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Nach dem Nachweis, daB die Milchsduregarung ein vom
Leben der Garungserreger trennbarer Vorgang ist, erscheint
die Frage nach der stereochemischen Beziehung zwischen Enzym,
Garsubstrat und Gérprodukt naheliegend.

Man hat das Vorkommen sowohl der Hechts- wie der
Linksmodifikation als Garungsmilchsdure nachgewiesen,n¥) ist
aber, wie es scheint, zumeist der Ansicht, da sich am haufigsten
die inaktive Form bildet. Dazu ist aber zu Bemerken, daf
die Milchsdure erstens nur sehr schwaches Drehungsvermdgen
besitzt, so dall insbesondere kleine Mengen der aktiven Saure
bei der gewdhnlichen Methode der Untersuchung leicht Gber-
sehen werden kénnen, und dal3 zweitens die leichte Umwandel-
barkeit in Lactid Schwierigkeiten hervorruft.

Nach den bisher erzielten Ergebnissen erscheint die auf-
geworfene Frage kompliziert. Systematische Arbeiten haben
Harden,*y Kayser,4) Péré5 und Pottevin«) geliefert.

) \gl. 1* Hurth, Versuche zur Erkenntnis der Milchsduregarung
Dissertation. Karlsruhe 19009.

*)Das Vorkommen verschiedenartiger Milchsdure war bereits Liebig,
Engelhardt und Strecker bekannt. Weiter haben sich Hi.lger (Liebigs
Ann., Bd. CLX, S. 336 [1S71]), Maly (Ber. d. Deutsch, ehern. Ges., Bd VII.

1567 [1874]; vgl- auch Jahresber. f. Tierehem.. 1H74, S. 85), Nencki
und Sieber (Monatsh. f. Chem. Bd: X.. S. 532 [1889]). Schardinger
vdas.. Bd. XI. S. 545 [1890]) u. a. mit dieser Frage beschéftigt.

a) Proc. chem. Soc.. Bd. XVII, S. 57 (19011

= Ann. Pasteur. Bd. VIII, S. 736 (1894 .

5 Das., Bd. VII, S. 737 (1893).

) Das., Bd. XII. S. 49 (1898). — Vgl. auch die Zusammenstellung
vonH. Weigmann in Lafars Handb. d. Techn Mykologie. Bd Il Das.
auch weitere Angaben.
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Harden ,hat festgestellt, dafl meistens nur ein mehr oder
weniger grofl3er Teil der gebildeten Milchséure optisch aktiv ist.
Die genannten franzosischen Forscher haben gefunden, dal auf
die Natur des Garproduktes die der Nahrlésung, auch das Vor-
handensein gewisser Stoffe in derselben, sowie die Temperatur
von entscheidendem EinfluB sei. Kayserl) beobachtete die
Bildung verschiedener Modifikationen der Milchséure aus
verschiedenen Garsubstraten bei Gegenwart einer Art von
Gérungserregern, aber auch verschiedener Milchsauren aus
demselben Garsubstrat mit einem Erreger (je nach aufleren
Bedingungen). Péré-) fand dagegen Abhangigkeit vom Substrat.
Zur richtigen Beurteilung dieser Besultate mulR man sich aber
daran erinnern, daR die Colibakterien, mit welchen alle die
zitierten Versuche angestellt sind, sowohl wegen ihrer chemischen
Vielseitigkeit als auch wegen der Mdoglichkeit, daR man mit
morphologisch verwandten, aber physiologisch differierenden
Mischungen arbeitet, ein ungunstiges Versuchsobjekt vorstellen.

Daher haben wir uns bemiht, neues experimentelles
Material in fier angegebenen Richtung herbeizuschaffen. Zu
diesem Zwecke wurden verschiedene Arten von Milch-
sd urebakterien unter dergleichen Lebensbedingungen
(also: identische Nahrlésung, Temperatur usw.) auf verT
schiedene Garsubstrate wirken gelassen. Bei der
schwierigen Zuganglichkeit gewisser Zuckerarten und verwandter
Stoffe, die als Gérsubstrat dienten, konnte in solchen Féllen
eventuell nur qualitativ die Bildung von Saure konstatiert werden.
Wo aber genugend Material vorhanden war, wurde nach Ablauf
der Garung festgestellt, wieviel und]welche Form von
Milchsaure gebildet war (auch auf den qualitativen Nach-
weis der Saure wurde Gewicht gelegt), ferner wurde die
Menge des verarbeiteten Garsubstrates bestimmt.

An Reinkulturen von Milchsdurebakterien standen etwa
20 Arten, die zumeist von Kral (Prag) stammten, zur Ver-
figung. Nach ofterem Uberimpfen erwiesen sich endlich nur

‘} I*roc. chem. soci, Bd. XVII. S. 57 (1901).
* Das, Bd XII. S. 63 (1898).
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mehr folgende Stamme bei den angewandten Versuchsbedin-
gungen als brauchbar:

1. Bacillus Beijernicki;

2 brassicae fermentatae:

3. Wehmeri:

4. Leichmanni 1;

5. ctteumeri's fermentati;

6. Bacterium lactis acidi aus PreBhefe I):

Als Né&hrlosung diente Fleischbouiflon. (500 g feingehacktes
Rindfleisch mit 1 | Wasser >2 Stunde bei 50° extrahiert,
34 Stunden gekocht, koliert, filtriert und auf 1 ! aufgefillt.
Zusatz von 2 -0 Pepton, MK °/o Kochsalz, neutralisiert. Die
klare Losung wird mit einem Volumen der Substratlosung und
zwei Volumen Wasser vermischt.)

Als Garsubstrate wunden angewandt :

Dextrose, Fruktose, Galaktose, Kohrzucker, Maltose,
Milchzucker, Mannit, Mannose, Arabinose, Xylose, Dulcit, Ery-
thrit, Glycerin, Raffinose und Methylglykosid,

Die Nahrlosungen enthielten etwa 1 °/o an Gérsubstrat bei
Dextrose, Fruktose, Galaktose, Rohrzucker, Maltose, Milch-
zucker. Mannit: La °/o bei Mannose, Arabinose, Xylose, Dulcit,
Erythrit, Glycerin. Raffinose, Methylglykosid. Bei den ersten
7 Stoffen wurden je 400 ccm der fertigen Néhrlésung geimpft,
bei den andern je 80 ccm.

Nachdem die Garung durchweg bei Zimmertemperatur
vor sich gegangen war, wurde in folgender Weise vorgegangen.
Die Menge der gebildeten Milchsdure wurde in einer Kkleinen
Probe der auf ein bestimmtes Volumen f600 ccm bei den 7 zuerst
genannten Stoffen, 100 ccm bei den andernj aufgefillten Lésungen
durch Titration gemessen. Die fiauptmergge der Flissigkeit

wurde in schwefelsaurer Losung mit Ather extrahiert; das von
Ather befreite, in eine gemessene Menge Wasser aufgenommene

Extrakt diente zur Bestimmung der optischen Aktivitat der

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LX. 10
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Milchsdure. Bestand das Substrat aus Kohlenhydraten, so
wurde in einem dritten Teil der vergorenen L&ésung ihre nicht
verbrauchte Menge analysiert. Zur Feststellung, wieviel an
Substrat urspringlich vorhanden war, sowie zur Bestimmung
einer kleinen Menge extrahierbarer, aus dem Fleische stam-
mender Saure dienten ungeimpfte Loésungen, die parallel zu
den geimpften hergestellt worden waren.

In den Féallen, wo nur 80 ccm Nahrlésuug vorhanden
war, wurde von der Extraktion und Polarisation abgesehen.
Bei Mannost* und den Pentosen wurde aber der Restzucker
analysiert.

* Die Zuckerbestimmungen wurden nach Kjeldahl)
ausgefuihrt. Dies war ohne weiteres bei den Dextrose-, Fruktose-
und (ialaktoselésungen mdoglich. Bei den Biosen wurde vor-
gezogen, zuerst zu invertieren, da sowohl durch Fermente der
(iarungserreger wie durch die vorhandene S&uerung der Eintritt
einer unkontrollierbaren Hydrolyse mdoglich war. Fur Invert-
zucker liegen Tabellen von Kjeldahl vor. Fur das Hydrolysen-
produkt des Milchzuckers sowie fir Mannose, Arabinose und
Xylose wurden neue berechnet (vgl. die folgende Mitteilung). —
FremdstolTe aus der Bouillon hatten keinen EinfluR auf die
Zuckerbestimmung, wie nachgewiesen wurde.

Analyse der Milchsaure. Die Loésungen wurden auf
dem W asserbad (eventuell, um Verfllichtigung der Séaure zu
vermeiden, nach Neutralisation) eingeengt, mit etwa Vi0 des
Volumens 50Sager Schwefelsaure versetzt und im Extraktions-
apparat nach Schacherl 24 Stunden extrahiert. Wie wir uns
mehrfach (berzeugt haben, ist diese Erschdpfung quantitativ.

Zum Beleg mogen folgende Versuche dienen: Je 500 ccm
einer ungeféhr | 20-, Vso- und Lioo-normalen .Milchsdure werden
etwa auf | 10 dés Volumens eingeengt und weiter behandelt,
wie oben angegeben.

*» Zeilsehr. f. anal. Ch. Bd. XXXV, S. SH (189(1. — Hydrolyse
des Rohrzuckers: Meisst-, Zeitschr. d. Ver. d. D. Zuckerind., Bd. XXIX,
S. 10:4. I’reuss. das.. Bd. XXXVIII. S. 722. Hydrolyse der Maltose:
Me isst, Zeitschr. f. anal. Ch, Bd. XXIIl. S. 215. Milchzucker: Ost, Ber.
d. Deutsch, ( hem. Ges.. Bd. XXI11, S. 3(XK>.
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Vor der Extraktion Nach der Extraktion

Angewandte
verbrauchen 20 ccm an verbrauchen 20 ccm an
Milchsaurel0sung ccm 1 «o-ndrmal-NaOH.  ccm  Vio-normal-NaOH
L 77
ca. ‘*o-norm. 19.3 [ 19.4
reo- 7,h .15

1 100- 48 . o 4.7

S.

Die ungeimpfte Nahrlosung gab eine kleine Menge Sé&ure
an Ather ab, die jeweils von der Gesamtmenge abgezogen wurde.

Fast bei jedem Versuch wurde auch qualitativ auf das
Vorhandensein von Milchsdure gepruft. Dazu diente die von
einem von uns angegebene Methode.l) Die wasserige Losung
wird mit ebensoviel Silbercarbonat versetzt; als zur Neutrali-
sation notig ist, und eingedampft. Das ausgeschiedene Silber-
salz wird in einem Reagenzglas mit etwas alkoholischer .lod-
I6sung erhitzt und die Reaktionsprodukte (Acetaldehyd und
Kohlensdure) durch ein Knierohr in ein zweites Reagenzglas
mit einer Spur Wasser geleitet. Hier wird Aldehyd mittels
wenig Nitroprussidnatrium und etwas Piperidin nachgewiesen:
es entsteht eine blaue Farbung, die auf Zusatz von einer Spur
Natronlauge nacheinander violett, rot und gelb wird.

Der groRte Teil der mit Ather extrahierten und wieder
mit Wasser aufgenommenen Milchsdure diente zur Bestimmung
ihrer optischen Aktivitat. Zu diesem Zwecke wurde das
10 mal mehr als die freie S&ure drehende Lithiums,alz au-
gewendet. Die milchsaure Ldsung wurde so lange mit dem
(ziemlich schwer l6slichen) Lithiumcarbonat versetzt, bis nichts
mehr in Losung ging, und nach Filtration polarisiert.-)

Zur Berechnung wurden aus reiner, nach I, C. Irvines3)
hergestellter Linksmilchséure, bei verschiedenen Konzentrationen
nach angegebener Weise Lithiumsalze hergestellt und ihre
Drehung bestimmt.

»n R. 0. Herzog, Liebigs Ann, lid. (IOCLI, S. 203.

*) Das Salz dreht das polarisierte Licht in entgegengesetzter Rich-
tung wie die freie S&ure.

* Journ. of the chem. Soc., Bd. LXXXIX, IL, S. 985 (IROfii.

io*
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l)ie folgende Tabelle gibt die Resultate wieder.

. ) Differenz
Linksmilch- ~ Menge des  Drehungs- — pygiye L teen ange-
Lithium-, vyinkel Milchs wandter und
salzes in g im - Miichsaure

berechneter
pro lonccm  pro 100 ccm 2 dm-Rohr ~ Perechnet sayremenge

saure in g

5,300 5.751 5.480 — 0070
4312 4-601 f 118@ 4,288 4- 0.024
3503 8.888 + 10l¢ | 3610  — 0,02
2,095 2875 | 4077 2,708 ~f 0,008
1.7% 1.010 + 002¢ 1,787 + 0.009
0.080 1.045 + 0,28« 0,842 + 0,038
0,518 0,547 4- 010« . 0532 | —0010
0.1250 0280 | -+ 0.05« 0165  + 0.050

Diese Daten werden zur Berechnung der Gleichung
c == 3,28 a + 0,3 a2 verwendet, in der c die Anzahl der in
DK) ccm geltsten g-freien Milchsaure und a den Drehungs-
winkel des Lithiumsalzes (nach der gegebenen Vorschrift
hergestellt, in 2 dm-Rohr abgelesen) bedeutet. Die 4. Kolonne
der obigen Tabelle enthalt die fiir die abgelesenen Winkel be-
rechnete Sauremenge, die 5. die Differenz zwischen der be-
obachteten und berechneten S&uremenge. Man sieht, daf die
Differenzen innerhalb der Beobachtungsfehler liegen. Die obige
Gleichung konnte also zur Berechnung der Menge an optisch
aktiver Milchsdure verwendet werden.

Die folgenden Tabellen geben die direkt erhaltenen Ver-
suchsdaten wieder.

Da die urspringlichen, ungeimpften N&hrlésungen, wie
erwahnt, nach Ansduerung mit Schwefelsdure, eine gewisse
kleine Menge Séaure an Ather abgeben, ist diese Menge fiir jede
Art Nahrlésung in mehreren parallelen Versuchen bestimmt
worden. Die Menge entspricht meistens der Differenz, die man
findet, wenn die durch die Garung geséduerte Nahrlosung direkt
und den wieder in Wasser aufgenommenen Atherextrakt titriert
(natlrlich stets auf dasselbe Volumen bezogen). Mitunter — be-
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sonders bei den Versuchen mit Bac. Wehmeri und Bar. brass,
ferm. — linden sich aber gréRere Differenzen, die auf die
Bildung von Nebenprodukten bei der Gérung zuriickzufihren
sind.

Die mit Ather erschopften Nahrldsungen' gaben an das
Extraktionsmittel eine kleine Menge von optisch aktiven Stoffen
ab, deren Drehung auf folgende Weise bestimmt wirdig Nicht
geimpfte N&hrldsungen wurden auf 5(H) ccm aufgefillt, davon
400 ccm eingedampft, extrahiert und nach dem Abdestillieren
des Athers das Extrakt in Wasser aufgenommen, auf das VVolumen
von 50 ccm gebracht, mit Lithiumcarbonat versetzt und po-
larisiert. Eine groRere Anzahl ergab dabei eine wenig um
0,11° schwankende Linksdrehung. In den Tabellen ist diese
Korrektur bereits angebracht.

Die zun&chst mitgeteilten Versuche waren mit 400 ccm
Nahrlosung angestellt. Fir die Analyse wurde auf 500 ccm
aufgefillt. 20 Ccm wurden zur Titration verwendet, 400 ccm
respektiv 430 ccm bei den Biosen dienten zur Atherextraktion.
Dals Extrakt wurde in soviel Wasser aufgenommen, dal das Vo-
lumen der zur Polarisation angewandten Flissigkeit stets 50 ccm
betrug. Die Aciditat der unvergorenen Nahrlosung (mit Ather
in saurer Losung extrahiert)entsprach 3,5 ccm 1/20-normal-Na()H,
nur bei Fruktose 5,5 ccm ' Van-normal-NaOH — Zur Zuckerbe-
stimmungwurden bei Dextrose, Fruktose und Galaktose 30 ccm
der auf 500 ccm aufgefullten Losung auf 11)0 ccm verdunnt
und von dieser Losung 30 ccm zur Kjéldahlschen Zuckerbe-
stimmung verwendet. Bei den Rohrzuckerbestimmungen wurden
30 ccm der auf 500 ccm verdinnten Losung in einem 100 ccm-
MeRkolben invertiert und dann bis auf die Marke aufgefiillt,
hiervon dienten 30 ccm zur Analyse! Bei Maltose wurden 50 ccm
der auf 500 ccm verdinnten Losung in einem 100 cem-Mel-
kolben hydrolysiert, bis zur Marke aufgefillt, hiervon 30 ccm
analysiert. Bei Milchzucker wurden 50 ccm der Nahrldsung
im 250 ccm-Kolben hydrolysiert, zur Marke aufgefullt und davor
30 ccm zur Bestimmung benutzt.

Als Gehalt der unvergorenen Ldsungen an .Substrat wjmle

durch die Zuckeranalyse gefunden:.' '
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In 1()0 ccm der urspringlichen Lésung 0,693 g Dextrose.

oy » » 0,911 Fruktose,

' 0,935  Galaktose.
0,953  Rohrzucker,

0,888 Maltose,
0,942 Milchzucker.

Die Zahlen der linken vertikalen Kolonne in den Tabellen
bedeuten die Garungserreger in der oben (S. 133) angefiihrten
Reihenfolge. Die Ruchstaben a und b bedeuten Parallelversuche,
die stets dem Sinne nach Ubereinstimmen. Die beiden folgenden
Kolonnen geben die gefundene Menge an Milchsédure, die nachste
ihr optisches Verhalten und die letzte die Menge des gefundenen
Kupfers bei den Zuckerbestimmungen an.

Dextrose.
20 rem der urspringliehen Drehung
Lésung verbrauchen an des in
mg Kupfer
ccm ’/»0-norm.-NaOH 50 ccm 14,0
vor nach . gelosten gefunden
der Extraktion Atherextraktes
i
I 22,9 20.8 tXe 51,2
2. 20,7 12,65 + 0,24° 0
3. 20.1 15,1 -+ 0.220 0
4a. 24.7 22.0 + 0.21 57,8
4b. 10.2 14.8 -+ 0.19" 85.4
5. 245 19,5 4- 0,270 50,4
0. 33.2 29.4 — 1.16™ Spuren
7. 30.4 28,3 — 1,04® »
8 8.1 4.0 — 0.10"" 112.16

3. 0.3 3,6 0° 109.6
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2b.

>
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Fruktose.
1 | | | | _—
20 ccm der urspriunglichen Drehung
Lésung verbrauchen an des in
ccm  ‘/»0-norm.-NaOH 50 ccm H.,0
Vvor . naCh ) gelﬁsten
der Extraktion Atherextraktes
14,4b 8.00 — 0,21°
21 80 0.8 -f 0.15®
21.4 12.5 4. 0.138
26.4 9.5 -f- D.18° |
20.5 10.0, ‘- -f o.ud
27,48 19,5 4-0.il
82.2 20.5 — 1,13®
27.3 23,3 — 0910
7.8 45 — 0.10®
7.2 4.0 0
Galaktose.
20 ccm der urspringlichen Drehung
Ldsung verbrauchen an des in
*0- -
ccm  V*o-norm.-NaOH 50 com H*0
vor nach geldsten
der Extraktion Atherextraktes,
8,77 6.5 — 0,04°
20,3 11,3 4- 0,11®
19,3 10.0 4- 0,35®
3,5 — LI
138 .92 4-0,ii°
N 19,3 0,80®
21.8 19.3 — 0,74®
5.6 3,8 + 0,11®
0,0 3.0 4. 0,11«

139

mg Kupfer

gefunden

110.48
Spuren
0]
Spuren

96,8
70.72
45,50
71,5
134,04

127.2

mg Kupfer

gefunden

138.72
63.84
0
158.4
121,08
80.7
'89,*"»
138.88

141,0
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Rohrzucker.

20 ecin der urspriinglichen Drehung
Losung verbrauchen an des in
eem [ »0-norm.-NaOH 50 ccm H/)

von nach gelosten

der Extraktion Atherextraktes
8,0 5.70 - 0,11°
00.0 15.00 -f 0.27°
20.5 ‘ 20.2 % 0,20°
182 1250 4~ 0,15°
15.8 40,40 4-0.17°
21:» 17.50 4- (UOQI
10.02 12.2 — o.ou
7.0 0.0 - 0,05°
7.0 5.48 0
Maltose.

20 ccm der urspriinglichen Drehung
Ldsung verbrauchen an des in
ccm /s -norm.-NaOH 50 ccm H/)

vor nach _ Qeboten

der Extraktion Atherextraktes
7.00 8,0 — 0,05°
24.4 20,2 4-0.250
19.70 18,0 4-0,17°
20.7 ¢ 20,0 verungliickt
28.0 275 4-0,14°
17.0 14,4 0.210
214 10.0 — 0.20°
722 40 0°

04 5.0 0°

mg Kupfer

gefunden

220.1

Spuren
180.48
101.2
175.08
108.08
206.7
150,24

mg Kupfer

gefunden

227.2

Spuren
143,5
109.0
101,5
107.68
193.4
212.08
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Milchzucker.

20 ccm der urspringlichen Drehung
Losung verbrauchen an des in
ccm  ‘fso-norm.-NaOH 50 ccm H20
vor _nach gelosten
der Extraktion Atherextraktes
84 | vo— '
15,35 7A i 0,14°
20.0 254 af 0.210
8,4 \ =
10.2 738 0°
8.4 59 0°
5.0 14 — 0.0%«
Manni t.

mg Kupfer

gefunden

1140
70.0
0
112.2
03,5
101.7
014 |

Volumen der Nahrlosung: i-00 ccm: Aciditat des Atlier-

«xtraktes der ungeimpften l.6sung: 3,5.ccm ‘/agimrmal-NuOH.
Da es an einer sicheren Methode fehlt, dem unveranderten
Mannit zurtickzubestimmen, wurde bloli die gebildete S&ure und
ihr Drehungswinkel bestimmt. Zur Prifung, ob reine Milchséure
vorlag, wurden die Zinksalze hergestellt, deren Menge aber
mit der der titrierten Sdure nie Ubereinstimmte, es lag alsp ein
Gemisch von Milchsédure mit einer oder mehreren andern Sauren
(vielleicht Essigséaure) vor.

S N o o w e

20 ccm der urspringlichen Ldsung
verbrauchen an ccm ‘/»0-norm.-NaOH

vor nach 50
der Extraktion
L
35 '
28.0 f 150,
20,0 15.2
204 ! 17,2
14,2
114 : «3,.

35 ,

Drehung des in

ccm H/J geldsten
Atherextraktes

~n0,21 1
¥ 0,23«

-0.(4"
— 001 v
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Mannose.

Volumen der Nahrldsung: 80 ccm; auf 100 ccm aufgefullt.
20 ccm titriert. Auf eine Atherextraktion muRte bei der kleinen
Menge verzichtet werden. Die Aciditat der ungeimpften Lésung:
2:i<> ccm NaOH. Von der auf 100 ccm aufgefillten Losung
wurden 50 ccm auf 250 ccm verdunnt und hiervon 30 ccm zur
Analyse des Zuckers verwendet. — In 100 ccm der urspring-
lichen Lésung waren 1,030 g Mannose enthalten.

20 ccm der auf 100 com auf-
gefullten L6sung verbrauchen mg Kupfer gefunden

ccm  ‘/»o0-norm.-NauH

! 4,0 1224
2 9,4 09,80
4. 8,0 104,50
5. 10.0 102,0
o 158 87,36
7. 14,5 90,08
0 438 110,0
Arabinose.

Volumen der Nahrlésung: 80 ccm: auf 100 ccm aufgefulit.
20 ccm titriert. Auf Alherexlraktron wie weiterhin wegen der
kleinen Mengen verzichtet. Aciditdt der ungeimpften Ldsung:
2.0 ccm | 20-normal-NaOH. Von der auf 100 ccm aufgefiillten
Lésung 50 ccm auf 100 ccm aufgefiillt und hier Zuckeranalyse
ausgefuhrt.  1(X) ccm der ursprunglichen LoOsung enthielten
0,512 g Arabinose.

20 ccm der auf 100 ccm auf-

gefullten Lo6sung verbrauchen mg Kupfer gefunden
ccm  '/to-norm.-NaOH '

1 3.9 oy 150.24
2 24.0 0

8 223 Spuren
4 8.4 J[ 158.88
5. 3,0 o 157,12
0 3.4 r 158,10

i 0 ‘ 100
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Xylose,

Behandlung wie bei Arabinose. Aciditat der Ursprung-
liehen Ldsung: 2.40 ccm Vso-normal-NaOH : 100 ccm derselben
enthielten 0.494 g Xylose. .

Deutliche Sauerung trat nur mit Bac. brass, ferm. (3.)
ein und zwar verbrauchten 20 ccm der auf 100 ccm verdinnten
Losung 11,40 ccm ‘/«0-normal-NaOH. Die Zuckerbestimmung
ergab 120,48 mg Kupfer.

Raffinose und Methylglykosid.

Volumen der urspringlichen Losung: 80 ccm: Aciditat:

0,83 ccm 1 Go-normal-NaOH. Gehalt an Géarsubstrat : ng. Zur
Analyse: Losung auf 250 ccm verdunnt, hiervon 20 ccm mit
' 20-normal-NaOH titriert: weitere Analyse wegen Mangels an
Material nicht durchfihrbar.

20 ccm der auf 250 ccm 20 ccm der auf 250 ccm
verdunnten Railinoseldsung verdiunnten Xvloseldsung
verbrauchen verbrauchen

ccm  ‘/«o-norm.-NaOH an ccm  Vto-norm.-NaOH
1. 100 1,48
2 2.30 5.10
* 10,2 . 7.0
4 1.7 1,92
5 35 m
. 3,1 4,10
7 1.2 4,70

Dulcif, Krythrit und Glycerin wurden von keinem
der angewandten Garungserreger zur Sauerung
verwendet.

Zur Ubersichtlichen Darstellung der direkten Versuchs-
ergebnisse dient ihre Anordnung in den folgenden Tabellen.
Die erste Vertikalkolonne derselben gibt das' zur Nahrlésung



zugesetzte Garsubstrat an; die zweite Kolohne enthalt die Sub-
stratmenge, die nicht angegriffen wurde, in Prozent der ur-
sprunglich zugesetzten (Substratrest in Prozent): die dritte die
Menge an gebildeter S&ure, als Milchsaure und in Prozent des
angewandten Substrats berechnet (Saure gebildet in Prozent);
die vierte die Summe der in der 2. und 3. Kolonne angegebenen
Zahlen soll also im normalen Fall 100 betragen (Substratrest-f-
Milchsaurer. die fiinfte Kolonne gibt die Drehungsrichtung der
Milchsdure — also das dem Lithiumsalze entgegengesetzte —
an: die letzte Reihe enthalt die Menge der aktiven, in Prozenten
der gebildeten S&dure ausgedriickt (Prozent Milchsaure aktiv).

1. Bacillus Beijerincki.

| i

. Substrat- !
Substrat- Saure Drehunas- °[" Milch-
: rest d
rest  gebildet _g¢ \1iich- ~ saure
‘ richtung ! i
in °0 in 0o saure | ' \ aktiv
fi
Dextrose . . . . . 37 m 100 j a4 53
Fruktose' - _ _ _ 73 20 [ 03 . * f; is
\ * i ‘
Galaktose _ _ _ 7
i, a W™ 13
mRohrzucker . . . . S2 13 95 d ’.
n ; — LTV
Maltose.....c. : 0% [ 1J od 20
Milchzucker . . . 100 (0} _
T | I "
Manmt..........ceee _ 0 F - _ _
Mannose.........ccooe... u7 = 100 ‘,
Arabinose . . . .~ 102 ] —
Xylose - - - - - - 100 (o] o — i

!
l !
Methylglykosid . . l ' <. = } _

H affinoise - - - io



2, Bacillus brassicae fermentatae.

Dextrose
Fruktose
Galaktose

Zur Stereochemie der Milchsaqgregarung.

Rohrzucker _ _ _ _

Maltose
Milchzucker
Mannit
Mannose
Arabinose
Xvlose

Methylglykosid =

Raftinose

Dextrose..........

Fruktose
Galaktose

Rohrzucker . . . . |

Maltose..........

Milchzucker

Mannit..............

Arabinose
Xvlose

Methyiglkosid . . .

Raftinose..........

Substrat-
rest

in 0o

58

bl

1.
Saure
gebildet

in 0o

41
17
27
87
ol
15
m
15
97
41
9,H
8.8

H. Bacillus Wehmerb

Substrat-:
rest

in \V

Séure
gebildet

in °lo

49
28
88
47
41
60
34
8b

0
16
21

145
SUtr)::at Drehlings* ~° ".V'”Ch-;
i séure
[SI;/LI:(;h richtung aktiv
41 | 85
17 N 0
64 ' ! 18
87 i \ 80
51 \ 2
e 82
! -4
68 | B
L
97
102 _
Vo> — . .
A J—
Il
Sutzt;[at [bdrehungs- °/0 .I.\/Iilch-
[ Mileh- richtung sau-re
saure s . aktiv
W}
49 i 57
23 i 35
« 88 i 1
AV A A e e
41 I 1 18
60 i u
- ! 28
8b e 1
i 100 ™0 i
Eyo— b
k_ |
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4. Bacillus Leichrhanni |.
| | [

| Substrat-  saure -Sub;t;at* Drehungs- * © Milch-
rest | gebildet _M“Ch_‘ richtung Sa"’l‘:;rj
in in °/0  Ssaure |
Dextrose 41 08 100 | 18
Fruktose . . . . . 05 37 102 ! 13
Galaktose . . . . 100 0 100 — —
Rohrzucker . . - - 02 30 92 ! 20
Maltose............... 5 | 50 100 verungliickt
Milchzucker . . . 100 0 00 | - . -
Mannose . ... . S2 14 96 —
Arahinose . . . . 3 no102 '
Xvlose........ccen.... 100 0 ] 1¢0 — —
Methylglykosid . . 24 — — s
Raliinose . . ... . * — 0 _ _
5. Bacillus cucumeris fermentati.
Substrat-  Saure Sut;ztsiat- Drehungs. >+ Milch-
: fest | gebildet - Milch- . saure
inoo . in %0 sure M9 gy
Dextrose . . . . . i s* 63 | 99 | 20
Fruktose . . . . . 43 48 91 | | 10
Galaktose . . . 75 22 97 21
Rohrzucker . . . . 60 41 | loi ! 12
Maltose............... 37 65 | 102, 9
Milchzucker . . . 3. 1 99 i ; 0
Mannit - . . .. | 37| S P
Mannose . ... . 81 19 ' 100 / —
Arabinose . . . . 98 4 102 —
Xylose .......cooeunne. 100 100 — h
Methylglykosid . . 35. — —

Raflinose........... — S —



Zur Stereochemie der Milchsduregariing.

6. Bacterium lactis acidi aus Prehefe D. >

Dextrose...............
Fruktose
Galaktose
Maltose..............
Milchzucker
Mannit
Mannose..............

Arabinose . . . . |

Xylose |
Methylglykosid + .
Raffinose. . . . .

Substrat-

rest

Séure
gebildet

in °lo

95
65
46
34
1
24
38

TRY,
Drehurigs-

Substrat-
rest
+ Mild,-

o richtung
séure

o5, -

—

%8 . d
103 q
101 |

— d
106
101
100

117

A

ao Mile h-
saure
. aktiv
!

80
86
87
26

7. Bacterium lactis acidi aus Prel3hefe p.

. Substrat-

Dextrose
Fruktose . ...
Galaktose
Rohrzucker . . . .
Maltose
Mannit..................

Mannose

Arabinose
Xylose
Methylglykosid
Raffinose

rest

in °/o

44
5 *
69
59

70
100
100

Saure

gebildet

in 00

91
54
44
30
41
24,5
26

0

0

87

0.8

' Substrat-

rest . Drehungs-

=+ Milch-

) richtung
sdure

91 d
98. d

v 98 Cd
99 d
100 a
d

106

100
100

—

/0 Milch-
saure
aktiv

74
82
7s

46

20

102

oo
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H. Bacterium lactis acidi aus PreRRhefe ar

) Substrat- .
Substrat-  Séure °lo Milch-
* rest Drehungs- }

rest . «(bildet |4 Milch-| saure

) richtung Kti

in % in sdure | aktiv

Dextrose . w ] 18 ‘97 Loo=d 1 45

Fruktose . . - .- . . HB | 905 d J 100
1

Galaktose . , . . 87 0 2 1 100

Rohrzucker... . . . 9 82 T 21

Maltose . .o 08 8 7b i 0

H. Bacterium lactis acidi aus Prel3hefe g.

Substrat-  Saure ‘Sul?(;s;{at— Drehungs- *© Milch-
rest gebildet | _¢ Milch- . séure
in % in °lo saure ehtung ety

Dextrésq Ve | 82 12 94 i ‘ 0
Fruktose . . . . . 81 4 85 i 0
Galaktose . ... 89 U % | 80
Holirzueker . . . . 50 9 1 50 J‘ i )
Maltose . . . . . 78 8 80 i 0
Milchzucker . . . 80 38t . d 70
Manhii . . 0 ol = ‘
Mannose . L 5 100

Methylglykoskl . T g 0 — ‘
Raftinose . 0 AR

Die Tabellen fihren zu folgenden Schllssen :

1. Sowohl Aldehyd- wie Ketonalkohole, sowie Stolle mit
Alkoholgruppen allein kénnen ein geeignetes Substrat fur die
Milchsauregarung abgeben: ferner haben sich, der bisherigen
Erfahrung gemafl, Pentosen, Hexosen, Disaccharide und ein
Trisaccharid und ein Glykosid als brauchbar erwiesen. Das
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Verhalten der Disaccharide macht es hochst wahrscheinlich,
dal» ""ie bei der alkoholischen auch bei der Milchsauregéarung
dem Zerreiben der KohlenstolTkette eine Hydrolyse vorangehen
mull. So erklart wohl das Fehlen der Lactase die Unangreif-
barkeit des Milchzuckers durch Bacillus Leichmann 1. der Dex-
- trose verarbeitet.l)

Welche bestimmte Konfiguration das Substrat besitzen
mul),, um angegriffen zu werden, kann man bisher wohl nicht
sagen.?) Die drei unangegriffenen Stoffe Glycerin, Erythrit und
Duleit sind optisch inaktiv, die beiden zuletzt genannten durch
intramolekulare Kompensation.

In welcher Weise Mannit und die Fettlosen zerfallen,
ferner ob mitunter gebildete andere Sauren als Milchsaure mit
der (idrung direkt Zusammenhadngen, kann aus den bisherigen
V ersuchen nicht erschlossen werden.*)

2. Die Menge der gefundenen'.Milchséure; korrespondiert
mit der des urspringlich vorhandenen und der.ubrig gebliebe-
nen Substrates oftmals in der Weise, dal) kein Verlust erfolgt
ist. In anderen Fallen, wie bei B. brass, ferm, und B. Weh-
mer ist dagegen stets ein Defizit vorhanden. Der erste Fall
beweist, dall die optische Aktivitat nicht etwa immer so ent-
standen ist, daB allein inaktive S&ure gebildet wurde, von der
eine Modifikation oxydiert oder sonst, verandert wurde, eine
Ansicht, die ofters ausgesprochen wurde.

k. Die entstandene Milchsdure ist in den meisten Féllen
optisch aktiv, seltener stellt aber die gesamte Milchsdure
einen isolierten Antipoden dar, sondern zumeist ist eine er-
hebliche Menge inaktiv und nur ein Teil aktiv, wie das auch
Harden gefunden hat.

i. Von 2 Fallen abgesehen (B. lac. a¢. a, und B. lac.
ac. g) lindet inan, dal die optische Aktivitat der entstandenen
Sdure unabhangig vom Substrat. ist.'(sofern .dieses nur uber-
haupt angreifbar ist) und allein von der Natur des Garungs-

‘0 VSh aber oera(ie zu dem Vers. nlii Bae. Leichmann Lafar
llandb 2. Aufl:. Bd. 1l, S. 92.

* Vgl. auch Harden. L e.
3) Es besteht die Absicht, diese Frage .weiter zu. untersuchen!

Uoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiél. Chemie. LX. ! H
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erregers abhangt. Eine Art Garungserreger liefert einen
Uberschul3 von stets derselben optischen Modifikation
oder die inaktive Saure allein aus verschiedenen Sub-
straten. Was die angefuhrten beiden Ausnahmen betrifft, so
liegt im Falle des B. lac. ac. g die Fra™p so, daB aus Galaktose
die 1- und aus Milchséure die d-Modifikation gebildet worden sein
soll, wahrend Dextrose die “Milchsdure lieferte. Es ist unter
diesen Fmstanden wohl nahezu gewil3, daB es sich um ein Ver-
sehen bei der Ablesung eines Drehungswinkels handelte, zumal
die fraglichen Winkel sehr klein waren. Auch ist der Gedanke
nicht von der Hand zu weisen, dal3 andere optisch aktive Stolle
kleine Storungen hervorgerufen haben konnten. Ebenso ist bei
der sehr groBen Anzahl von Ubereinstimmenden Fallen die An-
nahme sehr berechtigt, dall auch bei dem zweiten Ausnahme-
fall iB. lac, ac. ar — Galaktose) ein' Versehen vorliegt, da es
sich auch wiederum um einen sehr kleinen Winkel handelt.
Man darf also wohl annehmen, da der oben ausgesprochene
Satz ohne Einschrankung gilt.

Es fragt sich, wie die gemachten Beobachtungen mit
unseren ubrigen Kenntnissen von der Enzymwirkung in ( ber-
einstimmung zu bringen sind. Stellt man sich auf den Stand-
punkt der streng spezifischen Wirkungsweise der Enzyme, so
konnte inan wohl annehmen, dal sich zwei verschiedene En-
zyme in den Pilzen befinden, eines, das die d-, und eines, das
die 1-Modifikation der Milchsdure bildet. Das, welches schneller
wirkt oder reichlicher vorhanden ist, liefert den merkbaren
UberschulR der einen Modifikation; ist nur das eine Enzym
vorhanden, dann bildet sich die eine Modifikation rein: wirken
beide gleichmélig, dann entsteht i-Milchsdure.

Eine andere mogliche Annahme ist. dal3 nur ein Enzym
vorhanden ist, das sowohl die Bildung der d- wie die der I-Modi-
tikation. aber zumeist verschieden schnell und damit in der
Hegel einen Iberschu der einen Form veranlaf3t: der Unter-
schied der katalytischen Wirkung kann sogar so groR3 sein,
dal das Maximum an zu bildender S&ure schon in der einen
Modifikation geliefert ist, bevor eing merkbare Menge der Anti-
poden noch vorhanden ist. Diese Annahme basiert auf den
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Erfahrungen, wie sie auf biologischem Gebiete von H. D. Dakin, ]
A. Mac Kenzie und A. Harden,2) H O. Herzog und A. Meier »)
gemacht wurden, und entspricht vollig der von Bredig und
fajans G an der Hand von quantitativen Messungen entwickel-
ten Theorie der stereochemisch beeinfluiten Katalyse. Von der
zuerst entwickelten Anschauung hat sie den Vorzug grol3erer
Einfachheit und daher groRerer Wahrscheinlichkeit.

Welcher Erklarung man sich aber auch zuneigt, man wird
kaum der Annahme entgehen konnen, dal} sich zun&chst ein
i acemischer oder inaktiver Stoff aus dem Garsubstrat
bilden mul3, etwa Glycerinaldehyd>) oder Dioxyaceton,6) Sub-
stanzen, aus denen erst weiter die Milchsdure hervorgeht. Na-
tirlich besteht auch die Moglichkeit, an die Mitwirkung mehrerer
Enzyme zu denken.

Wir kommen also zu der Auflassung, dal die Form
der gebildeten Milchsdure — bis aut ihre Angreifbar-
keit durch das Enzym — nicht von der Konfiguration
des Substrates, sondern nur von der Natur des Fer-
mentes und der von ihm/und anderen Faktoren) erteilten
Reaktionsbeschleunigung abhangt, die ein bei der Um-
wandlung sich bildendes, héchstwahrscheinlich inak-
tives oder racemisches Zwischenprodukt erleidet.

n Journ. of Physiology, Bd. XXX, S. 25» (1004). Bd XXXII
>100(1905).

¥, Proc. chem. Soc.. Bd. XIX, S. 18 (1003).

0 Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S..57 (1009); Es sei hier auch noch
auf folgenden Versuch hingewiesen. Brachte man Pénicillium glaucum
in Bierwlrze, der das Ammonsalz von inaktiver Mandelsdure zugesetzt
war, zur Entwickelung, so war nach 2 Monaten unter- der nicht ange-
griffenen Sdure ein erheblicher Teil linksdrehend. - Wurde erst zu den
auf Bierwirze gewachsenen Pilzen i-mandelsaures Ammon gebracht, so
blieb die rechtsdrehende Modifikation Ubrig.

4) Ber. d. D. chem. Ges.. Bd. XXXXI, S. 752 (1908).

5 Wohl u. Oesterlein, das.. Bd. XXXIV, S. 1130 ‘(1901), ferner
Bd XXXIII, S. 3003 (1000°, vgl. auch Nef, Ann. d. Chem.. Bd CCCXXXV,
S. 254

7 P. Boysen-Jensen. Ber. d. D. hot. Ges., Bd. XXVl a, S,6M (1908).
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