Studien Cber Chymosin- und Pepsinwirkung.
l. Mitteilung.

Die Gerinnungegeschwindigkeit aie Mafl der Ohymoeinmenge.
Von

Olof Hammarsten.

(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1914.»

In den letzten Jahren habe ich- meine Untersuchungen
tber Pepsin- und Chymosinwirkung fortgesetzt. Ich habe dabei
meistens mit reinen Caseinlosungen gearbeitet und namentlich
die Art und Menge der unter verschiedenen Verhaltnissen, ins-
besondere bei verschiedenem Sauregrade, entstehenden Produkte
untersucht. Hierbei schien es mir von. ganz besonderem In-
teresse zu sein, die fraglichen Produkte bei aufgehobener Paral-
lelitat der beiden Enzymwirkungen zu studieren, und ich habe
dementsprechend wiederholt Losungen von starker Pepsin- und
schwacher Chymosinwirkung mit solchen, die umgekehrt starke
Chymosin- und schwache Pepsinwirkiing zeigten, verglichen.

Nun kann man bekanntlich die Parallelitdét der beiden
Enzymwirkungen leicht in verschiedener Weise aufheben; um
aber den Grad der mangelnden Parallelitdt zu bestimmen, ist
man auf der einen Seite auf die Pepsinproben und auf der an-
deren auf die Milchgerinnungsprobe hingewiesen. Man kann
also noch nicht die Versuche mit Milch génzlich entbehren,
und aus dem Grunde war ich wiederholt genétigt, Gerinnungs-
versuche mit Milch auszufihren. Hierbei stie ich indessen
auf so unerwartete Verhéltnisse bezlglich des sogenannten
Zeitgesetzes, dall ich mich veranlal3t sah, meine Hauptunter-
suchungen einige Zeit ruhen zu lassen, bis ich das sogenannte
Zeitgesetz in einigen Hinsichten hatte :prifen konnen.

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. J
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Es ist eine langstbekannte Tatsache, daR bei Gerinnungs-
versuchen mit sehr kleinen Enzymmengen, also bei langerer
Versuchsdauer, eine zerstorende Einwirkung der Bruttemperatur
auf das Lab hervortritt.l) Van Dam2) erklart dies durch die
Annahme, dall die Hydroxylionen der Milch auf das Enzym
schadlich wirken und dasselbe sogar vernichten kénnen. Dies
soll wenigstens bei Gegenwart von sehr kleinen Enzymmengen
geschehen, und starker in dem MaRe, wie die Temperatur hoher
ist. Infolge dieser vernichtenden Wirkung der Hydroxylionen
«uif die Enzymmolekile soll bei Gegenwart von nur wenig En-
zym die Gerinnungszeit bei Korpertemperatur kein sicheres
Mall der Enzymmenge sein. Wenn man zwei Enzymlésungen
von wesentlich verschiedener Starke mit derselben Milch pruft,
kann dementsprechend die Relation zwischen den Gerinnungs-
zeiten eine ganz andere bei niedrigerer Temperatur als bei
Korpertemperatur werden, und nach van Dam kann sogar die
fermentdrmere Losung absolut rascher, also in kirzerer Zeit,
bei niedriger als bei hoherer Temperatur wirken. Um diese
Verhdltnisse zu beleuchten, erlaube ich mir, den van Dam mit-
geteilten Versuch mit Kalbsmageninfusion als Beispiel an-
zufuhren.

Zu dem Versuche diente teils die zur teilweisen Zer-
storung des Enzyms nach meinem Verfahren einige Zeit er-
warmte und teils die nicht erwédrmte, also unveranderte Infusion.
Das Resultat war folgendes:

Bei 3/0 C. 25,5°
Nicht erwarmt: 75 Sekunden Nicht erwarmt: 166 Sekunden
Erwarmt: 4 Stunden Erwarmt: 99 Minuten

Die Relation zwischen den Gerinnungszeiten war also bei
3/°C.=75:14400=1: 192 und bei 25,5° C.= 166 : 5940
— 1 : 36. Nach den Koagulationszeiten zu urteilen, erwies sich
also die erwarmte Infusion bei 25,5° C. etwa 5 mal so reich
an Enzym als bei 37° G. Auffallenderweise gerann auch die
Probe mit erwarmter Infusion absolut rascher, d. h. in kirzerer

¥ Man vgl- hiertber unter anderen E. Fuld, Hofmeisters Bei-
trége, Bd. 2. 1902, S. 169.
*) Diese Zeitschrift. Bd. 64, 1910, S. 316.
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Zeit (99 Min.) bei 25,5» C. als bei 37» C. (240 Min.), wéhrend
sonst die Gerinnung bei niedrigerer Temperatur regelmafig ab-
solut langsamer als bei hoherer verlauft.

Diese Beobachtungen von van Dam und seine Ansicht tber
die schadliche Wirkung der Hydroxylionen der Milch haben
mich veranlaBt, sowohl bei Wiederholung einiger &alterer Ver-
suche mit Milch und sauren Infusionen wrie auch bei der Aus-
fihrung neuerer Versuche, die Chymosinwirkung durch Milch-
versuche sowohl bei Korpertemperatur wie bei niedrigeren Tem-
peraturgraden zu prufen. Hierbei bin ich zu Resultaten ge-
kommen, welche zeigen, daR die Verhaltnisse mehr verwickelt
sind, als man auf Grund der Annahme von van Dam
glauben sollte.

Die obigen Versuche von van Dani wurden teils mit sauren
Losungen von gereinigtem Schweinsenzym und teils mit einer
sauren Kalbsmageninfusion ausgefihrt/ Nun soll aber nach
Gewin und van Daml) das gereinigte Schweinsenzym in seiner
Wirkung nicht dem Zeitgesetze folgen, und die mit solchem

Lnzym ausgefihrten Versuche kdnnen also nicht fir das Ver-
halten des Kalbsenzyms malgebend sein. Der Versuch von
van Dam mit Kalbsmageninfusion betraf dagegen teils die nor-
male und teils die durch vorgangige Erwarmung veranderte In-
lusion, in welcher die Parallelitdt zwischen Pepsin- und Chy-
mosinwirkung dermalien aufgehoben war, daR fur die Pepsin-
verdauung nach Mett die Relation 1:4,8 und fur die Gerinnungs-
zeiten die Relation I: +20 gefunden wurde. Da hier also die
Wirkungen einer normalen und einer veranderten Infusion ver-
glichen wurden, kann man keine allgemein gultigen Schlisse
aus diesem Versuche ziehen. Es war vorerst, notwendig zu
wissen, wie eine und dieselbe normale Infusion in'verschieden
starker Verdinnung bei verschiedenen Temperaturen wirkt, denn
erst wenn man die wirkliche Relation zwischen den Enzvm-
mengen in zwei Infusionen kennt, ist es moglich zu sagen,' ob
die bei hoherer oder die bei niedrigerer Temperatur beobach-

teten Gerinnungszeiten dem wahren Enzymgehalte am besten
entsprechen.

¥ Vgl. van Dam, L c, S. 324
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In dieser Hinsicht findet man bei Fuld!l) die Ansicht aus-
gesprochen, «dal3 auch unterhalb von 15° die Wirkungsgeschwin-
digkeit des Labs seiner Masse direkt proportional ist, dal} diese
Proportion auch fir beliebig kleine Labdosen und beliebig lange
Zeiten keine Einschrankung erfahrt und daR die bei Brutwarme
beobachteten, abweichenden Resultate ihre natirliche und zu-
reichende Erklarung linden in der bereits von Hammarsten
entdeckten, oftmals bestatigten Zerstérung des Labs durch langere
Einwirkung einer solchen Temperatur».

Nach Fuld wirde also das Zeitgesetz volle Geltung so-
gar bei Temperaturen unter 15°C. haben, und selbst bei beliebig
kleinen Labmengen wirde man wohl also bei niedrigeren Tem-
peraturen mehr zuverldssige Resultate bezilglich der Bestim-
mung der Labmengen als bei Brutwarme erhalten, In den Ver-
suchen, welche Fuld zugunsten seiner Ansicht anfihrt, trotz-
dem sie eigentlich zu einem anderen Zwecke angestellt waren,
kann ich indessen keine Beweise fir dieselbe finden, und meine
spater anzufuhrenden Versuche stehen alle in dem grellsten
Widerspruche zu derselben. In demselben Aufsatze fihrt Fuld
auch einen Versuch an, welcher gegen seine Ansicht spricht.
Nach dem Zeitgesetze soll bekanntlich das Produkt von Lab-
menge und Gerinnungszeit eine Konstante sein, und er hat nun
in einem Versuche (Vers.-8, S. 184) diese Konstante bei ver-
schiedenen Temperaturen und etwas verschiedenen Enzym-
mengen bestimmt. Zwischen 30 und 44° G. fand er nun in
der Tat dieses Produkt konstant. Bei 25,05° schwankte es
ein wenig, zwischen 51 und 56, und bei 20° war es inkonstant.

Abgesehen von diesem Versuche von Fuld und dem oben
erwahnten Versuche von van Dam habe ich in der mir zugang-
lichen Literatur keine Angaben Uber die Einwirkung von ver-
schiedenen Temperaturen auf das Zeitgesetz bei verschiedenem
Enzymgehalte (Kalbsenzym) gefunden, und ich fand es deshalb
notwendig, diese Frage zu prufen.

Schon meine ersten Versuche in dieser Richtung ergaben
indessen ganz unerwartete Resultate, indem sie zeigten, dal
die Gerinnung bei niedrigeren Temperaturen dem Zeitgesetze

* Hofmeisters Beitrage, Bd. 2, 1902, S. 177.
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nicht horcht und dal man, wenn man die Enzymmengen aus
den Gerinnungszeiten bei niedrigeren Temperaturen (auch bei
Zimmertemperatur) berechnet, regelmélig zu hohe Zahlen im
\ ergleiche zu den nach dem Verdiinnungsgrade zu erwartenden
erhélt. Da dies vielleicht etwas unwahrscheinlich klingt, will
ich schon hier, bevor ich zu den mehr detaillierten Versuchen
ubergehe, die Resultate einiger orientierenden Versuche als Bei-
spiele anflhren.

Eine saure, durch Dialyse gegen destilliertes Wasser neutral
gewordene Kalbsmageninfusion, welche 0,075ft'o feste Stoffe ent-
hielt, wurde mit Chlorwasserstoffsaure auf den Sauregrad 0,2°/o0
HCI gebracht. Von dieser Infusion wirde 1 Volumen mit 5 Vo-
lumen Chlorwasserstoffsdure von 0,2°/0 HCI verdinnt, sodaf
beide Ldsungen denselben S&uregrad, aber die Enzymmengen
bezw. 1 und */6 hatten. In den Gerinnungsversuchen kam,
wie in allen in diesem Aufsatze mitgeteilten Versuchen, 1 ccm
Enzymlosung auf je 10 ccm Milch. Die Gerinnungszeiten bei
den verschiedenen Temperaturen waren folgende:

16.5° c. 24® C. 38° C.
1 24 Min. 105 Sek. unbestimmbar < 15 Sek.
lg bBb > 430 » 80 »

Bei 38° C. wirkte die Losung 1 so rasch, dafl ich die
Zeit nicht feststellen konnte, allem Anscheine nach war aber
die Relation hier ziemlich nahe 6:1. Bei 24° war sie dagegen
gleich 4,1 :1 und bei 16,5° gleich 2,3:1. Geht man von den
Gerinnungszeiten aus und berechnet den Enzymgehalt nach
dem Zeitgesetze, so findet man also sowohl bei 24° wie be-
sonders bei 16,5° einen fehlerhaften und zwar einen zu hohen
Enzymgehalt in der verdinnten Lodsung.

Ein anderes Beispiel ist folgendes. Hier wurde eine In-
fusion mit 0,2°/o HCl und 0,070°/0 festen Stoffcn mit Salz-
saure von 0,2°/o verdinnt, sodal} die Enzymmengen resp. 1,
i und 11« waren. Die Gerinnungszeiten waren folgende

20° C. Produkt p. t. 30°.C Produkt p. t.
20 Min. 20 unbestimmbar ' —
33 » 8.3 30 Sek. 30
51 » 3,2 120 » 30
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Bei 39° C. folgten also die beiden Enzymlésungen 1. und
1;16 dem Zeitgesetze, wahrend dies bei 20° G. garnicht der
Fall war. Das Produkt Enzymmenge X Gerinnungszeit war bei
39° C. eine Konstante, wahrend es bei 20° vollstdndig inkon-
stant war. Berechnet man die relativen Enzymmengen aus den
bei 20° C. beobachteten Gerinnungszeiten, so kommt man zu
dem kolossal fehlerhaften Resultate, da in der unverdinnten
und der am starksten verdinnten Infusion die Enzymmengen
wie 2,55:1 statt wie 16:1 sich verhielten.

Dall die Gerinnungszeiten bei hoherer Temperatur, 37
bis 40° C., abnorm verlangert werden koénnen, ist leicht ver-
standlich infolge der Empfindlichkeit des Chymosins gegen
hohere lemperaturen. Die Annahme von van Dam, daR die
Hydroxvlionen der Milch hierbei als schadigendes Agens wirken,
ist auch eine sehr zusagende. Dal} aber die Gerinnungszeiten
bei niedrigerer Temperatur zwar absolut verlangert sind, aber
relativ so stark abgekurzt werden konnen, dall z. B. eine auf
L iR verdinnte LoOsung bei 20° G. die Gerinnung in derselben
Zeit hervorbringt, die man bei Verdinnung auf nur
zu erwarten hatte, ist dagegen so auffallend und schwer-
verstandlich, dal3 ich erst an der Richtigkeit meiner Beobach-
tungen zweifelte. Aus diesem Grunde und da es klar ist, daf3
die obigen Beobachtungen, wenn sie bei fortgesetzter Prifung
weitere Bestatigung finden wurden, fur die Anordnung gewisser
Arten von Gerinnungsversuchen, namentlich fur die Feststellung
des Grades von aufgehobener Parallelitat zwischen Chymosin-
und Pepsinwirkung, von grof3er Bedeutung sein muf3ten, ent-
schlof3 ich mich dazu, diese Frage zum Gegenstand einer be-
sonderen Untersuchung zu machen.

Die oben als Beispiele mitgeteilten Versuchsresultate
beziehen sich nur auf saure Infusionen, und es wrar deshalb
notwendig, auch mit neutralen Infusionen zu arbeiten. Es ist
ferner zu beachten, dal}, wenn man eine saure Infusion mit
Salzsdure von entsprechender Starke oder eine neutrale mit
Wasser verdunnt, der Gehalt an festen StofTen mit steigender
Verdinnung immer mehr abnimmt, und daR dies vielleicht
nicht ohne Einwirkung auf das Resultat ist. Es war also
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wiinschenswert, die Einwirkung von Verdinnung mit der durch
Erhitzen unwirksam gemachten neutralen oder sauren Infusion
statt Verdinnung mit Wasser oder S&ure zu prifen. Man
konnte ferner denken, dall die Entfernung gewisser Bestand-
teile einer Infusion durch Dialyse derselben nicht ohne EinfluR
ware, um, so mehr als, wie ich gefunden habe, die Relation
zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung bei der Dialyse gegen
destilliertes WTasser eine andere als bei Dialysé gegen WTasser-
leitungswasser wird.

Es war also notwendig, die Versuchsanordnung in ver-
schiedener Wreise zu variieren; der Ubersichtlichkeit halber
verteile ich aber die Versuche auf zwei Hauptgruppen, die mit
neutralen und die mit sauren Infusionen. Immer ging ich von
sauren Kalbsmageninfusionen aus, die in der von mir bei friiheren
Gelegenheiten angegebenen Wreise bereitet waren. Ich will
nur hinzufugen, daB ich, infolge der schadigenden Einwirkung
der Verdauung auf die Chymosinwirkung, die Infusionen immer
in einem kalten Zimmer unter Vermeidung jeder Erwarmung
auf Bruttemperatur bereitet habe.

I. Versuche mit neutralen Infusionen.

Man kann die Neutralisation in zweifacher Weise au”-
fuhren, namlich durch Neutralisation mit verdinntem Alkali

und durch Dialyse gegen destilliertes WTasser (bei Gegenwart
von Toluol), bis die Infusion neutral geworden ist. Neutrali-
sation mit CaCO03 ist ausgeschlossen, weil das hierbei gebildete
CaCl2 bei den folgenden Verdinnungen das Resultat der Ver-
suche zu sehr stort. Gegen die Neutralisation mit NaOH hat
man von einigen Seiten eingewendet, dal das Alkali schadigend
auf das Enzym einwirken sollte. Dies gilt aber wenigstens
nicht fur das Kalbsenzym, denn solche neutralisierte Infusionen
(mit Toluol versetzt) kdnnen nach der Erfahrung von mir und
auch von Hedin ihre milchkoagulierende Wirkung monatelang
bewahren. Ubrigens war es, gerade mit Ricksicht auf die
von einigen Seiten behauptete schadliche Wirkung von der
Neutralisation mit Alkali, von Interesse,- die Wirkung sowohl
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der durch Dialyse wie der durch Alkalizusatz neutralisierten
Infusionen zu studieren.

Kine durch Alkali neutralisierte, klar filtrierte, aber nicht
dialysierte Infusion, welche also sowohl NaCl wie Eiweil3 ent-
halt, tribt sich beim Sieden oder bei anhaltendem Erhitzen
auf zwischen 80 und 90° und setzt dann allméhlich einen
Niederschlag ab, welcher die Versuche kompliziert und am
besten abfiltriert wird. Die erhitzte Infusion hat folglich eine
andere Konzentration als die urspringliche und eignet sich
also nicht als Verdinnungsmittel derselben. Aus dem Grunde
habe ich auch in den Versuchen mit durch Alkalizusatz neu-
tralisierten Infusionen als Verdinnungsmittel nur destilliertes
Wasser benutzt. Die neutralisierten, verdiinnten wie unver-
dinnten LoOsungen wurden stets mit Toluol versetzt; durch
Kontrolleversuche ohne Toluolzusatz habe ich mich aber davon
Uberzeugt, daR das Toluol keine besondere Wirkung ausibte.

Bei rascher Gerinnung gesteht die Milch bekanntlich fast
wie mit einem Schlage zu einer festen Masse, und der Zeit-
punkt der Gerinnung ist in diesem Falle, wenn die Gerinnung
nicht zu rasch verlauft, leicht zu bestimmen. Bei Gegenwart
von nur kleinen Enzymmengen und bei niedriger Temperatur
gerinnt die Milch langsamer, und bevor sie fest wird, kann
man ein Stadium beobachten, wo sie eine mehr dickflissige,
feinkornige Masse darstellt, die bei leisen Bewegungen des
Hohres als eine feinkérnige Masse langs der Wand des Rohres
herabflielt. Dann wird sie breiig, grobkérnig und nach noch
einiger Zeit wird sie fest oder zeigt jedenfalls (bei sehr lang-
samer Gerinnung) grol’e, kompakte Klumpen. In solchen Fallen
ist es, wenigstens fir mich, nicht mdglich, den Zeitpunkt der
(»erinnung genau festzustellen, und als Gerinnungsmoment habe
kh deshalb den Zeitpunkt gewahlt, wo die Milch eine griesige
Masse darstellt, welche nach leisen Bewegungen des Rohres
als grobkdrnige oder flockige Klimpchen der Wand des Rohres
anhaftet. Die von mir in den folgenden Tabellen angegebenen
langen Gerinnungszeiten sind also nicht exakt; auf der anderen
Seite ist aber in diesen Féallen eine Fehlbestimmung von 5 bis
10 Minuten oder sogar mehr meistens ganz ohne Belang.
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Ubrigens habe ich selbstverstandlich bei langsamer Gerinnung

mich immer davon Uberzeugt, daR eine Gerinnung durch S&ure-
bildung ausgeschlossen war.

In der folgenden Tabelle | habe ich drei Versuche mit
durch Alkalizusatz neutralisierten Infusionen zusammengestelit.
Der Enzymgehalt der unverdiinnten Ldsung ist als 1 bezeichnet
und die verschiedenen Verdinnungsgrade sind ohne weiteres
verstandlich. Wie oben bemerkt, kam immer 1 ccm Infusion
auf je 10 ccm Milch. Beob. bedeutet die beobachtete Ge-
rinnungszeit und Ber. die aus der Gerinnungsgeschwindigkeit
der Probe 1 und den bekannten Verdinnungsgraden zu be-
rechnende Gerinnungszeit. Prod. p.t. ist das Produkt von Enzvm-
mengen p. und Gerinnungszeit t. Die neutralisierte;und filtrierte
Infusion von dem Enzymgehalte 1 enthielt im Versuche 1: NaCl
0,099°/o und Uubrige Stoffe 0,110°/«. Im.Versuche 2 waren die
entsprechenden Zahlen 0,056 und 0,13S°/o, und im Versuche 3
bezw. 0,160 und 0,315°0.

Tabelle 1.

Versuch Temp. 20( C. Temp. 205\ c. : Temp. 89,5<C.

Beob. Ber. Prod. Beob. Ber. Prod, Beob. Ber. Prod.
Min.  Min. p.t. Min.  Min. " P.t"  Min.  Min. p. t:
"H

O 1 55 — 55 8 — 15 15
Dy *a 92 220 23 21 32 53 5,5 0 14
*feo 120 880 7.5 41 128 20 22, 24 1,4

W ‘64 350 3520 55 113 512 LH 8i 90 1.3

Versuch Temp. 20° C. Temp. 20.50 C. Temp. 39,50 c.
> Beob. Ber. Prod. Beob. Ber. Prod. Beob. Ber. Prod.
Min.  Min.  p t  Min. Min. pt  Min. Min p.t.

1 5t — 54 0 — .10 3,5 35

v 70 108 35 15 20 .75 ¥ 7 35

*/4 88 210 22 28 40+ 7.0 14 ' 14 ij»)

>
(=<}

o=y oo Ul

129 432 10.1 50 80 0.3 28.. :28 3,5
*«e 183 804 114 87 ICO | 54 50 50 3.5
*.32 275 1728 8.0 141 320 44 114 1, 112 3,0
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Versuch ~ 1emp. 20° r. Temp. 2650 C. Temp. 38,5° C.

3 Begb. Ber. Prod. Beob. Ber. Prod. Beob. Ber. Prod.
Min. Min. p.t  Min. Min. pt Min Min p. t.
S| 35 35 5 5 05 — 0,5
N Ve 58 140 145 9 20 23 2 2 05
5 *m 82 5W 51 20 80 1,3 75 8 047
O% Vm 136 2240 21 52 320 081 29 32 045
‘"6 2!H) 8960 U 131 1280 0,553 108 128  0.42

Aus der Tabelle ersieht man, dal3 bei 38,5 bezw. 39,5° C.
die Gerinnung in den Versuchen 1 und 3 ziemlich genau
und in dem Versuche 2 genau dem Zeitgesetze folgt. Ganz
anders liegen aber die Verhaltnisse bei niedrigeren Tempera-
turen. Hier sind die Abweichungen von dem Zeitgesetze sehr be-
deutend, und zwar bedeutender bei 20° als bei 26,5°. Dies
ersient man sowohl bei einem Vergleiche der berechneten mit
den beobachteten Gerinnungszeiten wie bei einer Betrachtung
des Produktes p. t. Bei Bruttemperatur ist dieses Produkt eine
Konstante oder annahernd eine solche, wahrend es bei den
niedrigeren Temperaturen eine stetig abnehmende Zahl ist. Bei
einem bestimmten Enzymgehalte der Ldsung nimmt die abso-
lute Gerinnungszeit mit abnehmender Temperatur zu, die rela-
tive Gerinnungszeit dagegen ab. So sind z. B. in dem Versuche 2
bei dem Lnzymgehalte Vic die absoluten Gerinnungszeiten bei
den Temperaturen 39,5°, 26,5° und 20° C. resp. 56, 87 und
183 Minuten. Dagegen ist die Gerinnungszeit bei 39,50 gerade
16, bei 26,50 nur 8,7 und bei 20° C. nur gegen 3Vsmal so
lang wie bei dem Enzymgehalte 1. Wollte man aus den ge-
fundenen Gerinnungszeiten den Enzymgehalt bei der starksten
Verdinnung, verglichen mit dem Enzymgehalte 1, berechnen,
so wirde man im Versuche 1 bei 26,5° die Zahl Vu und bei
20" die Zahl Ls.i statt *64 linden. Im Versuche 2 findet man
bei 26,5° die Zahl Vu und bei 20° die Zahl Vs statt v32 und
im Versuch 3 resp. v27 und rund vs statt v2sG.

Bei Bruttemperatur erhalt man viel bessere Zahlen, ndmlich
im Versuch 2 fast die richtige Zahl v'32, im Versuch 1 die Zahl
Vot statt 1e1 und in Versuch 3 die Zahl 1216 statt v2se. Die
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Gerinnungszeiten bei Bruttemperatur gaben also eine richtige
oder jedenfalls eine viel richtigere Vorstellung von den wahren
Enzymmengen als die bei niedrigeren Temperaturen beobachteten
Gerinnungszeiten, welche eine ganz fehlerhafte Vorstellung von
den Enzymmengen in den verdiinntesten Ldsungen gaben. Be-
merkenswert ist es, dal} eine schadigende Wirkung der hohen
Temperatur, 38,5—39,5°, auf die kleinen Enzymmengen in den
verdunntesten Ldsungen in diesen Versuchen nicht zum Vor-
schein kam. Im Gegenteil trat in den Versuchen 1 und 3 bei
Bruttemperatur die Gerinnung in den. enzymarmsten Proben
sogar etwas friher auf, als man zu erwarten hatte. Ahnliches
habe ich, wie die folgenden Tabellen zeigen werden, auch in
anderen Versuchen beobachtet, wahrend in andern Fallen die
hemmende Wirkung der Bruttemperatur stark zum Vor-
schein kam.

Eine saure Kalbsmageninfusion, von dem S&auregrade
0,2 0,25°/0 HCI, kann durch Dialyse in Pergamentpapier-
schlauchen gegen hinreichend viel destilliertes Wasser und bei
2maligem Wechseln wéhrend des Tages im Laufe von 2—3mal
24 Stunden neutral werden, wenn man nicht zu viel Infusion
in den Schlduchen hat. Wahrend der Dialyse scheidet sich
regelmaRig eine Fallung aus, die ich abfiltrierte. Diese Fal-
lung ist reich an Enzym, so dal} die dialysierte und filtrierte,
neutrale Infusion regelméalig schwacher wirkt als die einfach
neutralisierte Infusion. Diese Abschwéchung betrifft nicht in
gleich hohem Grade die Enzymwirkungen, und man kann in
dieser Weise, wie Rakoczvl) gezeigt hat. die Parallelitat der
Pepsin- und Chymosinwirkung aufheben. Eine durch Dialyse
neutral gemachte Infusion ist regelmaRig arm an festen Stoffen,
0,03—0,08°/0, und sie kann, ohne sich zu triben oder in
anderer Weise sichtbar sich zu verandern, zum Sieden erhitzt
werden. Dementsprechend kann eine solche, durch Erhitzen
unwirksam gemachte Infusion als Verdinnungsmittel statt
Wasser dienen. Ich erhitzte gewohnlich die Infusion 20 Mi-

nuten bei 83—87° C. in einem geschlossenen Gefélle, um die
Verdunstung von Wasser zu verhindern, und kontrollierte die

) Diese Zeitschrift. Bd. 08, S. 121.
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Unwirksamkeit der erhitzten Infusion mit Milch. Um Wieder-
holungen zu vermeiden, erwéhne ich schon hier, dal ich die
sauren Infusionen (vgl. unten) in derselben Weise unwirk-
sam machte.

In den in der Tabelle 2 zusammengestellten Versuchen
wurde also die unverdinnte neutrale Infusion auf der einen
Seite mit Wasser und auf der anderen mit der unwirksamen
Infusion gleich stark verdinnt. Die Gerinnungszeiten der mit
Wasser verdinnten Proben findet man unter W Beob. und
diejenigen der mit unwirksamer Infusion verdinnten unter JBeob.
angegeben. Im Ubrigen dirfte die Tabelle ohne weiteres ver-
stdndlich sein. Der Gehalt an festen Stoffen in der unverdiinnten
Infusion (Enzymgehalt 1) war im Versuche 1 = 0,045 °/o,
in Nr. 2 — 0,028°/0, in Nr. 3 = 0,047°/0 und in Nr. 4 =
0,060°/0.

Tabelle 2.
Temp. 20° C. Temp. 26,50 C. Temp. 38° C.
wW 1 W . J W

Beob. Rer. Beob. Prod. Beob. Ber. Beob. Prod. Beob. Ber. Beob. Prod.

Min. Min. Min.  p.t  Min. Min. Min. p.t  Min. Min. Min.

q) — 49 49 7T 1 1 - 1
74 196 74 185 10 28 10 25 3 4 3
10t 784 100 64 22 112 20 14 105 16 95

p. t

1.0
0,75
0,6
6—0.5

172 3136 162 2,7-2,5 62 448 54 0.97-094 38 64 32 O,
Temp. 20° C. Temp. 26,50 C. Temp. 39° C.

W J Prod w J W J

licob. Her. Beob, ' 'oC: Beob. Ber. Beob. Prod. Beob. Ber. Beob. ‘Prod.

Min. Min. Min.  p.t  Min. Min. Min.  p.t.  Min. Min. Min.

113 — 113 113 2 — 12 12 35 — 35
136 226 139 68 21 24 2 10.5 7 7T
168 452 170 41 33 48 34 8.4 15 14 15
220 904 218 27.5 5 9 60 74 31 28 34
304 1808 305 190 104 192 107 6.6 71 56 72

p. t.

3.5
3.5
3.75
4.25
4,5
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Vor- Temp. 20° C. Temp. 26 Temp. 401 C
such W 3 W J LW 1
s Beob. Ber. Beob. " Beob. Ber. Beob. ""99  Beob. Ber. Beob. FTod-

Min. Min. Min. p. t Min. Min. Min. | p-, Min. Min. Min. p. t.

= 1 19 — 19 19 4 — * 4 15 —*' 15 15
T's 20 76 20 725 10116 4, 25 5 6 5 1.25
>a 00 69 304 66 4,15 31 64 31 1,9 19 24 19 119
£ 164 1SO 1216 180 2.8 96 256 96 1.5 85 ;'96 85 1.3
Ver- Temp. 20° C. Temp. 26,50 C. Temp. 38» C
such w J w J w J
4 Beob. Ber. Beob. Prod. Beob. Ber. Beob. Prod. Beob. Her. Beob. Prod.
Min. Min. Min. p. t Min. Min Min. p. t. Min. Min. Min. p. t
! 35 35 35 5 — 0 5 Nicht bestimmt
52 140 52 13 8 20 8 .2 125 — | 125 125
= 113 72 560 72 4.5 13 80 13 0.81 45 5 45 1.13
S.., 108 2210 108 1.7 35 320 34 0.55 17. 20' | 17 1.06

— ™30 210 8960 236 0.9 108 1280 103 0.4 81 80 69 1,3-1,08

Das Hauptresultat, welches bei dieser Versuchsanordnung
dasselbe, wie Dbei Neutralisation mit Alkali war, ist ohne wei-
teres aus der Tabelle ersichtlich. Aulerdem enthalt aber die
Tabelle einige andere Beobachtungsresultate, die ich etwas be-
sprechen muR.

In allen, in diesem Aufsatze besprochenen Versuchen
wurde zu 10 ccm der vorerwarmten Milch 1 ccn) der Enzym-
I6sung (von Zimmertemperatur) zugesetzt und dann moglichst
genau gemischt. Es ist klar, daR bei solcher Versuchsanord-
nung die bei sehr rascher Gerinnung beobachteten Gerinnungs-
zeiten nicht ganz exakt sein konnen, trotzdem sie mit einer
Rennuhr bestimmt wurden. Zwei oder mehrere Doppelbestim-
mungen geben nicht immer ganz dasselbe Resultat, und man
muRR die Mittelzahl nehmen. Aber selbst in den Fallen, wo
zwei Bestimmungen dieselbe Zahl liefern, ist ein Fehler von
mehreren Sekunden nicht ausgeschlossen, und hierdurch werden
die berechneten Gerinnungszeiten leicht fehlerhaft. Dies gilt
nattrlich nicht nur fur die Versuche in den Tabellen I und 2,
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sondern fur meine Versuche Uberhaupt. Es ware deshalb besser,
als Ausgangspunkt der berechneten Gerinnungszeiten nicht die
ktrzeste Gerinnungszeit, sondern die nachstfolgende zu nehmen.
Verfahrt man in dieser Weise, so erhalt man z. B. im Ver-
suche 3, Tabelle 2, fir die Enzymmengen ,/ie und Va die
berechneten Gerinnungszeiten 20 und 80 statt 24 und 96 Minu-
ten, und dies andert das Endresultat dahin, dal} die fur »/«4
gefundene Zeit (85 Minuten) ein wenig langer als die berech-
nete Zeit (80 Minuten) wird, wahrend in der Tabelle umgekehrt
die beobachtete Gerinnungszeit kurzer als die berechnete (96
Minuten) ist. Ich betrachte also diese kirzesten Gerinnungs-
zeiten als etwas unzuverlassig, mufdte sie aber so, wie ich sie
gefunden habe, in die Tabellen aufnehmen. Fur die Hauptfrage
i>t es gleichgultig, welchen Ausgangspunkt der Berechnung
man wahlt, denn das Hauptresultat wird dasselbe. Die Ge-
linnung gehorcht dem Zeitgesetze viel besser bei Bruttempe-
ratur als bei niedrigeren Temperaturen, und die bei jener Tem-
peratur beobachteten Gerinnungszeiten gestatten eine viel rich-
tigere Berechnung der vorhandenen Enzymmengen als die bei
niedriger Temperatur beobachteten.

Der Versuch 1 ist wieder ein Beispiel solcher Falle, in
welchen die Gerinnung bei Bruttemperatur sogar bei recht
starker Verdiinnung der Enzymlgsung (E Ve*) rascher, als man
zu erwarten hatte, verlauft. Dieses Resultat wird nicht ver-
andert, wenn man statt der Gerinnungszeit 1 Minute die Zeit
3 Minuten (bei E 1uy als Ausgangspunkt der Gerinnung wahlit
und also fur E Va die Zeit 48 statt 64 Minuten berechnet.
Da es von Interesse war, zu sehen, ob dieses Verhaltnis bei
hoherer Temperatur sich andern wirde, prufte ich auch|diese
Infusion mit Milch bei 45° C. Das Resultat wrar folgendes:

Temp. 45° C. W bebb. Ber. J beob.
E xa 2,5 Min. — 2,5 Min.
y Ve 11 » 10 Min. 1§ »
» Lud 00 > 40 » G4 >

Hier fand also ein entgegengesetztes Verhalten statt, in-
dem die Gerinnung bei E VVa stark gehemmt wurde. Der Ver-
such wurde am folgenden Tage mit anderer Milch wiederholt,
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aber mit demselben Resultate, mit der Abweichung jedoch,
dall die absoluten Zeiten etwas klrzer waren. In diesem Zu-
sammenhange erlaube ich mir hinzuzufiigen, dal3 ich in vielen
Féllen dieselbe Infusion (und dies gilt sowohl fir die neutralen
wie die sauren Infusionen) mit verschiedener Milch gepriift
habe. Die absoluten Gerinnungszeiten wurden hierbei allerdings
etwas verandert, eine Anderung des Hauptresultates habe ich
aber nie beobachtet. Dal} die zu demselben Versuche gehoéren-
den, bei den verschiedenen Temperaturen ausgefiihrten Ver-
suchsreihen gleichzeitig und mit derselben Milch angestellt
wurden, ist wohl so selbstverstandlich, dall es kaum einer Er-
wahnung bedurftig ist. '

Bezliglich einer ungleichen Wirkung von Verdlinnung mit
\\ asser lind mit unwirksamer Infusion, zeigen die Versuche kein
konstantes Verhalten. In den Versuchen 2 und 3 ist Uberhaupt
kein sicherer Unterschied merkbar. Im Versuche 4 findet man
bei dem niedrigsten Enzymgehalte E einen unwesentlichen
Unterschied, der indessen bei 38° G. stark hervortritt. Die'mit
Wasser verdunnte Infusion bewirkt namlich eine verzogerte
Gerinnung, namentlich im Vergleiche mit der Gerinnung bei
E 1.64, wéhrend die mit Infusion verdinnte bei einem &hnlichen
Vergleiche dem Gesetze folgt und Ubrigens in etwas zu kurzer
Zeit gerinnt. Eine Ungleichheit in derselben Richtung zeigt
auch Versuch 1, und diese Ungleichheit kam besonders bei
45° C. stark zum Vorschein. Sonst scheint es, als ware es
fur neutrale Infusionen, wenn die Verdunnung nicht zu weit
geht, ziemlich gleichgiltig, ob sie mit Wasser oder mit unwirk-
samer Infusion verdinnt werden.

Il. Versuche mit sauren Infusionen.

Bei der Darstellung dieser Infusionen kamen 4 ver-
schiedene Methoden zur Anwendung. In einigen Fillen habe
ich eine behufs anderer Zwecke neutralisierte, filtrierte und
mit Wasser etwas verdinnte Infusion .mit. Salzsdure auf den
gewunschten Sauregrad gebracht. Da eine solche, chlornatrium-
haltige Infusion beim Erhitzen sich tribt, eignet sie sich nicht
als Verdunnungsflissigkeit, und aus dem Grunde habe ich nur
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ein paar solche Versuche ausgefuhrt. Da sie zu ganz dem-
selben Hauptergebnisse wie alle anderen fihrten, finde ich es
uberflissig, dieselben hier besonders anzufiihren.

Die zweite Methode bestand einfach darin, dafl ich die
Infusion erst mit Saure von demselben Sauregrade so stark
verdinnte, daR sie beim Sieden oder langdauernden Erhitzen
weder koagulierte noch sich triibte. Infolge der auRerordentlich
kraftigen Wirkung der sauren Infusionen konnte eine solche
Verdunnung meistens ohne zu starke Herabsetzung der Enzym-
wirkurtg geschehen. Die dritte Methode bestand darin, dal ich
die saure Infusion gegen eine Sdure von etwa derselben Starke
mehrere Tage dialysieren lieR. Diese Infusionen lieRen sich
auch ohne Tribung erhitzen und konnten also als Verdiin-
nungsflussigkeit dienen. Der Sauregrad sowohl der wirksamen
wie der durch Erhitzen unwirksam gemachten Infusion wurde,
mit empfindlichem Lackmuspapier als Indikator, durch Titration
mit n'io-Lauge bestimmt, und eine Salzsiure von genau dem-
selben Sauregrade bereitet. Die urspringliche Infusion wurde
also teils mit Sdure, in den Tabellen mit 8, und teils mit
unwirksamer Infusion, in den Tabellen mit J bezeichnet, in
den gewutinschten Verhaltnissen verdinnt. Die 4. Methode werde
ich weiter unten besprechen. Unter den von mir mit nach der
Methode 2 bereiteten Infusionen angestellten 5 Versuchen sind
als Heispiele 3 in der Tabelle 3 zusammengestellt worden.
Da die Tabelle ohne weiteres verstandlich sein durfte, will
ich nur bezlglich der Beschaffenheit der Infusionen folgendes
bemerken. Die unverdinnte Infusion hatte im Versuche 1 den
Sauregrad 0,192°/o0 HCI und 0,303°/o feste, organische Stoffe.
Die entsprechenden Zahlen fir die Infusion des Versuches 2
waren 0,186°/0 HCl und 0,182°/0 org. Stoffe und fir die In-
fusion im Versuche 3 ebenfalls 0,186°/0 HCI und 0,172°/0
org. Stoffe (siehe nebenstehende Tabelle).

Das Hauptresultat war also bei Versuchen mit diesen
sauren Infusionen dasselbe wie in den Versuchen mit neu-
tralen Infusionen, und ich brauche also nicht auf dasselbe
weiter einzugehen. In dem Versuche 2 bei 20° C. und E u1024,
wo die Gerinnungszeit 8 Stunden war, hatte die amphotere
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Tabelle 3.
Ver- Temp. 18-19° C. Temp. 27° d. Temp. 38° C.
Su1Ch Bé?)b. Bor. Bé?)b. Prod. B(ib. Ber. Bé%)b. Prod. BeSob'.‘ Ber. Beob.]c Prod.
Min.  Min, Min.  p. t. Min. Min. Min.  p. t. Min. i Min. Min. p.t.
1 14 14 14 Nicht bestimmt. w
1 4 32 56 32 8 /R 1 Nicht bestimmt.
atw 13 224 74 1,4 3 4 3 075 1 1- 1 |
_o\e 101 896 100 1,52 65 16 804-05 3 4 45075—1.125
£ 750 140 3584 144 055 21 64 29 032045 ! 116 5 gg9_138
7'0%i 280 14336 298;0,27-0.29 82 256 112 0,32-0,45 54 64 102 0.84—16
Ver- Temp. 20° C. Temp. 26,5a C. Temp. 38° C.
SUOCh Bes_ob. Ber. Bég)b. Prod. B;b. Ber. Be%b. Prod.- BeSob.J Ber. Bé]ob. 'Pmd'
Min.  Min. Min. p. t. Min.  Min. Min. p. t. Min. Min. Min. p. t.
| 35 35 35 Nicht bestimmit.
s = 5> 4 5 1% 15 — 15 15 Nicht bestimmt.
u 7 11 56 11 0,69 35 6 35 .08 15 — 15 1.5
Tva 30 224029 047 11524 U 0.68 5506 55 14
a e 106 896 68 041—0,26 43 96 -28 067—044 22 24 17  1.4- 11
*hoss 480 3584 120 0,47-0,12 188 384 61 0,73-0,24 120 96 52 19-08
Ver- Temp. 20° C. Tem]). 27,5ux. Temp.. 38,5° C.
SUSCh Bes_ob. ser. o, PrO0 oo, per, pp, P10 soob. ger. gap, PO
Min.  Min. Min. p. t. Min. Min Min. P.t. Min. Min. Min. p. .
| 2,0 25 25 Nicht bestimmt. —
o v 7 10 75 18 — = 1 Nicht bestimmt.
te v 15 40 15 0,91 3 4 3 0,75 15 — 15 15
Tt 27T 160 27 042 9 16 9 05 5 ,6 5 125
w 750 72 640 73 0,28 21 64 28 044 19 24 19 1.19
71004220 2560 220 021 109 256 107 042 67 96 68 1,06

Reaktion etwas abgenommen und eine beginnende Saure-
bildung war wohl also eingetreten, In den anderen Versuchen
mit langen Gerinnungszeiten hatte dagegen keine sicher merk-
bare Anderung der Reaktion stattgefunden, und das geronnene
Milchgemenge farbte rotes Lackmuspapier anscheinend ebenso
stark blauviolett wie die frische Milch. Gegenwart oder Ab-
wesenheit von Tolnol &anderte nicht das Hauptresultat, was

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCH. 10
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tbrigens auch von den folgenden Versuchsreihen mit sauren
Infusionen gilt.

Bezuglich der ungleichen Wirkung von Verdiinnung mit
Sédure oder mit saurer, unwirksamer Infusion zeigen auch diese
Versuche, daR es bei Gegenwart von groReren oder mittleren
Enzymmengen ohne wesentlichen Belang ist, ob man mit Sdure
oder mit der unwirksamen, sauren Infusion verdiinnt. Bei Gegen-
wart von Kkleinen Enzymmengen, in den obigen Versuchen V286
bis V1024, kénnen dagegen die Verhaltnisse wechseln. Im Ver-
suche 3 ist kein Unterschied vorhanden, wahrend sowohl bei
hoherer wie bei niedrigerer Temperatur die mit Saure ver-
diinnten Proben im Versuche 1 rascher und im Versuche 2 um-
gekehrt langsamer als die mit Infusion verdinnten wirkten. Ich
habe noch 2 andere Versuche nach demselben Plane ausgefiihrt
und der eine verhielt sich wie Versuch 1, der andere wie Ver-
such 2. Von den 5 Versuchen zeigte also einer keinen Unter-
schied, von den Uubrigen zeigten 2 eine kraftigere Wirkung der
mit Sdure und 2 eine kraftigere der mit Infusion verdinnten
Proben. Fir die starkere Wirkung der mit Saure verdiinnten
2 Proben in 2 Versuchen konnte die Erklarung mdglicherweise
darin liegen, daR diese Infusionen die an Eiweil reichsten waren.
Sie enthielten namlich 0,303, bezw. 0,357 °/o feste, organische
Stoffe. Die Verdinnungssaure zeigte allerdings genau denselben
Sauregrad (bei Titration mit Lackmuspapier als Indikator) als
die unwirksame Infusion; in der letzteren war aber ein Teil
der Saure nicht als freie Sdure, sondern als sauer reagierende
Saureeiweildverbindung vorhanden, und die mit dieser Infusion
stark verdunnten Proben enthielten also weniger freie Saure
als die mit S&ure verdinnten. Hierdurch konnte die etwas
kraftigere Wirkung der letzteren erklart werden. Da aber ein
ahnlicher Unterschied in dem Gehalte an freier Saure, wenn
auch in geringerem Grade, auch bei Anwendung von eiweil3-
armeren Infusionen zur Geltung kommt, wirde man eigentlich
uberall eine etwas kréftigere Wirkung der mit Saure verdinnten
Proben zu erwarten haben, und die kraftigere Wirkung der mit
Infusion verdiinnten Proben in 2 Versuchen ist deshalb vor-
laufig nicht zu erklaren. Da ich auch bei anderer Versuchs-
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anordnung ein &hnliches Resultat erhalten habe, komme ich
spater zu dieser Frage zuruck.

In der folgenden Tabelle 4 habe ich 3 mit nach der
Methode 3, also durch Dialyse gegen angesauertes Wasser, dar-
gestellten Infusionen ausgefiihrte Versuche zusammengestellit.
Der Sauregrad der Infusionen war in den 3 Versuchen bezw.
0,135; 0,197 und 0,192°/0 HCI und der Gehalt an festen Stoffen
bezw. 0,084, 0,114 und 0,090°/0.

Tabelle 4.
Temp. 20° C. Temp. 270 C. Temp. 38° C.

Beob. Ber. iBeob. Prod. Beob.

Nicht bestimmt

S 2 . " Nicht bestimmt
Temp. 20° C.
Prod.
Nicht bestimmt
Nicht bestimmt
Temp. 20° C.

Nicht bestimmt
Nicht bestimmt

>6St. 384 170 ? —0,66 >6St. 06



138 01of Hammarsten,

Die durch Dialyse gegen angesduertes Wasser gereinigten
Infusionen gaben also, wie die Tabelle zeigt, dasselbe Haupt-
resultat wie alle die vorher gepriften. Besonders deutlich tritt
in dieser Tabelle in allen 3 Versuchen die hemmende Wirkung
der Bruttemperatur bei sehr niedrigem Enzymgehalt (EGios*)
zutage. In solchen Féllen war auch die Milch nicht durch und
durch geronnen, sondern sie enthielt schlieBlich nur grol3e
Kéaseklumpen in einer milchahnlichen Flissigkeit, nachdem
vorher erst kleinere und dann groRere Koérnchen oder Klimp-
chen sich gebildet hatten. Von einem bestimmten Gerinnungs-
momente konnte hier garnicht die Bede sein: und da es
auch hier schwieriger als in den meisten anderen Fallen war,
von einem bestimmten Aussehen der Proben auszugehen,
nahm ich in dieser und einigen anderen Versuchen derselben
Art als Gerinnungszeit die Mittelzahl zwischen dem ersten,
ganz sicheren Anfange der Gerinnung und dem Auftreten der
groflen Kéaseklumpen an. Sowohl her 26—28° wie bei 20° G.
war der Gerinnungsvorgang mehr typisch und die Gerinnungs-
zeit lieB sich viel leichter feststellen.

Zu den Versuchen der Tabelle 2 dienten, wie man oben
(S. 156) findet, die durch Dialyse gegen destilliertes Wasser
neutral gemachten Infusionen, welche teils mit Wasser und
teils mit derselben, durch Erhitzen unwirksam gemachten In-
fusion verdinnt worden waren. Es schien mir nun von Inter-
esse zu sein, das Verhalten dieser, vorher bei neutraler Re-
aktion untersuchten Infusionen auch bei saurer Reaktion zu
prufen. Aus dem Grunde wurden alle zu einem Versuche (in
der Tabelle 2) benutzten Infusionen mit genau derselben Menge
Salzsdure, 0,2°/0 HCI, wversetzt und mit Milch gepruft. Die
Resultate sind in der Tabelle 5 enthalten. Es handelt sich also
hier um dieselben Loésungen wie in der Tabelle 2, nur an-
gesauert, und dies w*ar die vierte Methode, die ich zur Ge-
winnung von sauren Infusionen verwendete. Trotzdem alle
Proben hier sauer reagierten, bezeichne ich wie in Tabelle 2
die mit Wasser verdinnten mit W, und die mit Infusion ver-
diinnten mit J.



¥ v-

L1 " i«

Ver-

such

ﬁS'l IC
2 1ph

Ver-

such

1
Iy
I'/i«
ﬁl 04

1 i6c

Boot.
Min.

2.5

17
57

Beob.
Min.

14
25
39
72
127

130

3

6-

14
33
193

Studien dber Chymosin- und Pepsinwirkung. |I. 139

Tabelle* 5.
Temp. 20° C. Temp. 26+ C. Temp. 37° C.
J
, w i
Ber. .Beéb . Prod, Beob.  Ber. Br;o.b. Prod. B}Q{). Ber. Bei)b. Prod.
Min. i Min. p. t. Min.  Min. | Min. ' p. 1. Min.  Min. Min. p. t
I 25 . .
— 2.5 Nicht bestimmt * Wicht bestimmt
10 5 15-1,25 25— — 25—20 1 _, 11 1
40 15 1 8 10 7.[20-1.76 4 4' 2 4
160 , 45 '0.9-0.7 28 40 | 23 11,75—14 18 16 . 14 12 087
Temp. 20° C. Temp. 26,5u C. Temp. 39° C.
Nni.! proa w J 1 J
Ber. . Beob. Ber. Beob., P B\e/x). Ber. 1Beob. PI’Od.
Min.  Min. p. t. Min.  Min.  Min. Prod. Min.  Min. Min. p. L.
14 w4 4 | 4 150 L5 g5
28 25 12,5 7 8 7, 35 25 3 25 125
56 ' 39 9.75 13 16 13 3,25 5 6 5 1,25
112 73 9,1 25 32 3,1 11 12 11 1,37
224 129 8 45 64 46 29 24 24 24 15
Temp. 20° C. Temp. 26° C. Temp. 39° C.
1 J Prod. w J
- Ber. |Beob. Beob. | Ber. Beob. Prod. B\e/c\i). Ber. Bib. Prod.
Min. | Min. p. t. Min.  Min.  Min, p. t. Min. Min. Min.  p. t.
10 10 2 2 2 Vicht bestunmt
40 17 4,25 6 8 6 15 2,5 25 25
160 39 2,4 18 32 18 1,1 IQ 10 10 2,5
640 127 2,03-1,98 70 128 66 1,09-1,03 42 40 38 26 24
Temp. 20° C. Temp. 27° C. Temp. 38—39u C.
J w
Prod. J
. Ber. Beob. ro Beob. Ber. Beob. Prod. B\e/ci. Ber. B«;-(J)b. Prod.
. Min. Min. p. t. Min. | Min.  Min. p. t. Min. Min. Mjn.  p. t.
— 3 | 3 [Vicht bestirrimt
12 6 15 1,25 1.25 1,25 " IVicht besti mmt
48 14 087 4 5 4 1.00 2 2 2
192 33 0,52 14 20 13 0.87 7 8 7 175

768 102 0,70—040 63 80 47 0,98-0,73 35 32 27 2.19.1.7

"1+ >6003072; 430! 2 —0,42 290  320(180 1,13—0,70 220 128 148 34 -2.3

Diese, ohne weiteres verstandliche Tabelle ist wohl,

namentlich wenn sie mit den vorigen verglichen wird, keiner
besonderen Besprechung bedurftig. Zu bemerken ist vielleicht,
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daB in Versuch 4 die Gerinnung auch bei 38—39° C. grolie
Abweichungen von dem Zeitgesetze zeigte. Das wesentlichste
Interesse bietet wohl ein Vergleich mit der Tabelle 2 dar,
weil es in beiden Tabellen um ganz dieselben L&sungen sich
handelte. Man findet dann in den Versuchen 2 und 3 keine

wesentlichen Unterschiede zwischen der Wirkung von Ver-
diinnung mit Wasser und mit Infusion, denn ein Unterschied
von 3—4 Minuten (im Versuche 3) ist ohne wesentlichen Be-
lang. Will man aber diesen Unterschied bertcksichtigen, so
findet man, dal3 er von derselben Art wie in den Versuchen 1
und 4 ist. Hier, wie in den entsprechenden Versuchen der
Tabelle 2, wirken nédmlich die mit unwirksamer Infusion ver-
dinnten Losungen kréaftiger als die mit Wasser bezw. Saure
verdinnten. Der Unterschied tritt besonders stark im Ver-
suche 4, Tabelle 5, bei der Verdinnung E = 1hm hervor.

Diese kraftigere Wirkung der mit Infusion verdinnten
Losungen ist um so auffallender, als man das Gegenteil zu
erwarten héatte, wenn es die Hydroxylionen der Milch sind,
welche die Wirkung des Enzyms schwachen oder vernichten.
Alle Proben waren hier mit ganz derselben Menge Sdaure, bis
zu 0,2% HCI, versetzt worden, und die mit Infusion ver-
dinnten muBten also etwas weniger freie Saure als die anderen
enthalten. Bei dem Verdunnungsgrade l/io=s (Vers. 4) enthielt
ndmlich die mit Infusion verdinnte Lo6sung 0,060% Protein-
stoffe, die mit Wasser verdinnte dagegen nur 0,000058%.
Da ich nun nicht allein in diesen Versuchen, sondern auch
in vielen anderen eine schwéachere Wirkung der mit Saure als
der mit Infusion verdinnten Ldsungen beobachtet habe, bin
ich zu der Annahme geneigt, dal der etwas verschiedene
Gehalt an freier Saure hier ohne wesentliche Bedeutung ist,
und daB der Grund darin liegt, dal} die durch Erhitzen un-
wirksam gemachten Infusionen organische Stoffe enthalten,
welche entweder die Wirkung des Enzyms beschleunigen oder
schitzend auf dasselbe einwirken. Das etwas wechselnde Ver-
halten der verschiedenen Infusionen kdnnte dann mdoglicher-
weise daher rihren, dall diese, vielleicht erst wahrend des
Erhitzens gebildeten Stoffe nicht immer vorhanden oder nicht
in hinreichender Menge zugegen sind.
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Ich habe dbrigens diese Frage nicht zum Gegenstand
einer weiteren Untersuchung gemacht, weil sie mich zu weit
von meinem eigentlichen Thema fuhren wirde, und weil eine
solche Untersuchung fir mich nicht notwendig war. Da die
Versuche mit reinen Gaseinlésungen, wenn die Enzymmengen
sehr klein sind, zu langsam verlaufen und nicht ganz deut-
liche Resultate geben, arbeite ich nicht mit so groflen Diffe-
renzen in dem Chymosingehalte wie 1: Vv.u: und Tir kleinere
Verdinnungen ist es praktisch gleichgiltig, ob man mit S&ure
oder Infusion verdinnt. Dies war flur mich genugend zu wissen,
weil es gewisse Versuchsanordnungen gibt, wo es aus be-
sonderen Griinden unbedingt notwendig ist, mit Infusion zu
verdunnen. Die Frage von der ungleichen Wirkung der Ver-
diinnung mit Wasser, resp. Saure, oder mit Infusion bei Gegen-
wart von Kkleinen Enzymmengen ist also einer fortgesetzten
Prifung bedurftig.

Die Hauptfrage, ob die Gerinnung bei niedriger Tempe-
ratur dem Zeitgesetze ebenso gut oder besser folgt als bei
Bruttemperatur, ist nach meinen obigen Untersuchungen ent-
schieden verneinend zu beantworten, und namentlich gilt dies,
wenn man die bei 20° C. erhaltenen Resultate in Betracht zieht.
Auch fur die Temperatur 26—27° G. gilt dies als Regel. Dem-
entsprechend geben auch die bei niedrigerer Temperatur beobach-
teten Gerinnungszeiten kein sichereres MalR der Knzymmenge
als die bei Bruttemperatur beobachteten. Es findet vielmehr
das Gegenteil statt, wenn man von den sehr schwachen Enzym-
I6sungen absieht, welche bekanntlich auch bei Brutwérme sehr-
unzuverlassige Zahlen geben. i

Das nun Gesagte gilt natirlicherweise zunédchst nur fir
die hier angewandte Versuchsanordnung, Verdunnung einer En-
zyml6sung in bekannten Verhaltnissen mit Wasser, unwirksamer
Infusion oder verdunnter S&aure. Es folgt nédmlich nicht ohne
weiteres, daR das Resultat dasselbe wird, wenn man die En-
zymmenge in dem einen Teile einer Infusion in anderer Weise,
z. B. durch Erwadrmen, wesentlich herabsetzt, eine Frage zu
der ich hoffentlich ein anderes Mal zuriickkommen werde.

Wie man ersieht, habe ich nur bei drei verschiedenen
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Temperaturen, namlich 20°, 26—27° und 37—40° G. gearbeitet.

Der Grund hierzu war der, dall es mir unmdglich war, eine
noch grollere Anzahl von Versuchen gleichzeitig zu Giberwachen.
Naturlich wirde eine noch gréRere Anzahl von Versuchen
wiinschenswert gewesen sein, namentlich um eine etwaige Opti-
mumtemperatur herausfinden zu kénnen. Ich glaube aber kaum,
daR es eine solche, fur alle Infusionen und alle Milch gultige
Temperatur gibt. Wenigstens habe ich mehrmals gesehen, daf
die eine Infusion in ihrer Wirkung dem Zeitgesetze bei z. B.
380 C. besser als die andere Infusion, mit derselben Milch ge-
pruft, folgte. Ich habe auch Falle beobachtet, wo eine Infusion
oberhalb 40° C. besser als unterhalb dieser Temperatur dem
Zeitgesetze in ihrer Wirkung folgte, wahrend gewdhnlich das
Entgegengesetzte der Fall war.

Die alte, in neuerer Zeit von van Dam hervorgehobene
Beobachtung, dal} die bei Bruttemperatur und Gegenwart von
nur sehr kleinen Enzymmengen beobachteten Gerinnungszeiten
zu fehlerhaften Schlissen bezuglich des Enzymgehaltes fihren
konnen, ist unzweifelhaft richtig; aber ebenso sicher ist es,
daR die bei niedriger Temperatur beobachteten Zeiten zu groben
und sogar viel gréReren Fehlern in umgekehrter Richtung Ver-
anlassung geben kénnen. Die von van Dam gemachte Erfahrung,
daB eine enzymarme L&sung bei niedrigerer Temperatur sogar
absolut rascher als bei hoherer die Gerinnung hervorrufen kann,
habe ich beim Arbeiten mit frischen, normalen Infusionen in
keinem Falle bestatigt gefunden. Dagegen habe ich bei Ver-
wendung einer alten, der Selbstverdauung unterworfenen In-
fusion einen solchen Fall beobachtet.

Fur die von mir in allen Versuchen ohne Ausnahme ge-
machte Beobachtung, dafl die verdinnten Infusionen bei nie-
drigerer Temperatur, insbesondere bei 20° C., relativ viel kréaf-
tiger als bei Bruttemperatur wirken, kann ich keine befriedigende
Erklarung geben. An den Wegfall eines bei Bruttemperatur
zur Geltung kommenden hemmenden Einflusses ist wohl kaum
zu denken, denn in dem Falle wirde die Gerinnung bei nie-
driger Temperatur dem Zeitgesetze besser als bei Bruttem-
peratur folgen, wahrend gerade das Gegenteil zutrifft. Eher
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kénnte man sich vorstellen, dal bei der Verdiinnung eine Sub-
stanz gebildet oder abgespaltet wird, welche die Gerinnung
beférdert, und als solche Substanz héatte man wohl in erster
Linie das Enzym selbst zu bezeichnen. Man konnte némlich
annehmen, dal3 in einer Infusion das Enzym teils frei und
teils als eine bei der Verdinnung sich zerlegende, man kénnte
der Kirze halber sagen, dissoziable Substanz sich vorfénde,
deren Dissoziationsgrad von dem Verdunnungsgrade und der
Temperatur abhéngig sei. Wenn die Dissoziation bei etwa
Bruttemperatur vollstdndig oder fast vollstandig zurtickginge
oder verhindert wirde, mufte bei dieser Temperatur die Ge-
rinnung bei verschiedenen Verdinnungen genau oder ziemlich
genau dem Zeitgesetze tolgen. Ebenso mulfite, wenn die Dissozi-
ation mit zunehmender Temperatur abnahme, die Uberein-
stimmung mit dem Zeitgesetze etwas besser bei, 26—27° C..
als bei 20° G. sein, was alles in der Tat zutrilit. Uber die
Lrsache der beobachteten Abweichungen der Gerinnung von
dem Zeitgesetze bei verschiedenen Temperaturen kénnen jedoch
erst fortgesetzte Untersuchungen Aufschlisse geben.

Die nun mitgeteilten Untersuchungen beziehen sich nur
auf die Chymosinwirkung, d. h. auf die Milchgerinnung. Wie
verhalt sich nun in dieser Hinsicht die PepsinWirkung:! Wenn
die beiden Wirkungen, wie einige Forscher annehnjen, identisch
sind, konnte man erwarten, dal3 auch die Pepsinw’irkung anders
bei niedriger als bei hoherer Temperatur verlaufen wirde. Aus
dem Grunde habe ich auch mehrere der sauren Infusionen in
den Konzentrationen E = 1, V4, >/i« teils bei Zimmertemperatur
und teils bei Bruttemperatur nach Mett geprift. Das Resultat
entsprach nicht der obigen Erwartung, denn die Verdauung
folgte dem Quadratwurzelgesetze ebenso gut bei etwa 18» C.
wie bei Bruttemperatur. Da indessen die Mettsche Methode
bei Zimmertemperatur nicht immer scharfe Resultate gibt, ist
es notwendig, diese Frage nach anderen, feineren Methoden
weiter zu prufen.



