Uber eine eigentimliche Veranderung der Milch durch Natron-
resp. Kalilauge.

Von
Prof. Dr. Friedrich Kruger, in Tomsk.

(Der Redaktion zugegangen am 1. Dezember 1906.)

Durch ein Referat im «Biochem. Zentralblatt» (Bd. V,
S. 302) wurde meine Aufmerksamkeit auf eine Mitteilung von
Cl. Gautier und A. Morell) gelenkt, die mich zu nachstehenden
Zeilen veranlaft.

In der genannten Mitteilung handelt es sich um eine Farben-
reaktion der Kuhmilch, die durch Zusatz von Kali- resp. Natron-
lauge zu derselben bedingt wird.

Gautier und Morel fanden, dall Kuhmilch auf Zusatz
von Vs Volumen 40°/oiger Natron- oder Kalilauge bei Zimmer-
temperatur sich in 24 Stunden schon Kkirschrot farbt. Die
Reaktion tritt nur allméhlich auf und zwar sowohl bei An-
wendung von gekochter, als auch von roher Milch. Mit Am-
moniak gelingt sie nicht; sie wird also nicht durch die Alka-
linitat als solche verursacht. Wie Kuhmilch verhalt sich auch
Eselsmilch und Frauenmilch.

Weiter behaupten Gautier und Morel, dall zum Zustande-
kommen der Reaktion die gleichzeitige Gegenwart eines Eiweil3-
korpers, wie Casein, und eines Kohlehydrates, wie Laktose,
In stark alkalischer* LOosung notwendig sei.

Veranderungen der Kuhmilch durch Kali- resp. Natron-
lauge, die im ganzen mit den von Gautier und Morel be-
schriebenen identisch sind, habe ich schon vor mehr als 12
Jahren in Dorpat beobachtet und tber dieselben in der Dorpater
Naturforschergesellschaft am 10. Marz 1894 und einige Jahre

) Compt. Rend, de la Soc. de Biol.,, Bd. LX, S. 376.
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spater auch in der Naturforscher- und Arztegesellschaft an der
Universitat Tomsk Mitteilung gemacht.x)

Meine Beobachtungen sind jedoch den Fachgenossen offen-
bar unbekannt geblieben. Ich erlaube mir daher, dieselben in
folgendem kurz wiederzugeben, indem ich gleichzeitig meinen
damaligen Untersuchungen einige weitere, im vergangenen Jahre,
zum Teil im Verein mit Herrn Dr. V. Sehr 6ppe, ausgeflhrte,
anreihe.

1. Gleich nach Zusatz einer gentigenden Menge Kali- resp.
Natronlauge &andert sich das Aussehen der Kuhmilch ein wenig,
indem sie gelblicher und zugleich dickflissiger wird. Nach
einiger Zeit beginnt das Gemisch sich in zwel Schichten zu
teilen — eine obere feste, gelblichwell’e, undurchsichtige und
eine untere gelblichgrinliche, durchsichtige. Letztere verfarbt
sich allmahlich, indem sie zunachst rosenrot, allendlich dunkel-
rot, wie eine recht konzentrierte Blut- oder HdmoglobinlGosung,
wird. Die beschriebenen Veranderungen werden von einer deut-
lichen Ammoniakentwicklung begleitet, die sich durch den Ge-
ruch kundgibt,

2. Ich gebe nun einige Versuche wieder, die angestellt
waren, um die unterste Grenze des Laugezusatzes zu bestim-
men, bei dem die beschriebene Reaktion noch zustande gebracht
wird. Die Versuche sind mit frischer Kuhmilch ausgefinhrt.

Versuch |.
NaHO Nach 30 Stunden Nach 44 Stunden
Q o Gelblich Gelblich
1,0°/o » Rétlich
15> Ratlich Schon rot
2,0 °lo » » »
4,0°/o » Rot, jedoch weniger schon
als in der vorhergehenden
Probe.

X) Sitzungsber. d. Dorpater Naturforscherges., Bd. X, S. 432, 1894.
(Durch ein Versehen ist ein Referat nicht zum Abdruck gekommen, son-
dern der Vortrag nur kurz erwahnt.) — Protokolle d. Naturforscher- und
Arztegesellsch. an d. Universitat Tomsk fur das Jahr 1897—1898, S. 18
(Russisch).
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Versuch Il

NaHO Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden Nach 60 Stunden

0,5°0 Unverandert Unverandert Schwach rdtlich
1,010 Schwach rotlich Rosenrot Schoén rot
2,0»/0 Rotlich Hellrot N »

e ’ » Gelbrot
6,0 °/0 Weniger schon als in den vorher- »

gehenden Proben

Versuch Ill.

NaHO Nach 5 Stunden Nach 8 Stunden Nach 24 Stunden

0,5°/o Unverandert Gelb Gelbbraun
1.0°/0 Rosenrot Blutrot Dunkel blutrot
2’0> » » » »
1070 1 Braunlichrot, der ' Rotbraun, der rote
. Rétlich gelb rotliche Ton mit zu-  Ton mit zunehmen-
50 raungelp  Komzentration ab- (5 Cer et

Fasse ich das Ergebnis dieser drei Versuche, die tbrigens
nicht unter ganz gleichen Bedingungen ausgefiihrt sind — Dbei
Versuch | stand das Gemisch bei 20° C., bei Versuch Il bei
13—14° C. und bei Versuch Il bei 25—27° C. — zusammen,
so ergibt sich als unterste Grenze zum Zustandekommen der
Reaktion ein Gehalt von etwa I°/o NaHO. Am schonsten er-
scheint die Farbung in den Proben, die 1—2°/0 NaHO
enthalten.

Schwankungen in dieser Beziehung werden nattrlich Vor-
kommen und das darf schon aus dem Grunde nicht wunderlich
erscheinen, weil die Milch Iin threr Zusammensetzung variiert.
Ich verweise nur auf den Fettgehalt derselben, der an sich
schon imstande ware, die quantitative Natronwirkung zu beein-
flussen, denn je mehr Fett dieselbe enthdlt, um so mehr Lauge
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wirde zur Verseifung verbraucht und somit in bezug auf die
uns interessierende Reaktion inaktiv werden.

3. Die Geschwindigkeit, mit der die Reaktion er-
folgt, wird von der Temperatur beeinflul3t. Innerhalb
der Grenzen von 1—50° C. tritt die Rotfarbung der Milch
um so schneller ein, je hoher die Temperatur ist,
selbstredend unter sonst gleichen Redingungen. Ein Reispiel
sel hier angefihrt.

Der Milch waren 2°/o0 NaHO zugesetzt.

Rel 50° G. wurde das Gemisch sehr schnell anfangs braun-
rot, spater deutlicher rot.

Bei 40—42° G. war das Gemisch nach anderthalb Stunden
bereits blutrot.

Rei 30—32° G. war es nach 2 Stunden deutlich rosen-
rot, nach 3 Stunden schdn blutrot.

Bei 20—22° G. hatte die Milch nach 12 Stunden eine
hell rosenrote Farbe, war nach 24 Stunden hell blutrot, nach
34 Stunden schon blutrot.

Bei 13—14° C. zeigte sie erst nach 24 Stunden eine eben
merkliche rosenrote Farbung, war nach 30 Stunden deutlich
rosenrot und nach 48 Stunden erst hell blutrot.

Bei 1—2° G. fing das Gemisch erst nach 72 Stunden an.
sich rotlich zu férben.

Bei Temperaturen, die etwas unter 0° liegen, bleibt Milch,
der 2°/o NaHO hinzugesetzt sind, viele Tage hindurch un-
verandert. Bringt man das Gemisch darauf wieder auf hoéhere
Temperaturen (20—25° G.), so verhalt es sich wie ein frisches
Milch-Natronlaugegemisch, d. h. es farbt sich allmahlich blutrot.

Beim Kochen der mit Natronlauge versetzten Milch geht
die Farbe von gelb Utber gelbbraun in dunkelbraun Uber. Eine
nachtragliche Rotfarbung beim Stehenlassen bei 20—25° G.
habe ich nicht mit Sicherheit konstatieren konnen.

4. Von den von mir untersuchten Milcharten gaben die
beschriebene Reaktion, aul’er Kuhmilch, Hundemilch und Frauen-
milch, wahrend Stutenmilch, mit 2°/o0 NaHO versetzt, nach
48 Stunden bel Zimmertemperatur noch keine Spur von Rot-
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farbung zeigte. Wie die Stutenmilch verhielt sich auch Frauen-
colostrum, das einen Tag vor der Geburt des Kindes enthom-
men war.

5. Durch vorheriges Kochen oder Gefrierenlassen der Milch
wird die Reaktion nicht beeintrachtigt; ebenso wenig durch
Dialysieren der Milch. (Ich hatte die Milch 48 Stunden hin-
durch gegen flielendes Wasser dialysiert.)

6. Wie Milch farbt sich auch Milchserum, das ich durch
Filtrieren gesduerter Kuhmilch gewonnen hatte, durch Natron-
laugezusatz allméahlich rot, doch ist die Intensitat der Farbung
eine geringere. Mit Ather entfettete Milch jedoch gibt die Re-
aktion nicht, sondern farbt sich mit der Zeit nur braun.

7. Rel vorsichtigem Zusatz von Essigsaure zur filtrierten
roten Milch beobachtet man einen recht plotzlichen Farben-
umschlag von rot in gelb oder gelbbraun. Bemerkens-
wert ist hierbei, dal im Moment des Farbenumschlags die
Reaktion der Flussigkeit noch deutlich alkalisch ist (gepruft
mit Lackmus). Bei weiterem Zusatz von Saure andert sich
zunachst nichts, die Farbe bleibt unverandert und es bildet
sich trotz saurer Reaktion noch kein bleibender Niederschlag.
Erst bel groflerem Saureliberschul3 beginnt ein kasiger fleisch-
farbener Niederschlag auszufallen.

Die (ber dem Niederschlag abstehende Flussigkeit ist
gelb bis braunlichgelb gefarbt, welche Farbe wahrscheinlich
von durch die Lauge zersetztem Milchzucker herrthrt.

In noch feuchtem Zustande genommen I6st sich der ab-
filtrierte Niederschlag in verdinnten Alkalilaugen sehr leicht
mit schon roter Farbe. Auf Saurezusatz zu diesen Losungen
tritt wiederum der beschriebene Farbenumschlag ein und erst
bei bedeutendem Sauretberschuld erhalt man eine Féllung.

Die nunmehr ’abstehende Flussigkeit ist nicht gelb ge-
farbt, sondern wasserklar. Der Farbenumschlag von rot in
gelb hat also nichts mit der Gegenwart von zersetztem Milch-
zucker in der roten LOsung zu tun.

Es seli noch hinzugefligt, dal beim Neutralisieren sich
regelmaRig ein eigentimlicher, stRlicher Geruch bemerkbar
macht und dal durch Kochen der Ldsungen die rote Farbe
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derselben sich nicht wesentlich andert, vielleicht nur einen Stich
Ins Braunliche annimmt.

8. Um den Niederschlag moglichst frei von Beimengungen
zu erhalten, verfuhr ich folgendermalien: Die durch Natron-
lauge dunkel blutrot gefarbte Milch wurde filtriert und zum
ganz Klaren Filtrat Essigsaure hinzugesetzt, bis sich kein Nieder-
schlag mehr bildete. Alsdann wurde der Niederschlag auf der
Zentrifuge maoglichst schnell abgeschlagen und einmal mit dem
10—15 fachen Volumen Wasser, wiederum auf der Zentrifuge,
gewaschen, das Waschwasser abgegossen, der Niederschlag in
Wasser aufgertihrt, verdinnte Natronlauge bis zu seiner voll-
standigen LOsung hinzugeflgt und das Ganze mit Wasser auf
das urspringliche Volumen gebracht. Darauf wurde die ganze
Prozedur des Fallens, Waschens, Ldsens usw. noch zweimal
wiederholt und der auf diese Weise allendlich gewonnene Nieder-
schlag auf der Zentrifuge mit etwa dem 8000—IOOOOfachen
Volumen Wasser ausgewaschen.

Da ich den Eindruck gewonnen hatte, als ob der Nieder-
schlag um so schwerer loslich ist, je léanger er mit Wasser
In Bertihrung war, versuchte ich so schnell wie moglich zu ar-
beiten und habe daher das einzelne Zentrifugieren nicht bis
zum Vvollig klaren Abscheiden des Waschwassers fortgesetzt,
denn die letzten Reste des fein zerriebenen Niederschlages setzen
sich nur sehr schwer ab. Es muR darauf aufmerksam gemacht
werden, dall die durch suspendierte Partikelchen des Nieder-
schlages tribe Flussigkeit stets sauer reagiert, man mag das
Waschwasser wechseln, so oft man will. Es rthrt das daher,
dal der feuchte Niederschlag saure Reaktion besitzt.
Will man sich also davon Uberzeugen, daB in das Waschwasser
keine S&ure mehr Ubergegangen ist, der Niederschlag somit frei
von ihr ist, so muBR man die tribe Waschflissigkeit durch ein
doppeltes Filter filtrieren und das Filtrat auf seine Reaktion
untersuchen. Ich setzte das Waschen im allgemeinen solange
fort, bis das Filtrat der WaschflUssigkeit weder Zuckerreaktion
gab, noch sauer reagierte.

Der auf diese Weise gereinigte Niederschlag l0st sich
nach vorhergehender Quellung in verdinnter Natronlauge ver-
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haltnismalig leicht. Die Farbe der LOsung ist eine rote, wie
die des Milchfiltrates.

9. Behandelt man den mit Wasser ausgewaschenen Nieder-
schlag mit Alkohol, so farbt er sich bedeutend dunkler und
verwandelt sich zunéchst in eine klebrige, elastische, knetbare
Masse, die beim Durchkneten mit neuen Portionen Alkohol,
wahrscheinlich infolge von Wasserentziehung, bald hart und
brdckelig wird und sich dann leicht in einer Reibeschale zu einem
feinen Pulver zerreiben laRt. Dieses Pulver wurde zu weiterer
Reinigung mit Ather gewaschen und dann an der Luft getrocknet.
Es ergibt sich ein hell ziegelrotes Pulver, das in verdinnter Kali-
resp. Natronlauge 16slich ist, jedoch bedeutend schwerer, als der
Niederschlag vor der Behandlung mit Alkohol und Ather. Die
LOsung ist von roter Farbe, jedoch mit einem Stich ins Braune.

Auch in ammoniakhaltigem Wasser ist sowohl der feuchte
ausgewaschene Niederschlag, als auch der mit Alkohol und
Ather behandelte I6slich, wahrend Ammoniak, statt NaHO oder
KHO der Milch zugesetzt, eine Rotfarbung derselben nicht herbei-
zufiihren vermag.

10. Bei der spektroskopischen Untersuchung des roten
Milchfiltrates, sowie der alkalischen LOsungen des aus ihm ge-
wonnenen und mit Wasser ausgewaschenen Niederschlages kann
man, bel geeigneter Verdlnnung, ein ziemlich breites, aber
schwaches und undeutliches, namentlich zum violetten Ende
hin sehr schlecht begrenztes Absorptionsband wahrnehmen.
Dasselbe beginnt bei der Linie G und geht bis E und dartber
hinaus. Es scheint seine groflite Intensitat etwa bei X 555—556
zu haben. Seiner Lage nach entspricht dieses Band also dem
Bande des reduzierten Hamoglobins. Durch Zusatz von Schwefel-
ammon andert sich weder die Farbe der Ldsung, noch ihr spektro-
skopisches Bild.

11. Alle Versuche, den Farbstoff zu isolieren, sind bisher
erfolglos geblieben.

12. Gautier und Morel sagen, dal zu dem Zustande-
kommen der Reaktion die gleichzeitige Gegenwart von einem
EiweilBkorper (Casein) und einem Kohlehydrat (Laktose) in stark
alkalischer Ldsung notwendig sei.
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DalR es sich hier um eine Wechselwirkung von Gasein
und Milchzucker unter dem Einflusse von Alkalilauge handle,
war auch mir der nadchstliegende Gedanke. Ich gab ihn jedoch
bald auf und im Jahre 1898 sprach ich mich in der Tomsker
Naturforscher- und Arztegesellschaft schon dahin aus, daR
die Rotfarbung der Milch nicht einzig und allein durch die
Gegenwart von Casein und Laktose bedingt sein konne, son-
dern auch noch andere Bestandteile der Milch dabei in Frage
kédmen.

Zu dieser Uberzeugung gelangte ich auf Grund folgender
Beobachtungen und Versuche:

a) Sub 5. fihrte ich an, dal Milch, welche 48 Stunden
gegen flieBendes Wasser dialysiert war, sich Alkalilaugen gegen-
Uber genau ebenso verhielt, wie frische Milch. Zur Dialyse be-
nutzte ich Dialysierhilsen von Schleicher und Schull

Man konnte demnach annehmen, dall Milchzucker an der
Rotfarbung der Milch durch Kali- oder Natronlauge keinen An-
teil nimmt. Es stellte sich jedoch heraus, dal} die dialysierte
Milch noch groRe Mengen Zucker enthielt. Dieser Versuch ist
somit nicht beweiskraftig. Auch durch lénger fortgesetztes
Dialysieren gelang es mir nicht, die Milch, ohne dal F&ulnis
eintrat, vollstdndig vom Milchzucker zu befreien, woher ich die
weiteren Versuche in dieser Richtung aufgab.

b) Aus einer grofleren Reihe von Versuchen, die ange-
stellt wharen, um die Frage zu entscheiden, ob Natron- oder
Kalilauge in einem Gemische von Casein und Milchzucker eine
Verdnderung hervorrufe, wie die, die wir an der Milch beob-
achten, will ich nur zwei anfihren.

Die Darstellung des Caseins geschah genau so, wie es von
Drechsel in seiner «Anleitung zur Darstellung physiologisch-
chemischer Préaparate» angegeben ist.

Versuch I. 0,5 g Casein wurden in 15 ccm Wasser auf-
gerthrt und dann 5 ccm 10 °/oige Natronlauge hinzugefligt. Das
Casein |0ste sich darin vollstandig. Zu dieser alkalischen Casein-
losung wurden 4°/0 Milchzucker getan und das Gemisch bel
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 48 Stunden war es
nur durch den zersetzten Milchzucker etwas gelblich gefarbt,
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wahrend eine mit Milch aufgestellte Kontrollprobe nach dieser
Frist eine schon blutrote Farbe zeigte.

Versuch Il. Es wurde eine Ldsung hergestellt, die je
A°ftr Casein und Milchzucker enthielt. Zu 8 ccm dieser Ldsung
wurden 2 ccm einer 20°/oigen Natronlauge getan; das Ge-
misch enthielt folglich 4°/0 NaHO. Als Kontrolle dienten eine
4°/oige Casein- und eine 4°/oige Milchzuckerlosung mit dem
gleichen Gehalt an NaHO. Von diesen LOosungen wurde je eine
Probe bel Zimmertemperatur und bei 38—40° C. stehen gelassen.

Das Resultat dieses Versuches gibt folgende Tabelle wieder.

Nach Gaseinldsung Zuckerl6sung Gemisch
|

A. Zimmertemperatur

6 Stunden Unverandert Schwach gelblich Schwach gelblich
24 » Deutlich gelb Schwach gelb
8 » Gelb Hell braunlichgelb

B. KOrpertemperatur.

6 Stunden Unverandert Braun Braun
24 » Rotbraun Rotbraun
48 » » »

Diese Ergebnisse sprechen dagegen, dall zum Gelingen
der Reaktion Casein und Milchzucker allein gentgen.

Es kann nicht unerwdahnt bleiben, dall unter den Proto-
kollen des Herrn Dr. V. Sehroppe sich eines findet, dessen
Resultat mit den angefihrten nicht in Einklang steht — das
Caseinmilchzuckergemisch farbte sich rot. Ich glaube das aber
darauf zurtckfuhren zu mussen, dal in diesem Falle das Casein
nicht gentigend rein war.

c) Die sub 6 mitgeteilte Beobachtung, dal} sich, wie die
Milch, auch das Milchserum durch Natron- oder Kalilauge rot
farbt, deutet darauf hin, dal} das Casein nicht eine conditio
sine qua non fir den Eintritt der Reaktion ist. Freilich farbt
sich das Milchserum weniger intensiv rot, als die zugehorige
Milch. Doch das kann dadurch erklart werden, daB beim Aus-

21~
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scheiden des Gaseins mechanisch ein Teil von Milchbestan-
teilen mitgerissen wird, die an dem Zustandekommen der Re-
aktion mitbeteiligt sind.

d) Die ebenfalls sub 6 erwdhnte Beobachtung, dal mit
Ather entfettete Milch durch Natronlauge nicht rot gefarbt wird,
macht es wahrscheinlich, daR durch den Ather der Milch etwas
entzogen wird, das bei der Farbenveranderung eine Rolle spielt.

e) Endlich fuhre ich noch einen Versuch an, in dem ich
ein Gemisch von Eieralbumin und Milchzucker der Natronlauge-
wirkung aussetzte.

Zu einer 2°/oigen Eieralbuminlosung wurden 4°/o Milch-
zucker getan und von diesem Gemisch eine Probe mit 2°/o
und eine andere mit 3°/0 NaOH bei Zimmertemperatur aufge-
stellt. Beide Proben farbten sich zunachst gelb und allendlich
braun, infolge Zersetzung des Milchzuckers. Von einer Rot-
farbung war jedoch nichts wahrzunehmen.

Alle diese Beobachtungen scheinen mir dafiir zu sprechen,
dal die beschriebene eigentiimliche Farbenverdanderung der Milch
nicht durch das Zusammenwirken von einem Eiweil3kdrper (Ca-
sein, Albumin) und einem Kohlehydrat (Laktose) allein bedingt
sein kann, sondern, falls diese Uberhaupt in Betracht kommen,
gleichzeitig noch ein oder mehrere andere Bestandteile der
Milch mit an ihr teilnehmen.



