes
unter ling. Stibchen 112 X3/s tt Stallgernch | metalcaligenes
25 | Kokkenartige Kurzstibchen, re- | + | -+ » » | 4,8 »
gelmiissig, meist einzeln
39 | Plumpe Kurzstibchen, bisweilen | 4 | 0 » + | — »
auffallend grosse Formen, bis
20 w lang
+ 1 0 > 0 | 2,6 M. Stallgeruch »

45 | Kurzstibchen, 1—112 X 3/s p bt

75 | Plumpe Kurzstibchen, hidufig | + | ++ | Weiss,dan | - | 0,3 | M.schleimig |  Alealigenes
hypertrophe, hie und da auch alkalisch viseosns
kettenbildend mit unregelmiis-
sigen Gliedern

80 | Kokkenart. Kurzstibchen, meist | - | 0 » 0 | 1p Alealigenes
einzeln, seltener zu zwei, bis- | metalcaligenes
weilen etwas vergrisserte Zellen

142 | Kurzstibchen ungleicher Grisse, | 4 | 0 » 0 | 4,2 [M. Stallgeruch »

meist kokkenartig, hiufig bis
3 u lang, einzeln und zu zweien

143 | Kokkenartige Kurzstibchen 0 | + | Alkalisch| 0 | 13 »

1) In Magermilch.
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tretern abweichen. Es betrifft dies das Fettspaltungs- und das Alkali-
bildungsvermogen sowie die Fihigkeit, Citrat zu vergidren und in Milch
einen Stallgeruch zu erzeugen.

¢) Diskussion der Bestimmungsergebnisse.

Die wichtigsten Merkmale scheinen fiir unsere alkalibildenden Kurz-
stibchen die Unbeweglichkeit, die Unfihigkeit, Zucker zu vergiren, bei 370
zu wachsen und ferner das streng aerobe Wachstum zu sein. Mit Ausnahme
von Nr. 75 sind unsere Stimme sehr wahrscheinlich mit den von Wolff
beschriebenen alkalibildenden Kurzstibchen identisch. Ebenso diirfte es
sich bei den von Hanke™) charakterisierten, aus Milch isolierten Alkali-
bildnern um die gleichen Bakterien handeln. Auch die von Henneberg und
Kniefall6) erwdhnten alkalibildenden, unbeweglichen Kurzstibchen schei-
nen mit den unsrigen iibereinzustimmen. Dagegen konnen sie nicht in der
von Henneberg®®) aufgestellten Alcaligenes-Gruppe untergebracht werden.
Samtliche Angehorige dieser Gruppe sind beweglich, zum Teil Gelatine ver-
flissigend und Traubenzucker vergirend. Man muss sich iiberhaupt fragen,
ob man alkalibildende Organismen, die Zucker vergiren, zu den Alkali-
bildnern im engeren Sinne rechnen darf. Auch die von Sftorck™) untersuch-
ten Organismen konnen, weil sie beweglich sind, nicht zu den unsrigen ge-
zahlt werden. Diese wuchsen iiberdies immer in auffallend grossen Kolonien,
jenen dagegen soll eine kleine Kolonieform eigen sein.

Die Stimme 2, 25, 39, 45 und 143 liessen sich nach Bergey ™) am
ehesten in die Spezies Alcaligenes metalcaligenes syn. Achromobacter metal-
caligenes und Bact. metalcaligenes Weldine and Levine einreihen. Es wird
allerdings das Nitratreduktionsvermdgen als variabel angegeben. Nach unsern
Untersuchungen zeichnen sich aber die alkalibildenden Kurzstdbchen gerade-
zu dadurch aus, dass sie nicht imstande sind, Nitrat zu reduzieren. Auch
dis Angabe «fakultativ aerob» ist fiir unsere Alkalibildner unzutreffend.
Alle Stimme waren, wie die Priifungen auf Peptonschottenagarschiittel-
kulturen ergeben haben, obligat aerob. Auch Wolff hebt dies ausdriicklich
hervor. Ferner diirfte das «Vorkommen im Darmkanal» (Bergey), wenig-
stens flir unsere Stdmme, nicht den Tatsachen entsprechen. Denn sie
wuchsen nicht bei 370 Das Temperaturoptimum soll nach Bergey in der
Niahe von 220 liegen. Dies stimmt mit unsern Beobachtungen ziemlich
iberein. '

Im tbrigen enthalten die Achromabacter- und die Alcaligenes-Gruppe
offenbar so nahe verwandte Arten, dass eine systematische Differenzierung
mit Schwierigkeiten verbunden ist.

Die Stadmme 80 und 142 verhielten sich in Lackmusmileh abweichend,
indem die alkalische Reaktion erst nach erfolgter Reduktion des Lackmus-
farbstoffes eintrat. Dies trifft nach Bergey fiir Achromobacter tiogense
und Achromobacter rodonatum zu. Bezliglich der iibrigen Eigenschaften
scheinen aber die genannten Stdmme 80 und 142 nicht zu Achromobacter
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tiogense und rodonatum zu gehtren. Sie miissen vielmehr ebenfalls zur
Spezies Alcaligenes metalcaligenes gerechnet werden.

Bei dem schleimbildenden Stamme 75 handelt es sich nach Bergey um
Alcaligenes viscosus Welden syn. Bac. lactis viscosus Adamez. Er war,
wie wil bereits erwdhnten, stark fettspaltend, wobei die Lipase in betricht-
lichen Quantititen in den Ndhrboden hinausdiffundierte. Das Bacterium soll
dann und wann als Erreger schleimiger Milch auftreten. Von den 88 unter-
suchten Typen waren 18 schleimbildend.

Auffallend waren die dusserst unregelmissigen Formen der Stdbchen.
Neben plumpen Kurzstidbchen herrschten in der Regel keulen- bis schlauch-
formige Zellen vor. Storck™) bezeichnet diese Vielgestaltigkeit der Kurz-
stdbchen sogar als Hauptmerkmal fiir Bact. lactis viscosum. Der von ihm
untersuchte Stamm sduerte Traubenzucker schnell und intensiv. Wir konn-
ten eine Zuckervergdrung hingegen nie beobachten. Auch Long und Ham-
mer ) stellten fest, dass das Bact. lactis viscosus gewohnlich aus Zucker
weder Sdure mnoch Gas zu bilden vermag. Doch seien gelegentlich auch
Stamme isoliert worden, die aus Glyzerin, Arabinose, Livulose, Galactose,
Maltose, Lactose und Mannit Siure produzierten.

Uebereinstimmend mit den Beobachtungen der Amerikaner waren unsere
Alkalibildner, die Milch ebenfalls nicht deutlich sichtbar zu peptonisieren
vermochten, zur Hauptsache befihigt, Citrat zu vergiren und daraus Alkali
zu bilden. Hingegen ist es kaum denkbar, dass die alkalische Reaktion in
Mileh auf dem gleichen Wege, d.h. auch durch Citratvergérung, zustande
kommt. Nach Mussill™) enthédlt die Milch im Durchschnitt 0,270/, Zitronen-
sdure. Unsere Stimme bildeten aber so viel Alkali, dass der Siuregehalt
der beimpften Magermilech um 1,7 bis 6,2 Siuregrade zuriickging. Dazu hitte
der geringe Zitronensduregehalt entschieden nicht ausgereicht.

Hastings, Mansfield und Helz7) moéchten das Verhalten von Bakterien
in kiinstlichen N#hrboden ebenfalls nicht ohne weiteres auf die Milch iiber-
tragen. Nach ihnen hingt die Vergirung von Zitronensiure von der Natur
der verfiigharen Kohlenstoffquelle ab. Es ist daher u.E. sehr wohl mog-
lich, dass gewisse Bakterien in der Milch, wo ihnen noch andere Kohlenstofi-
quellen zur Verfiigung stehen, Zitronensiure gar nicht vergiren.

Die Alkaliproduktion unserer Stimme muss offensichtlich doch vor-
wiegend, wenn nicht ausschliesslich, auf einem leichten Kaseinabbau be-
ruhen. Das geht ja schon daraus hervor, dass die Milch bei Zimmertempe-
ratur nach ungefihr 10 Tagen beginnt, seifenwasserdhnlich aufzuhellen.

Da nun aber diese Alkalibildung verhiltnismissig langsam vor sich
geht, so kann ihr in der Milech infolge Neutralisation mit der durch Milch-
siaurebakterien gebildeten Milchsidure keine besondere Bedeutung zukommen.
Das Sauerwerden der Milch kann durch die alkalibildenden Kurzstdbchen
nicht hinausgeschoben werden. Dies konnte hochstens bei stark proteoly-
tischen Bakterien zutreffen. Welche Verbindung das durch die alkalibilden-
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den Kurzstibchen aus dem geringen Kaseinabbau produzierte Alkali ein-
geht, ob Ammoniak, Amine oder Ammoniumbasen, scheint noch nicht fest-
zustehen.

Es sei noch erwihnt, dass der uns von W. Ritter zur Vertiigung ge-
stellte Kertész’sche Stamm des Reductobacterium frigidum, das von Kende
und Kertész zur Verhiitung des «Schmirgeligwerdens» der Milch empfohlen
wird, mit unserm beschriebenen alkalibildenden Kurzstdbchen identisch zu
sein scheint. Die beiden Organismen stimmten in morphologischer und
physiologischer Hinsicht fast vollig iiberein. Einzig die Fettspaltung war
geringer als bei den meisten unserer Stimme, was moglicherweise davon
herriihren kann, dass es sich beim Kertész’schen Stamm um einen wohl
schon seit ldngerer Zeit auf kiinstlichen Nidhrboden weiter geziichteten
Organismus handelte. Ueberdies stellte W. Ritter6) auch bei einigen von
uns zur Verfligung gestellten Stimmen fest, dass auch diese das Talgig-
werden von Milch und Rahm verhinderten.

4. Andere nicht peptonisierende Stibchen.

Die dieser Gruppe zugeteilten Bakterien waren lebhaft beweglich. Auf
Chinablau-Milchzuckeragar erzeugten sie ebenfalls eine alkalische Reaktion.
Sie wurden in der «erstickten» Milch nicht so hiufig gefunden wie die vor-
hin beschriebenen alkalibildenden Kurzstibchen und die peptonisierenden
Stabchen. Einzig in den Versuchen 12 und 13 waren sie hiufig vertreten.

Nach ihrem Verhalten auf den verschiedenen Nihrboden miissen sdmt-
liche untersuchten Stimme zu den nicht verfliissigenden Fluoreszenten ge-
rechnet werden. Die meisten besassen die Fihigkeit, in Milch esterige und
auch kohlartige Geriiche hervorzurufen. Alle Stimme haben Trauben-, nicht
aber Milchzucker vergoren. Nitrat wurde nie reduziert.

Von 14 Stimmen gehorten 5 dem Bact. fluorescens non liquefaciens
syn. Bact. putidum Lehmann und Neumann an. Auf Agarstrich produzier-
ten sie griinen Farbstoff und einen deutlichen Geruch nach Trimethylamin.
3 Stimme waren fettspaltend. In Versuch 12 machte das Bact. putidum
ungefihr die Héilfte der nicht verflissigenden Stédbchen aus. Ein Stamm
besass die Fahigkeit, in Milch einen unangenehm sduerlichen, an Schweine-
trinke erinnernden Geruch zu bilden. Ein solcher wurde auch bei der auf-
bewahrten rohen Milch festgestellt. Nach Weigmann und Wolff77) kann
das Bact. putidum auch einen mehr angenehmen, mohrriibenéhnlichen Ge-
ruch verursachen.

Die andern 9 Stimme gehorten dem Bact. fragi an, das nach Lehmann
und Neumman ebenfalls zu den Gelatine nicht verflissigenden Fluoreszenten
gezihlt wird. Sie waren aber nicht fluoreszierend und riefen in Milch einen
aromatischen, himbeer- und erdbeerihnlichen Geruch hervor. Sie wurden
zu einem erheblichen Prozentsatze im Rahm der in Versuch 13 untersuchten
Mileh gefunden und waren daher mitbeteiligt am Zustandekommen des
aromatisch-sduerlichen, adstringierenden Geruches.
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In Versuch 19 war ein nicht verfliissigendes Stibchen zu 20—300/0 ver-
treten, das auf Gelatine in blatterartigen, colidhnlichen Kolonien wuchs,
Nitrat reduzierte und Milch koagulierte. Es vergirte sowohl Trauben- als
Milchzucker und spaltete auch Fett. Die mit diesem Organismus geimpfte
Milch wies nach einiger Zeit einen widerlichen Estergeruch auf. Dieses
Stabchen dirfte u. E. ebenfalls zur nicht verflissigenden Fluoreszenten-
Gruppe gehoren.

5. Coli-aerogenes-Gruppe.

Wie wir frither schon erw#hnten, ermittelten wir den Coli-aerogenes-
Bakteriengehalt der Milch entweder an Hand der Plattenkulturen oder aber
durch spezielle Bestimmung des Coli-Titers mittels der von Kessler und
Swenarton empfohlenen Gentianaviolett-Galle-Pepton-MilchzuckerlGsung.

In der Literatur findet man recht verschiedene Angaben iiber den zahlenmissigen
Gehalt der Milch an Coli-aerogenes-Bakterien. Diese treten im allgemeinen nicht nur in
der frischen, sondern auch in der bei oder unter 20—22° aufbewahrten Milch im Gegen-
satz zu den bereits besprochenen Bakterienarten nicht so sehr hervor. So hatte Wolff3)
bei seinen Untersuchungen die Coli-aerogenes-Bakterien nur spirlich gefunden. Und nach
Diiggeli ) machten sie in gewdhnlicher Marktmilch nur 406 der Mikroflora aus.

Weigmann ?®) macht sie fiir den in Milch und Butter gelegentlich auftretenden Stall-
geruch verantwortlich. Nach Pont™) vermogen die Coli-aerogenes-Bakterien in weitgehen-
dem Masse die Rahmqualitit zu beeinflussen, wobei sich Bact. aerogenes schidlicher er-
weist als Bact. coli

Bei der von uns untersuchten «erstickten» Milch waren die Organismen
der Coli-aerogenes-Gruppe fast immer bedeutend schwicher vertreten. Ihr
Anteil an der gesamten Bakterienflora betrug nur selten mehr als 590, mei-
stens aber weniger als 10.

Sie konnten daher in den wenigsten Fillen bei der Entstehung der
Geriiche entscheidend mitgewirkt haben. Die Coli-aerogenes-Bakterien tra-
ten wohl in stark saurer Milch zuweilen bedeutend zahlreicher auf, aber
erst nachdem die primiren Geruchsverinderungen schon lingst durch andere
intensivere Geriiche verdréingt worden waren.

Wir haben daher die hier in Frage kommenden Bakterien nur als
Gruppe bestimmt, charakterisiert durch die Fahigkeit, Milch zu koagulieren,
Milchzucker leicht und unter Gasbildung zu vergiren. Eine Trennung in
das typische Bact. coli und das Bact. aerogenes fithrten wir nicht durch.
Immerhin zeigte es sich bei gelegentlichen Abimpfungen aus Gentianaviolett-
bouillon auf Schrigagarkulturen, dass Bact. coli weitaus vorherrschend war.

Bei allen an Milch-Reinkulturen vorgenommenen Geruchspriifungen konn-
ten wir nie einen stallartigen Geruch feststellen, immer aber einen eigen-
artigen, unangenehm fischig-séuerlichen Geruch.

D. Kiinstliche Erzeugung des «stickigen» Geruches.

Wir haben die in unsern Versuchen gefundenen Bakterienarten, die,
auf sterile Mileh oder sterilen Rahm verimpft, charakteristische Geriiche
hervorriefen, zum Teil bereits an anderer Stelle erwidhnt. So das Bact.
fluorescens und seine Verwandten, das Bact. Proteus, die Mikrokokken, die
Milchsgurestreptokokken, das Bact. coli und die alkalibildenden Kurstibchen.
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Nur selten haben wir aber die von diesen Organismen erzeugten Ge-
riicha in «erstickter» Milch feststellen konnen. Meistens waren es hier
Mischgeriiche, in denen vielfach der eine oder andere typische Geruch etwas
hervortrat. Wir erinnern an den durch das Bact. fluorescens hervorgerufenen
Steckriibengeruch oder an die durch verfliissigende und nicht verfliissigende
Stibchen hervorgerufenen aromatischen Geriiche, die unmittelbar nach dem
Abdecken der Getisse aufstiegen. An deren Stelle traten dann aber sehr oft
adstringierende, sduerliche Geriiche, die mit den erstgenannten auch etwa
abwechselten. Nach Weigmann und Wolff ™) kénnen durch das Zusammen-
wirken verschiedener Bakterienarten verschiedene Aromas gebildet werden.
Das Bact. fluorescens erzeugte z. B. mit Bac. mycoides oder mit Strepto-
coccus lactis ein angenehmes, mit Bac. megatherium, mycoides und Milch-
siurebakterien zusammen dagegen ein mehr unangenehmes, kisiges Aroma.
Den in Milch etwa auftretenden Geruch nach tierischen Eingeweiden schrei-
ben die genannten Autoren dem Zusammenwirken von Bact. fluorescens mit
einem alkalibildenden Kurzstibchen zu. Das Bact. fluorescens soll einen
deutlichen Riibengeschmack nur in Verbindung mit andern, vor allem mit
den gewohnlichen Milchsdurebakterien zu erzeugen vermdogen.

Wir versuchten daher, da Reinkulturen nicht zum Ziele fiihrten, den
bei aufbewahrter Milch festgestellten «stickigen» Geruch durch verschiedene
Bakteriengemische zu erzeugen. Dabei fiilhrten wir die Versuche bei Zimmer-
temperatur mit sterilem Rahm sowie mit erhitzter und roher, aseptisch
gewonnener Milch durch.

1. Versuche mit sterilem Rahm.

Die in Versuch 16 aus Milch mit sduerlich-ranzigem Geruch (31 Stunden alt) isolier-
ten Stdimme wurden in der prozentualen Verteilung der Bakterienarten auf den Agarplatten
auf sterilen Rahm verimpft. Hierfiir stellten wir vorerst durch Nadelabstriche eine Auf-
schwemmung in steriler Magermilch her und setzten alsdann davon 1 em3 zu 8—10 cm3 Rahm.

Im ersten Falle verwendeten wir folgende Stimme:

Durch die Reinkultur auf sterilem Rahm
erzeugter Geruch:

2 Alkalibildende Kurzstibchen, ranzig,

3 Gelbe und weisse Kokken, sauer,

2 Bact. putidum, 1 geruchlos, 1 fischig,
1 Peptonisierendes Stébchen, : nach Limburger Kige,
1 Bact. coli, fischig-sduerlich,

1 Mileh koagulierendes Stibchen, Erdbeergeruch,

1 Strept. lactis. herb-gduerlich,

In einem Kulturgemisch erzeugten diese Organismen einen vorherrschend ranzigen Ge-
ruch. In einer andern Probe, die ausser den oben genannten mit mehreren Strept.-lactis-
Stimmen beimpft worden war, trat ein herb-siuerlich-adstringierender Geruch auf.

Im zweiten Falle beimpften wir den sterilen Rahm in der beschriebenen Weise mit
den aus der 18 Stunden alten Milch des 16. Versuches isolierten Stimmen. Die betreffende
Milch wies einen schwach ranzigen Geruch auf.

Das Impfmaterial enthielt folgende Organismenstimme:

Durch die Reinkultur auf sterilem Rahm
erzeugter Geruch: ;

2 Bact, fluorescens, ranzig,
1 Gelatine verfliissigende Stidbchen, schwach ranzig,
2 Gelatine verfliissigende Stibchen, nach Ester,

T Graue und gelbe Kokken. sauer.
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Der auf sterilem Rahm erzeugte Geruch war vorherrschend erdbeer-
artig, aber auch schwach ranzig und kam demjenigen, der bei Versuchsmilch
wiederholt spontan entstanden ist, zum mindesten sehr nahe. Es wird nur
selten gelingen, mit einem Bakteriengemisch den genau gleichen Geruch,
der bei blossem Stehenlassen der gewdhnlichen Milch durch natiirliche
Auslese gewisser Organismen von selbst entsteht, kiinstlich hervorzurufen.
Denn fast immer wird die eine oder andere Bakterienart aus irgendeinem
Grunde die Oberhand gewinnen und somit auch den Geruch der Milch oder
des Rahmes einseitig beeinflussen.

2. Versuche mit roher und erhitzter Vollmilch.

Es handelte sich hier einmal darum, festzustellen, welche Bakterien
in erster Linie an der Erzeugung der von uns als vorherrschend beobachte-
ten Mischgeriiche beteiligt waren. Dabei schenkten wir unsere besondere
Aufmerksamkeit den in autbewahrter Milch so h#ufig angetroffenen alkali-
bildenden Kurzstidbchen. Und endlich suchten wir zu ermitteln, inwieweit
sich sterilisierte Milch eigne, um die bakterielle Erzeugung von Geruchs-
stoffen zu studieren und aus den erzielten Ergebnissen auch fiir die Roh-
milch zutreffende Schliisse abzuleiten. Denn die rohe und gekochte Milch
bieten den Mikroorganismen ganz verschiedene FExistenzbedingungen. In
der ersteren wirken bakterizide Krifte, in der letzteren sind diese zerstort,
wie besonders Schlaeppi®l) an Frauenmilch eindeutig zeigte.

Gewisse Bestandteile sind auch chemisch veridndert. Hierauf macht
Rogers8%) mit besonderem Nachdruck aufmerksam. Er ist der Auffassung,
dass bei Reinkulturstudien in erhitzter Milch unzweifelhaft andere Ergeb-
nisse erzielt werden als in roher Milch.

Versuch 1. Aseptisch gewonnene Milch wurde zu gleichen Teilen roh, pasteurisiert
(30 Min. bei 63°) und gekocht (20 Min.) verwendet.

Gepriift wurde je 1 Stamm alkalibildender Kurzstdbchen, weisser Kokken, Tetrakokken,
Milchsdurestreptokokken, Bact. coli und Bact. fluorescens. Der Milchsdurestreptococcus er-
zeugte in steriler Mlch einen angenehm s#iuerlichen Geruch.

Die Einsaatmenge wurde so bemessen, dass auf den c¢m? Milch ca. 100000 bis 500 000
Keime entfielen. Hierbei gingen wir &hnlich vor wie Schlaeppi®’), indem wir eine Bouillon-
kultur verwendeten, die eine diffuse Triibung aufwies. Von einer 10000fachen Verdiinnung
dieser Bouillonkulturen wurden je 0,05 e¢m3 zu 100 c¢m?® Milch gegeben. Die Flaschen wurden
mit Glasdeckeln bedeckt und bei 200 aufgestellt.

Die Ergebnisse der Geruchspriifungen sind in Tabelle 27 zusammengestellt.

Der Stamm 142 erzeugte in allen drei Proben einen ranzigen Geruch.
Bei der sterilisierten Milch trat er frither auf als in den rohen und pasteuri-
sierten Proben. Die beiden Kokkenstimme 37 und 38 riefen in der rohen
Milch einen an sauren Most erinnernden Geruch hervor. In der pasteurisier-
ten Milch dagegen erzeugte der Stamm 37 einen herben Geruch. Bei den
sterilisierten Proben konnten auch nach 46 Stunden noch keine Geruchs-
verinderungen festgestellt werden.

Bei der Mischkultur von Kokken mit Milchsiurestreptokokken machte
sich der Einfluss der Kugelbakterien nur in der rohen Milch nach 29 Stun-
den geltend. Der Geruch war hier herb-siuerlich, spédter rein sduerlich, als
wire er durch den Streptococcus allein hervorgerufen worden.



Tabelle 27

Rohe Milch Pasteurisiert Gekocht
Geruch nach
29 Std. 36 Std. 46 Std. 29 Std. 36 Std. 46 Std. 29 Std. 36 Std. 46 Std.

1. Alkalibildende Kurz- — — ranzig nach — — ranzig nach — — schwach

stibchen 142 58 Std. 48 Std. ranzig
— — nach Kern- — — herb — == =
2. Gelber Coccus 37 obstmost
— — nach Kern- — — nach Most — e =

3. Tetracoccus 38 obstmost

4. Kokken, Milchsiiure- herb- |rein siuerlich rein siiuerlich| siuerlich stark scharf sauer | siuerlich siuerlich siiuerlich
Streptococcus sauerlich siuerlich

5. Alkalibildner, Kok- sduerlich | adstringier.- | adstringier.- — schwach schwach stisslich- stisslich- aromatisch
ken sduerlich siuerlich adstringier. | adstringier. | sduerlich | siuerlich

6. Alkalibildner, Kok- siisslich- | aromatisch bis| aromatisch, | siisslich- | aromatisch, | adstringier. | siisslich- | aromatisch, | himbeerartig
ken, Bact. coli siuerlich |futterig-sauer|futterig-sauer| siduerlich | adstringier. sauer sduerlich | himbeerartig

7. Alkalibildner, Milch- - schwach ranzig- — aromatisch- | aromatisch- — aromatisch- | himbeerartig
siure-Streptokokken futterig-sauer| siduerlich siuerlich sduerlich sduerlich

8. Alkalibild., Kokken, — futterig- ranzig- — schwach ranzig- — aromatisch | aromatisch
Milchs.-Streptokokken sauer siuerlich futterig-sauer| aromatisch

9. Alkalibild., Kokken, stisslich- | adstringier., ranzig, siisslich- | adstringier.- | futterig- — — aromatisch
Bact. coli, Milchsiiure- | siuerlich |futterig-sauer| adstringier. | siuerlich | siuerlich sauer
Streptokokken

10. Alkalibild., Kokken, stisslich- | aromatisch, | ranzig-sauer, | siisslich- sehr adstringier.- — adstringier., | adstringier.,
Bact. coli, Bact. fluo- | sduerlich, | futterig- |schwachnach| siiuerlich |unangenehm, sauer kisig kisig
rescens, Milchsiure- |schwachn. sauer Steckriiben adstringier.
Streptokokken Steckriiben

L8



88

Wurden Alkalibildner und Kokken zusammen in Mileh verimpft, so
konnte sowohl bei den rohen als auch bei den gekochten Proben der most-
artige Geruch nicht mehr festgestellt werden. Die Milch wies jetzt einen
schwach sduerlichen bis adstringierenden Geruch auf, der sich deutlich von
demjenigen der Reinkulturen unterschied. Aber auch der Geruch der sterili-
sierten Milch wich von demjenigen der rohen und pasteurisierten ab.

Durch das Bact. coli scheint in den Mischkulturen durchwegs eine
mehr aromatische Geruchskomponente begiinstigt worden zu sein. Beil der
rohen Milch trat dann noch ein futterig-saurer Geruch hinzu. Dieser konnte
zum Teil auch noch bei der pasteurisierten Probe festgestellt werden, wih-
rend bei der sterilisierten Milch wiederum der aromatische Geruch her-
vortrat.

Auffallend ist die Beeinflussung der Milchséurestreptokokken durch
den Alkalibildnerstamm. Bei der rohen Milch konnte ein futterig-saurer
bis ranzig-siuerlicher Geruch festgestellt werden; bei der pasteurisierten
und sterilisierten Milch war dagegen eine aromatische Komponente vor-
herrschend. Die Kokken vermochten, wie aus Variation 8 hervorgeht, keinen
splirharen Einfluss auszuiiben.

Dass hier und auch bei der 7. Variation die Geriiche spiter auftraten
als bei den andern Proben, beruht wohl darauf, dass nach 29 Stunden {iber
900/ der Bakterienflora auf Alkalibildner entfielen. Erst nachdem sich
dann auch die Milchsdurestreptokokken stirker entwickelt hatten, trat
der erwidhnte Geruch auf. Dagegen konnte in der 5. Probe, wo die Alkali-
bildner gegeniiber den Kokken stark vorherrschten, schon nach 29 Stun-
den ein siuerlicher Geruch wahrgenommen werden. In der 4. Probe scheint
der herb-séduerliche Geruch durch das Zusammenwirken der Milchsdure-
streptokokken (8706) und der Kokken (130p) bedingt worden zu sein,
wiahrend spiter, als nur noch Milchsdurebakterien nachgewiesen werden
konnten, der Geruch der Milch rein sduerlich war.

In den Proben 9 und 10 traten trotz der zahlreicheren Bakterienarten
im grossen und ganzen keine neuen Geruchskombinationen mehr auf. Einzig
das Bact. fluorescens gab sich in der rohen Milch zeitweilig durch einen
schwachen Steckriibengeruch zu erkennen. Es machte hier neben 7500 alkali-
bildenden Kurzstidbchen noch 1506 aus. Den Rest bildeten Streptokokken,
Kokken und Bact. coli.

Am ehesten stimmten die Geriiche der pasteurisierten Milech mit den-
jenigen der rohen fiiberein, wihrend durchwegs die der sterilisierten Milch
davon abwichen. Fast iiberall war hier ein aromatischer Geruch hervor-
getreten. Diese Abweichungen miissen wohl auf die durch die Erhitzung
hervorgerufene chemische Verinderung gewisser Milchbestandteile zuriick-
gefilhrt werden, wodurch einzelne Bakterienarten in ihrem Wachstum ge-
hemmt, andere begiinstigt worden sind. Zum Teil mochten die Unterschiede
auch dadurch bedingt worden sein, dass der Kochgeruch der Milch andere
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riechende Stoffe iiberdeckt oder mit ihnen andere Kombinationen hervor-

gerufen hat. ,

Versuch 2. Hier wurde eine Anzahl verschiedener Stimme mit Streptococcus lz}ctis
nur auf rohe, aseptisch gewonnene Mileh verimpft und zur Zeit der auftretenden Geriiche
auch noch der Siuregrad der Mileh bestimmt. Der Streptococcus-lactis-Stamm erzeugte in
steriler Magermilch einen etwas herb-siuerlichen Geruch.

Von den 2 Tage alten Bouillonkulturen, die mit steriler Kochsalzlésung auf einen mog-
lichst gleichmiéssigen, schwachen Triibungsgrad eingestellt worden waren, setzten wir von
der 100fachen Verdiinnung je 0,2—0,3 em? zu 100 c¢m3 Milch. Die Flischchen wurden zu-
gedeckt und bei 20° belassen.

Nach 22 Stunden stellten wir die in Tabelle 28 niiher bezeichneten Geriiche fest.

Tabelle 28.

Geruch nach 22 Stunden ?

Stamm Rahm Nach dem Schiitteln %D

der Milch 2

Strept. lactis .
Alkalibild. 186 nach Waschlappen, adstringier. | herb-séiuerlich 9,1")
Alkalibild. 187 herb schwach siiuerlich 8,4
Bact. Alcalig. H. herb herb 8,2
Bact. putidum 189 siisslich-siiuerlich, adstringier. aromatisch-siiuerlich 8,7
Bact. fluorescens 190 | herb-siiuerlich, schwach adstring.| herb 8,0
Ps. fragaroidea 191 ranzig, stark adstringierend siuerlich, Bockgeruch 92
Tetracoccus 188 herb herb 8,7
%éic;;f;l.)ild. {gg }siisslich—s'ziuerlich herb 8,6
‘%ég?;;bﬂd igg lranzig, adstringierend, el B
Py, frag. 191 Inach Waschlappen :
Strept. lactis allein herb-siiuerlich herb-siiuerlich 8,2
Ps. frag. 191  » esterig, ranzig ranzig, aromatisch 7,2
Alcalib. 186 » geruchlos geruchlos 7,0
1) Siiuregrad der frischen Mileh 7,1.

Adstringierend-siduerliche Gertiche wurden von Streptococcus lactis zu-
sammen mit dem Alkalibildner-Stamm 186, dem Bact. putidum, dem Bact.
fluorescens und einem dem Ps. fragaroidea nahestehenden Stdbchen erzeugt.
Alle waren fettspaltend. Der Alkalibildner-Stamm 187 dagegen hatte kei-
nen Einfluss.

Der durch den reinkultivierten Tetracoccus liquefaciens hervorgerufene
Geruch wurde in Gesellschaft mit dem Stamm 186 ebenfalls unterdriickt.
Es entstand ein siuerlich-adstringierender Geruch. Mit Ps. fragaroidea zu-
sammen war er unangenehm und erinnerte an denjenigen eines Waschlappens.

Nach dem Durchmischen wiesen mit einer Ausnahme alle Proben einen
herb-sduerlichen Geruch auf. Die vorhin beschriebenen Geriiche mussten
also im Rahm entstanden sein. Sie unterschieden sich deutlich von den-
jenigen der darunter stehenden Milch. Einzig die mit dem Ps.-Stdbchen und
dem Milchsiurestreptococcus infizierte Probe besass nach dem Durchmischen
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einer andern Geruch. Er war eigenartig aromatisch-siuerlich, zeitweise
konnte er mit einem eigentlichen Bockgeruch verglichen werden. Seine Ent-
stehung kann man darauf zuriickfiihren, dass durch die Mischung des vor-
wiegend ranzig-aromatischen Geruches des Rahmes mit dem ausschliesslich
herb-siduerlichen der Magermilch eine neue Kombination zustande gekom-
men war.

Vergleichen wir die durch die Reinkulturen des Streptococcus lactis,
Ps. fragaroidea und des alkalibildenden Kurzstibchens erzeugten Geriiche
mit denjenigen der Mischkulturen, so lasst sich auch aus diesem Versuche
der wichtige Schluss ziehen, dass an der Entstehung der siuerlich-ad-
stringierenden, des Waschlappengeruches, kurz der «stickigen» Geriiche, die
Milchsiurestreptokoklken erheblich beteiligt sind. Es ist daher auch ver-
stindlich, dass in Milch vom Zeitpunkt der ersten Geruchsverinderung an
gerechnet, der Siuregehalt meistens ziemlich rasch zunimmt. Das ist nur
moglich, weil sich die Milchsdurebakterien schon vorher betriichtlich ver-
mehrt haben.

Der durch alkalibildende Kurzstibchen und Streptococcus lactis her-
vorgerufene adstringierend-sduerliche oder auch Waschlappengeruch konnte
nicht immer schon wahrgenommen werden, wenn der Siuregrad der Milch
noch nicht oder erst wenig zugenommen hatte. Hier und da bedurfte es
einer betridchtlichen S#urezunahme, bis ein Unterschied im Geruch der
Rein- und Mischkultur der beiden Organismen auftrat. So konnte z. B.
bei einer mit Milchsdurestreptokokken und alkalibildenden Kurzstibchen
beimpften Milchprobe ein unangenehm siuerlicher, teilweise beinahe fikal-
artiger Geruch erst festgestellt werden, als die Mileh einen Siuregrad von
12,8 aufwies. In einem andern Falle (der anfingliche Siuregrad der Frisch-
milch war ungefihr gleich hoch) hatte die Rahmschicht schon bel einem
Sauregrad der Milch von 7,6 einen schwach ranzig-adstringierenden Geruch.
Die nur Milchsdurestreptokokken enthaltende Parallelprobe roch rein s#uer-
lich. Es miissen hier beim Freiwerden der Gertiche noch Faktoren mit~
spielen, die sich nicht ohne weiteres abkliren lassen. Bis zu einem gewissen
Grad: kann wohl die verschiedene Empfindlichkeit des Geruchsinnes in
Betracht gezogen werden. Auch verschieden giinstige Wachstumsbedingun-
gen fiir die eine oder andere Bakterienart mogen eine Rolle spielen. Aber
damit wissen wir noch nicht, warum der eine Mischgeruch erst bei dem ver-
héltnisméssig hohen Sduregrad von 12,8, der andere aber schon bei 7,6
Siuregraden auftrat.

Im dibrigen aber haben diese Versuche gezeigt, dass der «stickige» Geruch
der Milch durch zwei oder mehrere Bakterienarten kiinstlich erzeugt werden kann.
Es ist dies ein neuer Beweis dafiiv, dass das « Ersticken> der Milch ausschliess-
lich ein bakteriologischer Vorgang ist.

Am besten eignete sich fiir diese Untersuchungen aseptisch gewonnene
roha oder hochstens pasteurisierte Milch, wenn auch mit sterilisiertem Rahm
in einzelnen Versuchen durchaus vergleichbare Ergebnisse erzielt worden
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sind. Die Versuche mit sterilisierter Milch dagegen fiihrten immer zu meist
stark abweichenden Resultaten. Die Begilinstigung mehr einheitlicher Ge-
riiche wurde dabei wohl nicht nur durch gewisse chemische Veranderungen,
die die Milch beim Kochen erleidet, sondern auch durch die nahezu auf-
gehobene Aufrahmungsfihigkeit verursacht. Es kam hier in viel geringerem
Masse zu einer Anreicherung der Bakterienflora an der Oberfliche, sodass
sich dann gerade dort zufillig anwesende obligat aerobe Keime einseitig ver-
mehren konnten. Vor allem aber stérte der Kochgeruch der Milch immer
das Bestimmen der gebildeten Riechstoffe.

E. Beeinflussung der Milchsdurebildner durch Alkalibildner.

1. Bisherige Untersuchungen iiber die gegenseitige Beeinflussung verschiedener
Bakterienarten.

Schon Koning?) hatte beobachtet, dass die Siuerungskraft von Streptococcus lactis
stieg, wenn er in Gesellschatt mit dem Bact. fluorescens in sterile Milch verimpft worden
war. Koning war auch der Auffassung, dass bei der spontanen Siduerung der Milch alle
vorkommenden Bakterienarten, also auch die Nichtsiurebildner, beteiligt seien, indem sie sich
durch die Bildung verschiedener Abbauprodukte gewissermassen in die «H#inde arbeiten».
Ferner sollen die Milchsdurebakterien in Symbiose mit peptonisierenden Bakterien langer
am Leben bleiben, weshalb der Sduregrad in der Marktmilch hoher steige als in Reinkulturen.
Zu ungefihr gleicher Zeit fand Marshall ®%), dass Milchsdurebakterien durch ein peptonisieren-
(les Bakterium in ihrem Wachstum gefordert wurden. Burri und Thoni3?) stellten fest,
dass die Milchsaurebakterien in Symbiose mit Hefen schleimbildend werden kénnen. Nach
Belonowsky $%) bildet das Bact. coli bei Anwesenheit von Milchsdurebakterien keine Bern-
steinsiure.

Barthel 8°) hat gezeigt, dass Oidium lactis und einige Schimmelpilze bei Milchsdure-
streptokokken stimulierend auf die Milchsdurebildung wirken. Nach Linneboe und Hastings %)
dagegen wurde bei der Symbiose von Streptococcus lactis mit Oidium lactis die Gerinnungs-
zeit gegeniiber der Reinkultur nicht gedindert. Wohl aber beschleunigte Oidium lactis bei
Bact. coli die Gerinnung und forderte bei andern Organismen den Eiweissabbau.

Cox und Whithead8"), studierten den Einfluss des Bact. coli, Bac. subtilis, eines
Staphylococcus und des Bact. faecalis auf die Milchsdurebildung. Dabei fanden sie, dass
Bac. subtilis und der Staphylococcus immer stimulierend wirkten, wihrend das Bact. coli
das eine Mal eine Erhohung, das andere Mal eine Abnahme, das Bact. faecalis dagegen
immer einen Riickgang der Saurebildung zur Folge hatte.

Beene Luxwolda®8) dagegen hat keine Beeinflussung der Milchsdurebakterien durch
andere Mikroorganismen feststellen konnen. Bei der Symbiose von Milchsdurebakterien mit
Bact. fluorescens waren wohl die ersteren zahlreicher als in der Reinkultur. Es fehlte aber
ein rascheres Ansteigen des Sduregrades. Finzig bei 20° war der Siuregrad der Misch-
kultur hoher. Luxwolda schreibt dies aber nicht der wachstumsfordernden Wirkung der
peptonisierenden Bakterien zu. Diese ermdglichen nach seiner Ansicht den Milchsdure-
bakterien nur, bei hoherem Siduregrad zu leben. Hingegen wirken diese zwischen 13 und
200 hemmend auf das Bact. coli. Und bei 20° war das Wachstum der Milchsdurebakterien
so kraftig, dass alle andern {iberwuchert und verdringt wurden. Nur die Alkalibildner
konnten durch ihr schnelleres Wachstum am Anfang die Sdurezunahme aufhalten.

2. Kigene Untersuchungen.

Aus unsern fritheren Versuchen geht hervor, dass die alkalibildenden
Kurzstibchen sozusagen als stéindige Milchbewohner betrachtet werden miis-
sen. Sie machten ausserdem sehr oft einen erheblichen Prozentsatz der
Bakterienflora aus und spielten, wie wir festgestellt haben, auch bei der
Entstehung von Geriichen in der aufbewahrten Milch eine wichtige Rolle.

Da ferner die alkalibildenden Kurzstibchen in &lterer Milech oft noch
allein neben den Milchsidurestreptokokken vorhanden waren, ergab sich die



Frage, ob wohl die Alkalibildner die Milchsduregiirung zu beeinflussen ver-
mogen.

Die diesbeziiglichen Untersuchungen wurden mit aseptisch gewonnener
Mileh, steriler Magermilch und Milchzuckerbouillon durchgefiihrt.

a) Versuche mit roher und steriler Vollmilch.

Versuch 1. Je 1/5 der aseptisch gewonnenen Milch wurde roh, nach vorheriger Pasteuri-
sierung (30 Min. bei 63°) und nach 20 Min. langem Kochen zu 100 ecm® in 2 dl fassende
Flischchen abgefiillt und aus einer 24- bis 36stiindigen Bouillon- bzw. Peptonschottenkultur
in folgender Weise beimpft:

. Alkalibildner (Stamm 142), nach 10 Stunden Streptococcus lactis (Stamm 135),
Streptococeus lactis, nach 10 Stunden Alkalibildner,

Alkalibildner und Streptococcus lactis gleichzeitig,

Ebenso, aber doppelt soviele Alaklibildner,

Streptococcus lactis allein.

Bei Stamm 135 handelte es sich um einen kridftigen Sdurebildner, den wir in T\/I'wer—
milch bei 10tigiger Weiterziichtung aufbewahrten. Der Alkalibildnerstamm wurde auf ge-
wohnlichem Schragawar vorritig gehalten '

Auf Grund von Vorversuchen erzielten wir die geeignete Einsaatmenge durch 400fache
Verdiinnung der Bouillonkultur in steriler Magermilch, wovon wir 1 c¢m3 zur Beimpfung der
Proben (100 cm?) verwendeten. Aufstellung hei 20°0.

Die Untersuchung wurde nach 10 und 30 Stunden vorgenommen. Fiir den kulturellen
Nachweis eigneten sich die Chinablau-Milchzuckeragarplatten besonders gut, weil sie eine
miihelose Unterscheidung der beiden Organismenarten zuliessen.

Tabelle 29.

T 00 1

| 5 o, |
Avt tnd Menke f Rohe Milch Pasteurisiert Grekocht

der Nach 10 Std. ’Nzwh 30 Std.| Nach 10 Std. |Nach 30 Std.| Nach 10 Std. | Nach 30 Std.
geimpften Keime : -
K’zahl | Red. | K’zahl | So | K'zahl | Red. | K'zahl | So | K'zahl | Red.| K'zahl | So

1. Alkalib. proen® 3900 | 2,8 Mill.| — [2070ill 7,4 [5,5Mil.| — [204Mill. 7,2|86Mill.| — |196MilL| 7,4
Nach 10 Std. Strept. lactis 11 » 30 » | 42 »
2. Strept. L. poend4100 | 5000 10|, 29000 86 11ill. I 540 il
Nach (0 Std. Alkalibild. | 1000 | — | 34 » | ° — .| 67 » | V8| Ll — Fan, 19T
3. Alkalib. + Strept. 1. .
deicheiliy A 900} = s, | , 1110, | e | sOML
A 131+ | Sl g, 81 [ i 48" | o M 162
4. Alkalib. + Strept. I |
gleichzeitig -
doppelt soviel A 300 | 76l o e | 60
MMOO} — 106" o0 5 (B8] — | 48’ igrommn 15} — |35 |mg » |160
5. Strept. lactis allein 5 !
prd 00| —  PASTNL 68| — [PASi] 2ML 65 — | 68| 61N Ts

Hieraus ist ersichtlich, dass sich im ersten Falle die Alkalibildner in
aller. 3 Proben (roh, pasteurisiert und gekocht) ungeféhr gleich stark ver-
mehrt hatten. Die nach 10 Stunden eingeimpften Streptokokken wuchsen
starker in der pasteurisierten und gekochten Milch. Die bakterizide Wirkung
der Rohmilch ist deutlich erkennbar, sie schien den Alkalibildner weniger!
zu beeintrichtigen. Der Streptococcus-lactis-Stamm hat sich innerhalb 10
Stunden nicht zu vermehren vermocht, wihrend beim Alkalibildner die Keim-
zahl von 3900 auf 2,8 Millionen gestiegen war. Sie vermochten denn auch
in der rohen Milch, trotzdem sie dieser 10 Stunden spiter zugesetzt wor-
den waren, die Milchsdurestreptokokken zu iiberwuchern, wihrend in der
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pasteurisierten und gekochten Milch, wo die bakteriziden Krifte nicht mehr
wirkten, die Streptokokken die Oberhand zu gewinnen vermochten. Dem-
entsprechend war auch der Siuregrad gestiegen.

In den Probenreihen 3, 4 und 5 ist ein Einfluss des Alkalibildner-
stammes auf das Wachstum von Streptococcus lactis und damit auf die
Siurezunahme deutlich erkennbar. Schon nach 10 Stunden ergaben sich
bedeutende Unterschiede in der Reduktaseprobe.

Der Stamm 142 reduzierte Methylenblau nur sehr langsam und un-
vollstindig. Demgemiss musste die bedeutend kiirzere Reduktionszeit ge-
geniiber derjenigen Milch, die nur mit Streptococcus lactis beimpft worden
war, auf einer stirkeren Vermehrung der Milchsiurebakterien beruhen.
Dies geht denn auch aus den bei der 30 Stunden alten Milch erzielten Er-
gebnissen hervor.

So enthielten die Mischkulturen der rohen Milch 70—40(), der pa-
steurisierten 225—350 und der gekochten ungefihr 25mal mehr Milch-
siurebakterien. Die rohe Milch wies einen um 1,7—2, die pasteurisierte
um 5,6—8,3 und die gekochte um &,2—84 héheren Siuregrad auf als
die Reinkultur.

Dort, wo der Alkalibildner und der Streptococcus der Mileh gleichzeitig
zugesetzt worden waren, vermehrte sich der letztere rascher. Wurde da-
gegen der Alkalibildner erst 10 Stunden spiter eingeimpft, nahmen die
Streptokokken langsamer zu. Besonders ausgeprigt ist der Unterschied
bei der rohen Milch. Im ersten Fall vermochten wohl die Alkalibildner
durch das lebhaftere Wachstum eine derart anregende Wirkung auszuiiben,
dass sich die bakteriziden Kréfte auf die Streptokokken weniger stark und
vor allem weniger nachhaltig auswirken konnten.

Nun besteht allerdings auch ein Unterschied bei der pasteurisierten
und der gekochten Milch. Hier ist hervorzuheben, dass im Gegensatz zur
rohen, die Streptokokken nach 10 Stunden, da der Alkalibildner zugesetzt
wurde, diesem zahlenmissig schon bedeutend iiberlegen waren. Der Alkali-
bildner vermochte sich deshalb nicht mehr dermassen zu entwickeln, dass
er auf das Wachstum der Streptokokken einen Anreiz ausiibte, wie dies
offenbar in der Milch der 3. Probenreihe der Fall war.

Eine gewisse zahlenmissige Ueberlegenheit der Alkalibildner scheint
von Anfang an notwendig zu sein. Denn die Einsaat einer doppelten Menge
hatte wenigstens bei der rohen und pasteurisierten Milch eine Erhohung der
Streptokokkenzahl und damit auch des Siuregrades zur Folge.

Unsere Untersuchungen bestéitigen ferner die schon von Wolff3) ge-
machte Beobachtung, dass sich die alkalibildenden Kurzstidbchen unbehindert
neben den Milchsdurebakterien vermehren konnen, und zwar, wie aus Ta-
belle 29 ersichtlich ist, auch bei schon bedeutend erhdhtem S#iuregrad.

Versuch 2. Hier beimpften wir aseptisch gewonnene Milch mit einem frisch isolierten
Alkalibildner- und Streptococcus-lactis-Stamm. Der Anfangskeimgehalt bestand aus 3800
Alkalibildnern und 2000 Milchséurebakterien. Der Siuregrad wurde in Abstéinden von 3—5
Stunden bestimmt.
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Aus dem Verlauf der Siurekurve (Abbildung 4) geht hervor, dass eine
Erhohung des Sduregrades bei der Mischkultur nur kurze Zeit frither ein-
gesetzt hatte als bei der Reinkultur. Anfinglich steigen die beiden Kurven
gleichmissig an und trennen sich erst bei 8 Siuregraden. Die Kurve der
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Reinkultur setzt ihren langsamen Anstieg fort, wihrend diejenige der Misch-
kultur nach einem etwas steileren Anstieg plotzlich in die Hohe schnellt.
Der stimulierende Einfluss des Alkalibildners auf den Streptococcus lactis
machte sich auch in diesem Versuche in deutlicher Weise geltend.

Es wurden zwar bei den zahlreich durchgefiihrten Untersuchungen
nicht immer solche eindeutige Ergebnisse erzielt. Es gab Fille, in denen ein
Unterschied im S#uregrad erst nach einer betridchtlichen Siurezunahme
auftrat, wie dies aus Tabelle 30 hervorgeht.

Ein Einfluss der Alkalibildner ist hier nur aus der Zahl der Milchsiiure-
bakterien ersichtlich. Hingegen zeigt es sich, dass die Alkalibildner trotz
des raschen zahlenmissigen Anstieges von den Milchsdurebakterien nach
einer bestimmten Zeit doch {iberholt wurden. Die Alkalibildner konnen,
wenn sie an Zahl stark iiberlegen sind, die S#uerung der Milch hintanhalten,
aber immer gewinnen die Siurebildner schliesslich die Oberhand. Konnten
die beiden Keimzahlenreihen in Kurven eingetragen werden, so missten diese
sich in einem bestimmten Punkte schneiden.

Es liasst sich nicht ohne weiteres erkliren, warum in diesem Versuche
eine deutliche Wirkung der Alkalibildner ausblieb. Man ist versucht, dies
darauf zuriickzutiihren, dass die Alkalibildner wihrend 22 Stunden vor-
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Tabelle 30.
Reinkultur | Mischkultur, A + M J Mischkultur: Zuerst M | Mischkultur: Zuerst A
v. Strept. 1. | gleichzeitig geimpft nach 10 Std. A nach 10 §td. M
M [S| M | A |s| M A |s| M A |s

|

Frisch beimpft 800 | 7,1 800 2300(71| 1500 - 765 — 2600 |71
Nach 6 Std. 3700|710 7000| 89000 7,1 — — |71 — — |7
» 10 » 162 000 | 7,21 220 000 | 9,8 Mill. [7,1{172000| 1000 |7,0/ 10000 6,6 Mill. | 7,2
> 14 » |617000|7,2| 1Ml | 25 » (70| 7Mll| 100070 — | 11 » |7
» 18 » 95Mill. |7,2| 836> | 91 » |T,2| 483 » | 900000 7,0 — 140 » |71

» 22 » 62 » |78 93 » |[115 » |7,8/180 » | 7HMill. | 7,4 700000 {500 » |70
> 26 » vermngliiekt | 10,0 9 Milliard.| 2 Milliard. [10,5] 1 Milliard.é 113 » 112/ 90 Mill. | 3 Milliard. " 7,2
> 80 » |17 Nillard.140/22 » |2 » |15]22 —  |142/300 > [5 » |70

» 34 » [ — —_ —_ _ 2 NMilliard.| 3 » 8,0
» 88 » — - —— _— ‘ = 22 > — 13,1

herrschten, wobei sie so viel Alkali produzierten, dass die anfiinglich ge-
bilcete Milchséure neutralisiert wurde. Nun aber geht, wie wir frither ge-
sehen haben, eine messbare Alkalibildung sehr langsam vor sich. Ferner
miisste dort, wo das Verhdltnis Milchsdurebakterien zu alkalibildenden
Kurzstibchen gerade umgekehrt war (Streptokokken der Milch 10 Stunden
vor den Alkalibildnern zugesetzt) eine stirkere Zunahme des Siduregrades
stattgefunden haben. Dies war aber nicht der Fall.

b) Versuche mit steriler Magermilch.

Versuch 3. Zunachst sei ein vergleichender mit Vollmilch (roh und gekocht) und
steriler Magermilch durchgefiihrter Versuch angefithrt. Zur Beimpfung der Proben ver-
wendeten wir 24 Stunden alte Bouillonkulturen vom Alkalibildnerstamm 186 und eines frisch
isolierten Streptococcus-lactis-Stammes. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bei 18—200.
Die Ergebnisse der in kiirzeren Zeitabstinden vorgenommenen Untersuchungen sind in
Tabelle 31 zusammengestellt.

Tabelle 31.
Rohe Milch Gekochte Vollmilch Sterilisierte Magermilch
Keimzahl b Keimzahl g Keimzahl o
Milchsb. | Alkalib. |2 & | Milchsb. | Alkalib. | 3 % | Milchsb. | Alkalib. |5 &
Prisch beimpft - 3900 8400 ‘ 79| 3600 12100 | 7,9 | 3500 9000 6,1
13 8td. M| 7 Mill — 7,9 | 3,4 Mill. — 7,9 | 3,4 Mill. — 6,1
M+A| 5 » 5 Mill. | 79| 255 » 6,7 Mill. | 795  » 9,2 Mill. | 6,4
16 » M 8,0 8,0 6,7
M+A 8,0 7,8 6,4
20 » M 8,0 7,8 6,4
M+A 8,1 7,9 6,4
23 » M {1650 Mill. 9,0 | 620 Mill. 8,2 | 290 Mill. 6,3
M+A 1400 » | 30 Mill. | 90 | 800 » | 150 Mill.| 8,4 {1100 » | 30 Mill. | 6,8
26 » M 112 8,6 7,0
M+A e 9,0 8,3
28 » M 14,0 9,2 7,0
M+A 15,2 - 110,2 10,0
30 » M 19,0 10,4 7l
M+A 19,2 12,0 13,1
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Bei den verschiedenen Proben bestehen in bezug auf den Siuregrad be-
trichtliche Unterschiede. Bis zu 23 bzw. 26 Stunden hatte er sowohl in
der Reinkultur von Streptococcus lactis als auch in der Mischkultur mit
dem Alkalibildner gleichmissig zugenommen. Die Zunahme betrug bei der
Magermileh 0,7, bei der gekochten Vollmileh 0,5 und bei der rohen Milch
2,2 Sauregrade. Diese siuerte von 23 Stunden ab stirker als die beiden
anderr. Proben. Es mag dies iiberraschen. Zu &hnlichen Ergebnissen kam
jedoch auch Meiers?). Er zeigte, dass sich mit zunehmender Aufbewahrungs-
dauer in aseptisch gewonnener Milch die Bakterien stirker vermehrten als
in pasteurisierter und sterilisierter Milch. Er fiihrt dies darauf zuriick, dass
- in der erhitzten Milch ungiinstige Verinderungen der Nihrstoffe stattgefun-
den haben.

Wihrend sich bei der Magermilch die Milchsiurestreptokokken bei An-
wesenheit der Alkalibildner gegeniiber der Reinkultur in erheblichem Masse -
vermehrten, konnte bei der Rohmilch ein solcher Einfluss nicht erkannt
werden, wohl aber bei der gekochten Vollmilch. Hier machten die Alkali-
bildner noch 1/ der Gesamtflora aus, In den beiden andern Proben waren,
sie nur noch zu 2—2 500 vertreten. Die Sidurezunahme der Mischkultur
erfolgte daher vorliaufig noch etwas langsamer.

Die Alkalibildner scheinen ihren Einfluss darin auszuiiben, dass sie fir
die Milchsiurestreptokokken giinstige Bedingungen schaffen, indem durch
ihre anfingliche stirkere Vermehrung gewissermassen eine Reizwirkung aus-
geiibt wird. Diese scheint nachhaltig zu sein und auch noch dann zu wir-
ken, wenn die Alkalibildner nur noch in geringer Zahl anzutreffen sind. Es
ist ja eine seit langem bekannte Tatsache, dass eigene und fremde Stoff-
wechselprodukte in geringen Mengen weder die Bakterien toten, noch ihre
Entwicklung hemmen, sondern vielmehr ihre Vermehrung beschleunigen.

Man ist daher geneigt, die raschere Entwicklung der Milchsiurestrepto-
kokker bestimmten Stoffwechselprodukten der Alkalibildner zuzuschreiben.
Welcher Natur diese Stoffe sind, ist allerdings nicht bekannt. Auf alle
Fille kann die Wachstumsforderung nicht darauf beruhen, dass das durch
die Alkalibildner produzierte Alkali die Milchsiure neutralisiert. Denn die
Alkalibildung geht ja sehr langsam vor sich und wire zu gering, um auch
bei erhohtem Sduregrad derart neutralisierend zu wirken, dass die Milch-
saurebak terien besser gedeihen konnten.

Hingegen wire es denkbar, dass dem Streptococcus lactis Spuren ge-
losten Kaseins in besonders leicht aufnehmbarer Form zur Verfiigung ge-
stellt wiirden, wenn auch die kaseolytische Wirkung der Alkalibildner als
sehr schwach bezeichnet werden muss.

Diese Annahme scheint um so berechtigter zu sein, als die Reiz-
wirkung gerade dort am deutlichsten zutage trat, wo die Eiweisstoffe, wie
in der sterilisierten Magermilch, durch Hitze beeintrichtigt worden waren.
In der rohen Mileh bestehen, sobald die bakterizide Phase {iberwunden ist,
in jener Beziehung bessere Verhiltnisse.
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Vergleichen wir den Verlauf der Siurekurven in steriler Mager- und
roher Vollmilch miteinander, so ergibt sich folgendes Bild:
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Abbildung 5.

Je hoher der Siuregrad, um so grosser sind die Unterschiede zwischen
dem Siduregrad der Rein- und Mischkultur. In der Magermilch verliuft die
Saurekurve der Reinkultur viel flacher als in der rohen Vollmilech. Die
Kurven der Mischkulturen dagegen verlaufen ziemlich parallel, mit dem
Unterschied, dass die Steigung bei der rohen Milch etwas frither einsetzt.
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Da sich die rohe Milch, wie wir gezeigt haben, auch anders verhalten
kann, dehnten wir unsere Untersuchungen noch auf andere Faktoren aus,
die bei der Beeinflussung der Milchsdurebakterien durch die Alkalibildner
in Frage kommen konnen.

Hierher gehort einmal das zahlenmissige Verhdltnis der Alkalibildner
zu den Milchsdurestreptokokken.

Versuch 5. Von einer 24 Stunden alten Bouillonkultur eines Streptococcus-lactis-Stammes
stellten wir in 9 cm® sterile Mager- und aseptisch gewonnene Frischmilch enthaltende Rohr-
chen durch Uebertragung von je 1 cm? eine Verdiinnungsreihe von 1/, T bis 1/,50 M her.
Wéhrend die Rohrchen je einer Reihe nur Milchsdurestreptokokken enthielten, fiigten wir
zu jedem Rohrchen zweier weiterer Reihen 0,1 c¢m? einer 100fach verdiinnten Bouillonkultur
eines Alkalibildnerstammes hinzu, sodass in 1 cem? Milch jedes Glidschens eine 10000fache
Verdiinnung der Ausgangskultur enthalten war. Im 1. Glischen mochte das Verhiiltnis der
Milchsédurebakterien (M) zu den Alkalibildnern (A) ungefihr 1:1 betragen haben. In jedem
folgenden Rohrchen verschob sich das Verhdltnis immer mehr zugunsten der Alkalibildner,

Nach 14 Stunden fiihrten wir die Reduktaseprobe aus und nach 21 bzw. 24 und 25
Stunden wurde der Séuregrad bestimmt. :

Tabelle 32.

& Rohe Milch Sterilisierte Magermilch
é _;:é Reduktase 3 Sduregrad Reduktase Sduregrad

S| | M |M+A| | M |M+A|H] | M |[M+A| | M |[M+A|Y
1| 5] 43 Min. | 18 Min. | = (1 110 | 114 04| (| 38 | 4 M |3 8,1 12,3 | 4,2
2 |@|| 28| 24 » |B| 94| 102 |0s|2||41e8d| 8 » |B|| 7,2 | 112 |40

~H [AN] <H [AY]

3 [=q| 38 |30 » | g 8,4 9,0 |06/ — 1| 6% » | 18 |5 7.8 9,4 | 2,2
4 ||| 3su |48 > | S| 75| 82 |04|D| 6% » |1yasd|S|| 70 8,0 [1,0
5 || 512 » | 11280 2) 921 1138 |28 Al 10 » | 134 » 3| s 10,1 | 2,3

1) Unterschied gegeniiber Reinkultur. 2) Nach 24 Std.  3) Nach 25 Std.

Die nach 14 Stunden ausgefiihrte Reduktaseprobe ergab eine um so
kiirzere Entfarbungszeit, je mehr Milchsidurestreptokokken im Verhiltnis
zu den Alkalibildnern anfinglich zugesetzt worden waren. Im ersten Rohr-
chen betrug das Verhiltnis M:A urspriinglich ungefihr 1:1. In den wei-
tern Verdiinnungen waren zunichst die Alkalibildner vorherrschend, die
Milchsiureorganismen kamen weniger zur Geltung. Entsprechend den stir-
ker verdiinnten Aufschwemmungen der eingesidten Milchsiurestreptokokken
verhielt sich auch der Siduregrad. Die Unterschiede zwischen Rein- und
Mischkultur waren bei der rohen Milch wieder verhéltnisméissig gering, auf-
fallend gross dagegen bei der Magermilch. Aber schon 3 Stunden spiter
wies auch bei der Rohmilch die Mischkultur mit der anfinglich hochsten
Verdiinnung der Milchsidurebakterien eine bedeutend stirkere Siurezunahme
auf. Hier ist der Einfluss der Alkalibildner besonders deutlich erkennbar.
Je grosser ihr Anteil anfinglich im Verhéltnis zu den Milchsdurebakterien
in der Milch war, um so rascher schnellte dann nach einer bestimmten
Zeit, nachdem die Milchsidurestreptokokken die Oberhand gewonnen hatten,
der Sauregrad in die Hohe. Ein hoher Gehalt an Alkalibildnern vermochte
in stirkerem Magsse giinstige Bedingungen fiir die Milchsdurebakterien zu
schaffen.
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Versuch 6. Die Beimpfung der Proben erfolgte in #hnlicher Weise wie vorher. Die
Aufbewahrungstemperatur betrug aber 15°.

Tabelle 33.
Rohe Milch Sterilisierte Magermilch
Keimzahl Reduk-| &= Keimzahl Reduk-| &=
prem———tei g | M 8 ———————————l_ iage. IH S
Milchsb. | Alkalib. probe |Z %  Milchsb. Alkalib. | probe |F &
Frisch beimpft 3 900 8400 | — |7, 3 500 9000 — |6,
M 87 000 — — |- 179 000 — — |—
15 Std.
M+A 110 000 68000 [ — |— 390 000 670000 | — |—
30 Std M 41 000 000 — 214 8td.| 8,1| 60 000 000 — > 38| 6,6
A\ M+ A | 340000000 | 130000 000 |42 Min. | 8,1| 178 000 000 | 20 000 000 | 18 Min. | 6,6

Der wachstumsfordernde Einfluss der Alkalibildner auf die Milchsiure-
streptokokken konnte auch bei einer Aufbewahrungstemperatur von 150
festgestellt werden. Nur ging in diesem Falle das Keimwachstum infolge
der niedrigeren Temperatur bedeutend langsamer vor sich. Im Siuregrad
hatte sich dagegen in den 39 Stunden alten Proben noch kein Unterschied
herausgebildet.

Versuch 7. Hier wurden in der beschriebenen Weise sterilen Magermilchproben Misch-
kulturen von Streptococcus lactis (hiervon 3 Verdiinnungen) mit je einem Stamm weisser
Mikrokokken, Tetrakokken, des Bact, fluorescens sowie eines Alkalibildners zugesetzt.

Tabelle 34.
Siuregrad nach
21 Std. | 26 Std. | 28 Std.
1. Verd. | 2. Verd. | 3. Verd.
Strept. lactis allein . . . 7,0 7,6 T4
Alkalibildner, Stamm 186 . 9,2 12,5 B B
S 8,8 1517 10,7
1425 8,0 11,0 10,5
Tetracoccus, Stamm 37 . 7,6 9.6 9,4
» » 38 ¥ 8,8 12,8 10,2
Bact. fluorescens » 40 . 9,2 12,3 10,4

Die Mikro- und Tetrakokken sowie das Bact. fluorescens iibten eben-
falls eine stimulierende Wirkung auf Streptococcus lactis aus. Am wenig-
sten wirksam zeigte sich der Mikrokokkenstamm 37. Der Tetracoccus und
das Bact. fluorescens standen dem Alkalibildner nicht nach. Auch hier war
ihr anfingliches Verhiltnis zu den Milchsiurestreptokokken fiir die SHure-
zunahma im Vergleich zur Reinkultur massgebend. Im Verhalten des Tettra-
kokkenstammes, der ein schwacher S#urebildner war, liegt zugleich ein
Beweis, dass die wachstumstordernde Wirkung der Alkalibildner nicht von
der Alkaliproduktion herriithren kann.

Die Kokken und das Bact. fluorescens waren stark kaseinlosend. Es
mussten somit in den betreffenden Proben den Milchsdurebakterien mehr
geloste Eiweisstoffe zur Verfligung gestanden haben als bei den Alkali-
bildnern. Trotzdem ‘aber konnte keine stirkere Siurezunahme beobachtet
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werden. Daraus ‘schliessen wir, dass die das Wachstum der Milchsiure-
streptokokken fordernden Faktoren vorwiegend anderer Natur sein miissen.

¢) Versuche mit Milchzuckerbouillon.

Die Milehzuckerbouillon, ‘die in Gliaschen zu 8 cem? abgefiillt wurde,
enthielt 10 Pepton und 0,500 Milchzucker sowie Bromkresolpurpur (19/,,
einer 1,60/0igen ‘alkoholischen Loésung) als Indikator.

Diese Nihrlosung war ganz besonders geeignet, den wachstumstérdern-
den Einfluss ‘auf die Milchsiurebakterien fortlaufend zu beobachten. Die
Nahrlosung der Mischkultur trilbte sich immer 10—12 Stunden frither als
diejenige der Reinkultur. Es kam aber sehr oft vor, dass zur Zeit, als in
der Mischkultur die Farbe des Indikators nach Olivgriin umschlug, die
Reinkultur iiberhaupt noch keine Triibung aufwies. Im allgemeinen trat
die saure Reaktion (Farbumschlag nach Gelb = py ungefiihr 5,2) in der
Mischkultur immer 3—4 Stunden frither auf.

Versuch 8. Zwei Reihen Bouillonréhrchen wurden mit je einer kleinen Oese 24stiindiger
Streptococcus-lactis-Kultur beimpft. Hierauf setzten wir zu je einer Reihe in fortlaufenden
Verdiinnungen von 4 Oesen bis 1/, Oese frische Bouillonkultur eines Alkalibildners bzw.

von Bact. fluorescens. Aufstellung bei 200. Nach 24 Stunden bestimmten wir den SHure-
grad, indem wir die N#hrlosung auf den Neutralpunkt von Bromkresolpurpur zuriicktitrierten.

Tabelle 35.
Art der verimpften Organismen & Impfmenge Sinrcgean
nach 24 Std.
EoMealleimig: . 2@ s m foin 1 Oese 8,0
2. M+ A (M immer 1 Oese). A=1 » 12,0
BesialT AL, s Saantea 0 2 » 113
/TG S o0 (O S e 3 » 11,3
SRR R 1 R R 4 » 11,3
R o e O e 1o » 10,8
7O v O BRIl C L/ Voo » 10,1
S R Mo Pl M /1000 » 9,3
LR S o DL e ST S A 1» 4,5
10. » + F e et o e e (RSO 2 » 4,8
5 AR i i NG S 3 » 6,8
(P20 S U o e 4 » 6,9
18, %2 B |, L Rtataiu o » 8,3
§ 7 5 S o T R 1100 » 8,4
143502 W RS S 1000 » 9,2
M = Strept.lactis
A = Alkalibildendes Kurzstibchen
= Bact. fluorescens

Der Einfluss des Bact. fluorescens auf den Streptococcus lactis unter-
scheidet sich in nicht geringem Masse von demjenigen des Alkalibildners.
Wiahrend dieser durchweg eine bedeutend stirkere Sdurezunahme bewirkte,
blieb diese unter dem Einfluss vom Bact. fluorescens in 4 Rohrchen hinter
der Reinkultur zuriick. In 3 weitern Rohrchen war der SHuregrad der
Mischkultur nur wenig hoher als in der Reinkultur.
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Beim Alkalibildner hatte die Erhohung der Zahl der eingesiten Keime
eine geringe, die Herabsetzung eine stirkere Verminderung des S#ure-
anstieges zur Folge. Beim Bact. fluorescens dagegen war die Sidurezunahme
um so hoher, je stirker verdiinnt diz Impfmenge war. Die Siuregrade 6,8
und 6,9 der mit 3 und 4 Oesen beimpften Proben miissen mehr als Zufalls-
ergebnisse gewertet werden.

Die durch den Alkalibildner bewirkten Abstufungen lassen sich wohl
in der Weise erkliren, dass es in den Rohrchen 3—5 linger dauerte, bis
die Milchsiurebakterien die Oberhand gewonnen hatten. In den Rdéhrchen
6—8 dagegen wurden infolge der geringeren Einsaatmenge weniger Reiz-
stotfe gebildet. - |

Moglicherweise wurden beim Beimpfen mit der Fluoreszentenkultur im
Vergleich zum Alkalibildner bedeutend mehr Keime in die betreffenden
Roéhrchen gebracht. Wir sind zwar von einem mdoglichst gleichen Triibungs-
grad ausgegangen. Erfahrungsgemiss kann man sich aber in der Beurteilung
des Keimgehaltes von Nihrlosungen mit verschiedenen Organismen auf
Grund des Triibungsgrades sehr tiuschen. Eine stirkere Verdiinnung der
Imptmenge schaffte ein giinstigeres Verhdltnis zu den Milchsdurestrepto-
kokken, sodass dann auch hier der Siuregehalt etwas rascher anstieg als
in der Reinkultur.

Es folgt somit auch aus diesem Versuche, dass in der Beeinflussung
der Milchsdurestreptokokken durch andere Bakterien das zahlenmissige
Verhiiltnis der beiden Organismengruppen eine wichtige Rolle spielt. Es
konnte aber auch der einwandfreie Beweis erbracht werden, dass der
stimulierende Einfluss der alkalibildenden Kurzstibchen, de§ Bact. fluores-
cens und der Tetrakokken nicht darauf beruhen kann, dass den Milchsiure-
streptokokken leicht verwertbare Stickstoffverbindungen zur Vertiigung ge-
stellt werden. Denn die Bouillonrohrchen mit den Milchsdurebakterien-Rein-
kulturen enthielten ja Pepton (Pepton Witte und Kaseinpepton Merck 1:1).
Und doch vermehrten sich hier die Streptokokken bedeutend langsamer.

d) Diskussion der Ergebnisse.

In Uebereinstimmung mit verschiedenen Autoren haben die vorstehen-
den Untersuchungen gezeigt, dass der Streptococcus lactis durch andere
Bakterien in seinem Wachstum geférdert wird. Unter dem Einfluss der
von uns besonders beriicksichtigten alkalibildenden Kurzstibchen, aber auch
anderer Bakterien, stieg nicht nur die Zahl der Milchsiurestreptokokken.
Auch der Sduregrad nahm meistens betrichtlich zu.

Bei der gekochten Vollmilch und vor allem bei der gekochten Mager-
milch und der Nihrbouillon waren die Unterschiede zwischen Rein- und
Mischkultur immer vorhanden, wogegen die Ergebnisse bei der rohen Milch
weniger einheitlich ausfielen. Dies ist wohl in erster Linie darauf zuriick-
zufiilhren, dass die bakterizide Wirkung nicht in jeder frischen Milch gleich
stark zur Geltung kommt. Weist eine solche erhéhte bakterientétende Wir-
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kung auf, so gehen die Milchsiurestreptokokken stirker zuriick, wobei
dann die Wachstumsforderung der Alkalibildner deutlicher zum Ausdruck
kommen kann. Diese Erklirung wird noch dadurch gestiitzt, dass die
Intensitdt des stimulierenden Einflusses auch ganz erheblich vom zahlen-
méssigen Verhiltnis der beiden Organismen abhing. Nur wenn die Alkali-
bildner den Milchsiurestreptokokken anfinglich iiberlegen waren, trat zwi-
schen Rein- und Mischkultur der Unterschied im Keimgehalt und Siure-
grad auf. Natiirlich hingt dies auch mit den Wachstumsbedingungen fiir
die Alkalibildner zusammen. Sind solche fiir diese ungiinstig, so werden sie
weniger leicht wihrend einer bestimmten Zeit die Oberhand iiber die
Milchsiurestreptokokken zu gewinnen vermdogen.

Obwohl das durch die Alkalibildner erzeugte Alkali sowie die Ei-
weisspaltungsprodukte fiir die Wachstumsiorderung der Milchsdurebakterien
nicht in Frage kommen konnen, ist es doch nicht angiingig, jene Erscheinung
mit Luxwolda erklédren zu wollen. Er schreibt das bei seinen Untersuchun-
gen beobachtete raschere Wachstum der Milchsdurebakterien und die stir-
kere Zunahme des Sauregrades einfach dem Umstande zu, dass der Strepto-
coccus lactis in Gegenwart anderer Organismen bei einem hdoheren Sidure-
grad leben konne. Nach unserer Auffassung muss man vielmehr an be-
sondere Wuchsstoffe denken, die wie Katalysatoren wirken. Eine solche
Vermutung scheint um so eher berechtigt zu sein, als nach neuesten For-
schungsergebnissen beim Wachstum hoéherer und niederer Organismen be-
stimmte Aktivatoren, Bios und andere, eine ausschlaggebende Rolle spielen.
So hat Schopfer?) gezeigh, dass der Pilz Phycomyces ohne das Vitamin
B, nicht zu wachsen vermag. Und Orla-Jensen und seine Mitarbeiter 91)
stellten fest, dass sich Milchsiurebakterien bedeutend rascher entwickeln,
wenn die als Nahrboden dienende Milch 1/,,°/,, Hefeautolysat enthielt. Die
zuletzt genannten Forscher wiesen ferner nach (die Arbeiten wurden ver-
offentlicht, nachdem unsere Untersuchungen schon einige Zeit abgeschlossen
waren), dass gerade die echten Milchsdurebakterien nur dann wachsen,
wenn die beiden Aktivatoren Bios und Laktoflavin zugegen sind. Orla-Jensen
glaubt sogar annehmen zu diirfen, dass die gelegentlich auftretende schlechte
Sauerungsfihigkeit der Milch einzelner Tiere darauf zuriickzufiihren sei,
dass die betreffende Milch die normalerweise in geniligender Menge vor-
kommenden Aktivatoren in zu geringer Menge enthalte.

Fiir das Bact. fluorescens ist die Bildung von Wuchsstoffen bereits
nachgewiesen91). Das Bakterienfluoreszein enthilt Flavin, das zusammen mit
Bios ebenfalls das Wachstum und die Sdurebildung gewisser Milchsiure-
bakterien fordern soll. |

Der kiinstliche Zusatz von Bios und Laktoflavin wirkte nur bei kohle-
behandelter Milch (in der die natiirlich vorkommenden Aktivatoren durch
Behandlung mit aktiver Kohle entfernt worden waren), wogegen Hefe-
. autolysat und gewisse proteolytische Enzyme (z.B. Pankreatin) imstande
sein sollen, die Milchsdurebakterien auch in nicht kohlebehandelter Milch
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zu erhohter Saureproduktion anzuregen. Wie nach Orla-Jensen auch fiir
diese Praparate ausser Bios und Laktoflavin noch andere Aktivatoren wirk-
sam sein miissen, muss man annehmen, dass auch die von uns untersuchten
Alkalibildner und andere Bakterien noch unbekannte Wuchsstoffe zu produ-
zZieren vermogen.

Es ist einleuchtend, dass diese Stoffe besonders dann reichlich vor-
handen sind, wenn die zu ihrer Produktion befiihigten Organismen zu einer
bestimmten Zeit zahlenmissig {iber die Milchsdurebakterien dominieren. Da
sich auch Tetrakokkenstimme sowie das Bact. fluorescens als wachstums-
fordernd erwiesen haben, so ist es u. E. erkldrlich, warum eine von Anfang
an bakterienreiche Milch, auch wenn die Milchsiurebakterien nur in ge-
ringer Menge vertreten sind, bei der iiblichen Aufbewahrungstemperatur
rascher sauer wird als eine bakterienfirmere, aber gleichviel Siurebakterien
enthaltende Milch.

Nun aber gingen wihrend der Autbewahrung die Kokken prozentual
meist rasch und stark zuriick. Das Bact. fluorescens war nur selten in
iberwiegender Zahl vertreten. Dagegen haben wir nach einer bestimmten
Aufbewahrungszeit meistens die alkalibildenden Kurzstibchen in bedeuten-
der Zahl angetroffen. Wir miissen ihnen daher bei der Siuerung der Milch
einen wichtigen Einfluss zuschreiben. Am deutlichsten war die Wirkung
bei 18—30°0 Bei 159 und nach 30stiindigem Aufbewahren war aber der
Siuregrad der Milch in der Misch- und der Reinkultur gleich hoch. Dies
ist hier wohl auf die fiir Milchsdurebakterien nicht hinreichende Temperatur
zuriickzufithren.

Hanusch®) fand in einer wihrend 12 Stunden gealterten Milch einer
Kiserei, die mit Betriebsstorungen zu kimpfen hatte, neben Kokken haupt-
sichlich Alkalibildner. Offenbar hatten sich diese wihrend der {iblichen
Aufbewahrung der Kisereimilch derart vermehrt, dass die Milchsdurebak-
terien zahlenméssig zuriickblieben und die betreffende Milch infolgedessen
im Zeitpunkt der Verarbeitung einen ungeniigenden Reifegrad aufwies. Weni-
ger einleuchtend ist es aber, dass in einer andern Késerei gerade durch
Zusatz einer Alkalibildnerkultur zur Kessimilch besonders gute Kise er-
zielt worden sein sollen. Da die alkalibildenden Kurzstdbchen streng aerob
sind, ist im frischen Kise eine nachtrigliche giinstige Beeinflussung der
Milchsdurestreptokokken ausgeschlossen, wenn man nicht annehmen will,
dass die mit der Kultur zugesetzten Forderungsstoffe im Kise nachwirken
konnen.

D. Zusammenfassung.

1. An Hand zahlreicher Untersuchungen wurde gezeigt, dass in roher
Milch nach einer gewissen Aufbewahrungszeit verschiedenartige geruchliche
Verdnderungen auftraten, die ausschliesslich durch Bakterien hervorgerufen
wurden, Dabei handelte es sich hauptsichlich um siuerliche, an Wasch-
lappen erinnernde und adstringierende Mischgertiche. Die mehr einheit-
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lichen, aromatischen, Steckriiben-, Malz- und Karamelgeriiche waren seltener.

Verhdltnisméssig haufig wurden auch vorwiegend ranzige und herbe Ge-
riiche festgestellt.

2. Mit dem Auftreten der ersten Geruchsveriinderungen war immer
ein stark erhohter Keimgehalt verbunden. Dieser setzte sich vorwiegend
aus dem Streptococcus lactis, aus alkalibildenden Kurzstibchen, Tetra-
kokken, Bact. fluorescens und verwandten Arten zusammen. Der Siure-
grad war meist schwach erhoht. Indessen konnten die abnormalen Geriiche
hdufig schon vor einer messbaren Siurezunahme wahrgenommen werden,
sodass die Geruchspriifung durchaus ein geeignetes Mittel ist, den Frische-
zustand der Milch zuverlassig zu beurteilen.

3. Im grossen und ganzen ging die Keimvermehrung in verschlossenen
Gefdssen gar nicht oder nur unwesentlich rascher vor sich als in offenen.
Vor allem wurde die qualitative Zusammensetzung der Bakterienflora, so-
lange die Gefisse nicht ganz gefiillt waren, nicht beeinflusst. Dem Ver-
schliessen der nicht ganz gefiillten Kannen kommt in dem Sinne eine Be-
deutung zu, als sich kuhwarme Milch unter Verschluss langsamer ab-
kiihlt, wobei das Bakterienwachstum durch lang anhaltende ihm zusagende
Temperaturen begiinstigt wird.

In vollstindig gefiillten Gefissen wurden die meist schédlichen aeroben
Bakterienarten unterdriickt. Es entwickelten sich in der Regel nur die
Milchsidurebakterien. Die unangenehmen Geriiche traten entweder nicht
oder nur schwach auf.

4. In der hochgeschichteten Milch vermehrten sich ebenfalls vorwiegend
die Milehsidurebakterien. Die in flacher Schicht aufbewahrte Milch war
trotz des fast immer hoheren Keimgehaltes mehrheitlich linger haltbar.
Dafiir herrschten wihrend lingerer Zeit aerobe Nicht- oder schwache Siure-
bildner vor, die hdufig unangnehme Geruchsstoffe produzierten.

5. Bei «geliifteter» Mileh war der Keimgehalt nach einer bestimmten
Aufbewahrungszeit immer hoher als bei nicht geliifteter. Dabei hatten sich
neben aeroben Keimen auch die Milchsdurebakterien stérker entwickelt.
Hingegen blieb die stindige Lufterneuerung iber der Milch in den unters
suchten Proben sowohl hinsichtlich der Keimzahl als auch beziiglich ihrer
qualitativen Zusammensetzung ohne Einfluss. Eine giinstige Wirkung der
in den Deckeln der Transportgefiisse befindlichen Luftlocher kann daher
nur darin bestehen, dass sie den Abzug unangenehmer Geruchsstoffe ermog-
lichen und die Abkiihlung der Milch, wenn auch unbedeutend, beschleunigen.

6. Das hiufige Rilthren der Milch wihrend der Aufbewahrung bewirkte
keine Erhohung der Keimzahl, wohl aber eine Verschiebung der qualitativen
Zusammensetzung zugunsten der Milchsdurebakterien.

7. Fir das Keimwachstum in der aufbewahrten Milch spielt der Rahm
eine sehr wichtige Rolle. Dort sammeln sich mit Hilfe der aufsteigenden
Fettkiigelchen die Keime an. Infolge der raschen Vermehrung nicht nur
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der aeroben Bakterienarten, sondern auch der gewdhnlichen Milchsiure-
bak terien, setzt die S#uerung stets im Rahm ein und schreitet nach un-
ten fort.

8. Als besonders keimreich hat sich die Rahmoberfliche erwiesen. Hier
traten auch die ersten unangnehmen, vorwiegend sduerlich-adstringierenden
Geriiche auf, die mit wenigen Ausnahmen immer unter dem Einfluss des
Streptococcus lactis in Verbindung mit aeroben, meist fettzersetzenden
Bakterien, wie alkalibildenden Kurzstibchen, Bact. fluorescens und ver-
wandten verfliissigenden und nicht verfliissigenden Arten, hervorgerufen
werden. Das «KErsticken» der Milch ist somit in erster Linie als eine
Folge der durch aerobe Bakterien in Verbindung mit Milchsdurestrepto-
kokken verursachten geruchlichen Verinderungen im Rahm aufzufassen.
Es beruht auf einem rein bakteriologischen Vorgang, der sich wihrend der
Aufbewahrung friither oder spiter in jeder auf gewdhnliche Art und Weise
gewonnenen Milch abspielt.

9. Das «Ersticken» der Milch tritt gewdhnlich um so rascher ein, je
hohere Anfangskeimzahlen ermittelt werden. Es wird nicht durch Luft-
mangel bedingt und scheint nur insofern an die Aufbewahrung der Milch
unter Luftabschluss gebunden zu sein, als hier die durch Bakterien er-
zeugten Geriiche im Luftraum zwischen Milch und Gefidssdeckel am Ent-
weichen gehindert werden.

10. Es liegen daher keine stichhaltigen Griinde vor, eine Milch, die
unter Luftabschluss infolge eines fortgeschrittenen Keimwachstums einen
unangenehmen Geruch angenommen hat, als «erstickt», d.h. als eine in
besonderer Weise veréinderte Milch zu bezeichnen.

11. Neben den Milchsdurebakterien hat gich das Bact. Alcaligenes metal-
caligenes Bergey als mehr oder weniger stédndiger Milchbewohner erwiesen..
Es spielte nicht nur bei der Entstehung der «stickigen» Gertiche eine wich-
tige Rolle, sondern es forderte ausserdem das Wachstum und die Sdure-
produktion von Streptococcus lactis. Aehnlich wirkten Bact. fluorescens
und gewisse Mikrokokken.

Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung von Herrn Professor
Dr. R. Burri, Vorstand der milchwirtschaftlichen und bakteriologischen An-
stalt Liebefeld, im Laboratorium des stidtischen Lebensmittelinspektorates,
Bern, ausgefiihrt. Es sel mir gestattet, meinem verehrten Lehrer sowohl
fiir die Ueberlassung des Themas und das meinen Untersuchungen ent-
gegengebrachte Interesse als auch fiir die vielen wertvollen Ratschlige
meinen herzlichen Dank auszusprechen. Ferner fithle ich mich gegeniiber
meinen Vorgesetzten, den Polizeidirektoren Herrn Schneeberger und Herrn
Dr. Freimiiller sowie Herrn Stadtarzt Dr. med. Hauswirth fiir ihr bereit-
williges Entgegenkommen zu grossem Dank verpflichtet. Endlich schulde
ich auch meinem Kollegen, Herrn Dr. Schlaeppi, fiir alle seine Bemiihungen
um das Zustandekommen dieser Arbeit vielen Dank.
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