Uber die Wirkung des Labs auf Paracaseinkalk

Von
W. van Dam.

Mit zwei Kurvenzeichnungen.

(Der Redaktion zugegangen, am 30. Juni mot»..

Bei meinen Untersuchungen Uberl den Edamerkaseberei-

tungsproze, tber welche an anderer | Stelle ausfuhrlich be-
richtet werden soll, bin ich zu Resultaten gelangt, welche auch
fir die Leser dieser Zeitschrift von Interesse sein mochtén.

In einer friheren Arbeit*) wurde gezeigt, dal das Lab-
enzym in seiner Wirkung stark beeinul3t wird von Wasser-
stoffionen, und zwar ist die Gerinnungsgeschwindigkeit der
Konzentration dieser lonen proportional. Nach der Auffassung
Sawjalows,*) welcher Gewin3) sich auch auf Grund der
Untersuchungen van Herwerdens anschlie3t, ist die Milch-
gennnung als eine Folge der anfangenden Caseinverdaiiung zu
betrachten. Von diesem Gesichtspunkte aus wéare also obiges
Resultat so zu deuten, daB die Geschwindigkeit der Casein-
verdauung durch Lab im Anfang den Wasserstoffibnen pro-
portional gesetzt werden kann. Petry hat gefunden, dal} die
Labwirkung nach dem Gerinnen weitergeht. Es war interessant,
zu wissen, wie die Verdauung des Paracaseinkalkes durch das
Labenzvm von der Konzentration der Wasserstoflioneri abhangt
Hi bin in folgender Weise zu Werke gegangen.

s Beltrag z"'f Kenntnis der Labgerinnung. Diese Zeitschrift, Bd.LVIII,

7 , 7, Zur Frag« *>»cb der Identitdt von Pepsin und Chymosin. Diese
Zeitschrift. Bd. XLVI, S. 307.

s) Pepsin und Chymosin. Diese Zeitschrift' Bd. L1V, S. 32.
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51 scharf zentrifugierte frische Milch wurden bei + 30° C.
mit Lab versetzt; nach einer Viertelstunde trat Gerinnung ein.
Die Masse wurde nun sogleich in 20 | kaltes Wasser gegossen,
nach dem Absitzen wurde dekantiert und von neuem 20 |
Wasser zugegeben. Nach sechsmaliger Wiederholung dieser
Operation, wobei mdglichst schnell gearbeitet wurde, filtrierte
ich durch Nesseltuch und verrieb die Masse mit Alkohol. Nach

Filtrieren und Abwaschen mit 96°/oigem Alkohol auf dem
Saugetrichter wurde das erhaltene Produkt in Ather gebracht

und schlieBlich griindlich mit Ather gewaschen. Bei sorgfaltiger

Arbeit wird ein staubfeines Praparat erhalten, das also »aus
Paracaseinkalk mit den unldslichen Milchphosphaten zusammen-
gesetzt ist. Mit diesem Pulver wurde folgender Versuch gemacht.

Acht weite, innen paraffinierte Reagierréhren wurden
mit derselben Menge des Préaparates beschickt (4 g auf jedes
Rohr). Vier der Glaser wurden dann mit 35 ccm CO?2-freier
verdinnter Salzsaure in steigenden Konzentrationen und 80 mg
Thymol versetzt und in einem grof3en Thermostaten bei 250 C.
sehr langsam rotiert wahrend 24 Stunden; dann wurde jedem
Rohr 5 ccm Lab (van Hasseit) zugesetzt und von neuem
42 Stunden lang geschittelt. Gleichzeitig wurden die vier
andern Glaser, welche von Anfang an mit denselben Satzsaure-
I6sungen und Thymol rotiert waren, mit 5 ccm Lab, das aber durch
dreistindiges Erhitzen getdtet war, versetzt und ebenfalls bei
25° G. geschttelt; diese dienten also als Kontrollréhren. Nach
66 Stunden im ganzen also wurden die Losungen filtriert und im
Filtrate der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt und die Wasser-
stoffionenkonzentration gemessen. Das Resultat gibt Tabelle I.

Tabelle 1.

cH> 105 N (ccm *fto-n-S&ure) N im Kontrollrohr  Verdaut

0,105 12,2 17 10,5
0,33 20,2 2.4 178
3. 0,78 27,6 3,2 24,4

4/ 1,36 28,9 2,6 26,3
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Graphisch dargestellt liefert diese Tabelle. Kurve 1.

Man sieht auch hier die Labwirkung stark zunehmen bei
steigender Wasserstoffionenkonzentration. Bei den hoheren
Konzentrationen lauft die Kurve der Abszisse fast parallel. Das
ist wohl dem Umstande zuzuschreiben, daR fur 4 schon 58,2 °/o
des Gesamteiweil3es in losliche Form Ubergefiihrt worden war ;
die hemmende Wirkung der Zersetzungsprodukte erklart voll-
kommen die Krimmung nach der X-Achse. So wurde fur 3
gefunden, nachdem noch 24 Stunden langer geschittelt wurde,
28,3 ccm Vio-n-Séure. Die Labwirkung hatte also fast ganz
nachgelassen. Eine Abschwachung des Enzyms hatte ' nicht
stattgefunden in diesen sauren Medien.

Durch dieses Resultat wurde ich dazu gebracht, den
Versuch zu wiederholen mit weniger Lab, und zwar so, daf
viel weniger Casein verdaut wurde, um die stdérende Wirkung
der Zersetzungsprodukte mdglichst auszuschalten. Weiter wurde
Milchsdure statt Salzsaure verwendet. Auf 40 ccm Flussigkeit
wurden 0,6 ccm Lab zugegeben. Tabelle 1l gibt die ge-
fundenen Zahlen.

Bei IlIs waren 30°/o, bei llls 20°/o des Caseins verdaut.
Die Kurven 11 und 111 in der Figur geben das Resultat an.
Die Ordinaten zeigen die Verdauung in Prozenten des Gesamt-
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Tabelle II.

cH = ios N (in "»o-n-Saure) | \ iy kontrollrohr  Verdaut

. 0,19 15,8 54 104
I 2 0,45 285 42 24,3
3. 0,92 40,6 4.6 36.0
. 0,18 17,3 8.3 9
1. 2 0,38 33,15 9,5 23.65
3. 0,85 42 7,6 34,4

eiweilBes. Die Abweichung von der Geraden ist in diesen Féllen
schon bedeutend geringer als in Kurve I; immerhin zeigt sich
bei 11s und 113 schon der EinfluR der Reaktionsprodukte. Ich
glaube jedoch auf Grund dieser Resultate zu dem Schluf
berechtigt zu sein:

Die verdauende Wirkung des Labenzyms dem
Paracaseinkalk gegenuUber ist der Wasserstoffionen-
konzentration der Losung proportional.

Es kann allerdings gegen diese Versuche eingewendet
werden, dal die feste Phase in den verschiedenen Rohren
nicht dieselbe war. Es ware denkbar, dal} im Falle der héchsten
Séurekonzentration das Lab einwirkte auf aus dem Paracasein-
kalke in Freiheit gesetztes Paracasein, wahrend in den andern
Réhren das nicht der Fall war. In folgender Weise habe ich
zeigen konnen, daB die gefundene Verschiedenheit in der Starke
der Verdauung nur von der H-lonenkonzentration abhdngt.
In zwei Réhren a und b wurden, wie oben angegeben wurde.
4 g des Praparats eingefllt und mit derselben Menge Milch-
saure (40 ccm, wrie bei Versuch IllI) wéhrend 24 Stunden im
Thermostaten bei 25° C. geschittelt. Aus Rohr a wurde dann
nach dem Absitzen die Hélfte der Fllssigkeit vorsichtig heraus-
pipettiert und durch vollkommen CO2-freies Wasser ersetzt
Dadurch wurde also der Gehalt an H-lonen Kleiner, es mufRte
sich ein anderes Losungsgleichgewicht einstellen als in b.
Beide Rohren wurden dann mit Lab versetzt (0,6 ccm pro
40 ccm, wie in I11), und nachdem wieder 24 Stunden geschittelt
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war, in beiden filtrierten Losungen die H-lonenkonzentration
bestimmt und in Lésung a auch der Stickstoff. Ware obige
Voraussetzung richtig, so hatte man erwarten konnen, daR
Punkt p in der Zeichnung, welcher das Resultat dieses Ver-
suchs angibt, auRerhalb Kurve HI fiele; das ist aber innerhalb
der Versuchsfehlergrenzen nicht der Fall. Bei einem zweiten
Versuch wurde zweimal die Halfte der Flussigkeit durch Wasser
ersetzt. Punkt g gibt das Resultat.
Hier folgen die gefundenen Werte.

Tabelle I11.

In den Figuren

bezeichnet mit CH X 105 N (in 4/to-n-Sdure) Verdaut '

»1 0,49 34,8 26,5/
a 0,44 32,8 245
b 0,68 _

I

Weiter konnte noch bemerkt werden, dall es mdglich
sei. dall die Konzentration der H-lonen sich wahrend des Ver-
suchs erheblich andert, die Bestimmung dieser Konzentration
am Ende des Versuchs also kein richtiges Mal} fiir den Gehalt
dieser lonen wahrend des Versuchs ware. Wie aus folgenden
Zahlen hervorgeht, vermehrt sich zwar der Gehalt an H-lonen

ein wenig, aber in so geringem MaRe, daR dadurch der Charakter
obenstehender Kurven keineswegs geandert wird.

CHnach 2 Stunden Labeinwirkung — 0,335 X 10-~5,
(:H 24 » — 0,351 X 10-5

Stellt man sich mit Sawjalow, Pekelharing, Gewin
U. a. auf den Standpunkt der Identitdt vom Lab und Pepsin,
und betrachtet man also die Milchgerinnung als eine Folge der
Caseinverdauung, so héatte man kaum ein anderes Resultat
erwarten kénnen. Bei den Versuchen Uber die Milchgerinnung
wurde die Zeit bestimmt, welche zur Fortschreitung der Casein-
verdauung bis zu einem bestimmten Betrage, und zwar bei nahezu
konstanter Caseinkonzentration, notig war. Bei obigen Ver-
suchen wurde die verdaute Menge des Caseins in einer be-
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stimmten Zeit gemessen. In beiden Fallen wurde also die Ver
dauungsgeschwindigkeit gemessen, und diese wird von den H-
lonen in obengenannter Weise beeinfluft.

Der unitarischen Auffassung sind bekanntlich die Resultate
Hammarstensl) gegenliber zu stellen. Dieser Forscher hat
gezeigt, da man durch Erwéarmen von Kalbsmageninfusion mit
0,2°/o iger HCI bei bestimmter Konzentration eine Ldsung er-
hélt, welche kraftig proteolytisch, nicht aber milchgerinnend
wirkt, wéhrend durch Behandlung mit MgCOs die Infusion eine
Flissigkeit liefert, welche stark labende, aber sehr schwach
proteolytische Eigenschaften hat. In Hinsicht auf dieses noch
immer strittiges Problem war die folgende Frage vollkommen
berechtigt: Welches Enzym ist es, das bei meinen Versuchen
mit Labextrakt I6send auf das Paracasein gewirkt hat? Nach
der Auffassung Hammarstens waére hier in erster Linie an dem
Labpraparate beigemengtes Pepsin zu denken. Wie aus den
Tabellen I—III ersichtlich, war die Reaktion der Flussigkeiten
schwach sauer, eine Pepsinwirkung also nicht ausgeschlossen.

Petry?2) hat gefunden, dal? die LabWirkung nicht bei der
Paracaseinbildung stehen bleibt; aufGrund seiner Untersuchungen
sagt er aber: «Das Labferment verdankt somit seine verdauende
Kraft keiner Beimengung eines der bisher bekannten Fermente,
sondern einem neuen proteolytischen Agens, welches
sich gegen die ersteren dureh seine strenge Spezifizitat
fur das Casein scharf charakterisiert.»

Frl. van Herwerden3) kam, unabhéngig von Petry, zu
demselben Resultate, stimmt aber der Meinung nicht bei, daf
es sich hier um ein Enzym handle, das spezifisch fir Casein
sei, und andere Eiweilverbindungen nicht zersetze. Da§ Haupt-
gewicht haben aber diese beiden Forscher gelegt auf die Be-
stimmung der Natur der entstehenden Zersetzungsprodukte, ohne
die Labwirkung quantitativ studieren zu wollen.

Zur Losung obengenannter Frage wurden nun die hier

‘) Zur Frage nach der Identitdt der Pepsin- und Chymosinwirkung.
Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 18.

*) Hofmeisters Beitrage, Bd. VIII, S. 356.

3) Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 184.
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zu beschreibenden Versuche gemacht. Erstens sagte ich mir:
wenn das dem Labe beigemengte Pepsin die Ursache der Ver-
dauung ist, ist es unwahrscheinlich, daf Milchgerinnung und
Verdauung bei verschiedenen Extrakten parallel gehen. Um
dies zu prifen, wahlte ich mir drei Proben von verschiedener
Herkunft, némlich 1. Ké&selabpulver Hansen, 2 Labessenz
einer hiesigen, kleineren Fabrik und 3. ein sehr schlechtes
Préparat, das damals zuféllig der Kontrollabteilung der Ver-
suchsstation zugesandt war. 25 ccm Milch wurden mit 1 ccm
Lablésung (1:20) versetzt, und die Gerinnungszeit bestimmt,
(bei 37,5° G). Die Starke der Verdauung wurde in derselben
Weise wie oben angegeben bestimmt. In je einer von 6 par-
affinierten Réhren wurden 3 g Paracaseinkalkpréparat gewogen;
mit 30 ccm Lso-n-HCI versetzt und 24 Stunden im Thermostaten
bei 25° G geschiittelt; dann wurde auf jedes Rohr 0,45 ccm
Lablésung gegeben von den Proben 1, 2 und 3. Die Kontroll-
réhren erhielten die gleichen Mengen Lab, welche zuvor abge-
totet waren durch Erhitzen im Wasserbad. Nachdem wieder
24 Stunden geschittelt war, wurde filtriert, und im Filtrate
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Tabelle IV gibt das
Resultat.

Tabelle IV.
,T (in Sek) CHX o5 N (ir] ‘Nlo-n- N (Kontroll- Venlaut
Saure) rohr) (Gef)) (Ber.)
L in 0,565 16,7 3,4 12,8 13,3
2 100 0,544 18,73 4,0 14,73 14,7
3 149 0,544 13,95 3,6 10,35 9,9

In der letzten Kolumne sind die Werte der Verdauung
angegeben, die aus den Gerinnungszeiten berechnet sind, in der
Voraussetzung, dall die Geschwindigkeit der Gerinnung der-
jenigen der Verdauung parallel geht. Bedenkt man hierbei,
da® die Versuchsanordnung ziemlich kompliziert ist, dann ist die
Lbereinstimmung fur die berechneten und gefundenen Zahlen' eine
ganz befriedigende zu nennen, und ich schliee daraus, daf
es Richt wahrscheinlich ist, dal die Verdauung auf Rechnung
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des dem Lab beigemengten Pepsins zu stellen ist. Nimmt man
zwei verschiedene Enzyme an, so mufl man dem Chymosin
das Vermdgen zuschreiben, den Kase in l6sliche Verbindungen
umzuwandeln, wie das schon von Frl. van Herwerden fir
gelostes Casein nachgewiesen wurde. Dall man es hier mit
einem noch unbekannten Enzym zu tun hat, wie Petry meint,
ist ebenfalls unwahrscheinlich; es wéare doch als ein Zufall zu
betrachten, wenn dieses Enzym in den verschiedenen Labessenzen
sich in ganz demselben Verhaltnisse vorfand, als das Chymosin.

Jetzt war es angebracht, die mitgeteilten Verdauungs-
versuche zu wiederholen mit nach Hammarsten bereiteten
Enzymldsungen, in welchen durch MgC03-Behandlung das Pepsin
und durch Salzsauredigestion das Chymosin abgeschwacht war.
Dabei diente als Ausgangsmaterial sowohl durch Dialyse von
Kochsalz befreites Labpulver von Hansen, als von mir selbst
bereitete Kalbsmageninfusion.

1. Labpulver.

20 g Labpulver wurden in + 180 ccm Wasser geldst und
gegen flieRendes Regenwasser dialysiert. In der Verdiinnung
1:20 gab 1 ccm der Losung mit 5 ccm Milch bei 37,5° C.
die Gerinnungszeit 58*“. Die Chymosinkonzentration war also
genugend, um von der Behandlung mit MgCQ03 ein gutes Re-
sultat zu erwarten.l)

120 ccm der ganz klaren Ldsung wurden mit 1,2 g MgCOi
wahrend 5 Minuten bei Zimmertemperatur geschuttelt, schnell
filtriert und diese Operation noch zweimal wiederholt. 10 ccm
des Filtrats brauchten dann 1,5 ccm Wio-n-Salzséure zur Neu-
tralisation. In der Verdiunnung 1 : 1 (nach Zusatz von 8,5 ccm
Wasser also) wurde fiir 1 : 10 Milch die Flussigkeit in 72"
dickgelegt, wahrend ein Mettsches Ro&hrchen bei 0,2°/oiger
HCI-Konzentration in derselben Verdiinnung in 18 Stunden in-
takt blieb. Die urspringliche Lésung verdaute 2,3 mm. In der
Verdinnung 1 :4 wurde von der urspringlichen Ldsung bei

¥ Hammarsten, Zur Frage nach der Identitat der Pepsin- und
Chymosinwirkung. Diese Zeitschr., Bd. LVI, (1908), S. 53.



Uber die Wirkung des Labs auf Paraeaséinkalk, 155

0.1 °/oiger HCI eine Fibrinflocke in 2 Stunden verdaut, wah-
rend die andere Flussigkeit 18 Stunden brauchte; um etwa
-2 der Flocke zu l6sen. Das Verhaltnis der Gerinnungszeiten
war 35" : 207". (Bei der Bestimmung wurde natirlich darauf
geachtet, daR in beiden Féallen der Mg-Gehalt derselbe war.)

Ganz in Ubereinstimmung mit dem Befund Hammarstens
also hatte ich eine Flussigkeit erhalten, welche noch kraftig
labend, aber nicht, resp. sehr schwach verdauend wirkte auf
Hihnereiwei und Fibrin. Die immerhin schwierige Reinigung
mittels Cholesterins habe ich unterlassen; der geringe Pepsinge-
halt konnte fiir meinen Zweck vernachlassigt werden. Tabelle V
gibt das Resultat der Einwirkung dieser Enzymldsungen auf
mein Paracaseinkalkpréaparat. Es versteht sich, da auch hier

alle Réhren auf denselben Mg-Gehalt gebracht wurden.1) Ubrigens
wurde wie oben verfahren.

Tabelle V.
T X o N (in llo- N(Kontroll-  Verdaut
(Sek) N n-Saure rohr)  (Gef)| (Ber.)
L I'rspringl. Lésung 54
.p g- g 0,50 24,4 45 199 199
2 Mit MgCOj beh. 328 81 36 33

Auch hier sehen wir die vollige Parallelitat von Gerinnungs-
und Verdauungsgeschwindigkeit fir die beiden Ldsungen; es
geht daraus hervor, daR das Pepsin der unveranderten Ldsung
bei der in diesem Versuche obwaltenden Wasserstoffionen-
kunzentration ohne merkliche Wirkung ist.

Zur Darstellung einer chymosinarmen Pepsinldsung wurde
mit verdinnteren FlUssigkeiten gearbeitet, wie Hammarsten?)
angegeben hat. 2 g Labpulver wurden in 200 ccm 0,2?/oiger

'} Dabei so verfahren, dal3 ein Teil del: einen L&dsung ge-
mischt wurde mit einem Teile der anderen Losung, deren Enzym aber
zuvor durch Erwédrmen getttet wurde. Beim Kontrollrohr war natirlich
uas Gemisch abgetdtet.
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HCI gel6st; ein Teil bei 38° C. wahrend 48 Stunden digeriert,
der Rest kuhl aufbewahrt. Nach der Erwdrmung waren die
Gerinnungszeiten 47" und 3*/* Stunden. Nach Mett 0,8 und
0,5 mm* in 48 Stunden. FUr die Verdauung des Paracaseins
wurde gefunden 21,55 ccm ~o-n-Séure fur die nicht erwarmte,
und 0,8 ccm fur die erwarmte Lésung. Obwohl dieser Versuch
nicht sehr schlagend ist, dem geringen Pepsingehalte der Lo&-
sungen zufolge kann doch gefolgert werden, dal3 auch in diesem
Falle die verdauende Wirkung dem Chymosin zugeschrieben
werden muf}; von PepsinWirkung kann nicht die Rede sein.

2. Kalbsmageninfusion.

Zwei Mégen von Saugkélbern wurden ganz frisch in Arbeit
genommen. Nach grindlicher Reinigung mit Wasser wurde

die Drusenschicht abgeschabt und die Masse mit 0,2°/oiger HCl
bei 4—6°C. wahrend 24 Stunden extrahiert. Beim Filtrieren

wurde eine ganz klare Ldsung erhalten, welche jedoch ein
wenig fadenziehend sich zeigte.

100 ccm der Loésung wurden mit NaHCO3 fast neutralisiert,
nach dem Auspumpen der Kohlensaure mit 1 g MgCO03 wahrend
5 Minuten geschuttelt, ftltriert, von neuem mit 1 g MgCO03 ge-
schuttelt, und das zweite Filtrat sofort mit soviel Salzsdure
versetzt, daB bei der Verdinnung 1 : 1 die Saurekonzentration
0,1°/o war. Die ursprungliche, nicht mit MgCO03 behandelte
Ldésung wurde so weit verdinnt mit Salzsdure und erhitzter
Mg-haltiger Losung, dalR Mg-Gehalt und Gerinnungszeit unge-
fahr gleich waren.

Mit Mg behandelt: 164". Fibrinverdauung 2/t Stunden. Mett —Omm
Urspringl. Losung: 155". » 40 Minuten. > =2
in 48 Stunden.

Das Resultat der MgC03-Behandlung ist also in Uberein-
stimmung mit Hammarstens Angaben. Auch fiir diese Lésungen,
wurde die caseinverdauende Wirkung wieder bestimmt.

Tabelle VI zeigt die gefundenen Zahlen:

*) Die Rohrchen waren in diesem Fall schwer ablesbar.
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Tabelle VI.

T cH x 105 N (in *io- N (Kontroll-  \on aut.

(Sek.) n-Saure rohr) (G»f:) (Ber.)
1 I'rspringl. Lésung 52 18,7 145 145
0,57 42 ' ’
2. Mit MgCO, beh. 311 7,1 2,9 2,4

Auch hier also Parallelitat fur Gerinnung und Verdauung.

Die urspringliche L6sung wurde mit 0,2°/oiger HCI passend
verdinnt, und die Halfte bei 37° C. in den Thermostaten gestellt.
Nach 48 Stunden Gerinnung in 12 Minuten gegen i09 Sekunden
fir die nicht erwarmte Losung. Weitere Erhitzung auf 40—45° C.
wéhrend 8 Stunden: in 4 Stunden Gerinnung. Nach Mett in
22 Stunden 5,4 und 3,6 mm.

Beide Ldsungen, mit dem Paracaseinpraparate 24 Stunden
hei 25° C. geschuttelt, lieferten die Zahlen von Tabelle VII.

Tabelle VILI.

T CHX 105 N (in Yio-n- N (Kontroll- ver-

Saurc) rohr) daut

1 I'rsprungl. Lésung 100" 13,8 11,3
0,25 ’ 2,0 '

2. Erwarmte * 4Std. 3,1 0,6

Die hier gefundene Verdauung von 0,6 ccm bei der re-
lativ niedrigen Wasserstoffionenkonzehtration 0,25 X 10~5 n.
fir die chymosinarme Losung brachte mich dazu, den Versuch
ZU wiederholen bei bedeutend héherem Sauregrade. Es war
namlich denkbar, daR bei diesen Losungen, welche eine kréftig
proteolytische Wirkung nach Mett zeigten, also reich an Pep-

sin waren, die Pepsinwirkung in meinen Versuchen mit Kéase
mit ins Spiel kdme. Ware das der Fall, so kénnte man einen

gréReren EinfluR erwarten, je nachdem das Reaktionsmedhim
mehr WasserstofTionen enthalt.
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Tabelle VIII.

T oy x ios N (in */lo-n- N(Kontroll-, Ver-

Saure) rohr) daut

1. llrspriingl. Lésung 100" 30,2
prung g > 14 30 212
2. Erwarmte  » 4 Std. 49 LH

Die erwarmte Losung hat hier zwar ein wenig verdauend
gewirkt, der Betrag ist aber so klein, daR daraus nicht auf
Pepsinwirkung geschlossen werden kann. SchlieBlich habe ich
den Versuch wiederholt bei 37,5° G. Tabelle IX gibt das
Resultat.

Tabelle IX.

T CyX 105 N (in V‘0.n" N (Kontroll- Ver-

Saure) rohr) Jlaut
Lo
1. Urspriingl. Lésung 100" 19,3
> 14 M
2. Erwérmte  » 4 Std. 42 1)

Auffallend ist, daB in allen drei untersuchten Fallen die.
erwarmte Losung noch verdauend gewirkt hat, und zwar zeigt
sich das Verhéltnis der verdauten Mengen fiur die beiden Lo-
sungen ziemlich konstant. Nicht unwahrscheinlich hat man es
hier zu tun mit Spuren von Glaesners Pselidopepsin,l) das
von Pekelharing?) in der groBen Gruppe der autolytischen
Enzyme untergebracht und nicht als ein Sekret der Magen-
drisen betrachtet wird, obwohl es sich im Schleimhautgewebe
vorfindet.

SchlieRlich will ich noch einen Versuch anfuihren zur Be-
stimmung des Einflusses des Kochsalzes auf die Verdauung.
Wie schon anfangs bemerkt wurde, bildet das oben Mitgeteilte
einen Teil der Untersuchungen, welche ich anstellte zur Ldsung
einiger Fragen, die fir den Kasereifungsproze wichtig sind.
Daher war es wuinschenswert zu untersuchen, wie der Ver-

* Hofmeisters Beitrdge, Bd. I, S. 1
¥ Arch. d. Sc. biol., Bd. XI, Suppl. S. 36.
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dauungsprozell des Gaseins durch Lab, vom Kochsalz beein-
flut wird. Tabelle X zeigt die Zahlen fur eine 5°/oige NaCl-
Losung der wasserigen Ldsung gegenuber.l)

Tabelle X.

CH X 106 N (in ‘/to-n-Saure) N (Koritrollrohr)  verdaut

0,27

>0 NaCl 324 7.2 252
0,60 51,9 6,6 45,3
0,46 1

Wasser 53 42 1.1
0,84 22,8 43 185

Figur 2 stellt das Resultat graphisch vor.

Es fiihrt also das Kochsalz eine starke Beschleunigung
des Verdauungsprozesses herbei, wéhrend die Gerinnungszeit
verlangert wird. Dies scheint also nicht im Einklang mit Saw-
jalows Auffassung zu sein, nach welcher eine schnellere Ver-
dauung frihere Gerinnung zur Folge haben soll. Man kann
sich aber die Sache ganz einfach wie folgt denken. Das Para-
casein 16st sich in NaCl besser als in Wasser, wie auch aus

*) Die Kochsalzlésung konnte nicht Klar filtriert werden. Beildiesem
Versuch wurden die Ldsungen in kleinen Rohrchen zentrifugiert (4000
Touren pro Minute).
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den Ziffern fir die Kontrollréhren hervorgeht. Wirkt also das
Enzym auf geldstes Paracasein, so ist in der Kochsalzldsung
die aktive Masse gréRer und damit auch die Verdauungsge-
schwindigkeit. Das zersetzte Paracasein kann man sich in jedem
Momente durch neu geldstes Praparat ersetzt denken. Beim
Gerinnungsversuch aber bleibt durch NaCl-Zusatz die Casein-
konzentration ungeéndert, die Loslichkeit des sich bildenden
Paracaseins wird aber groRBer und damit die Gerinnungszeit
verlangert. Es ist klar, dafl diese Auffassung einen direkten
EinfluR des Salzes auf die Enzymwirkung nicht ausschliefit.
Meine Untersuchungen gehen augenblicklich in andere Richtung,
ich glaube aber, dal? durch Versuche, in der oben beschriebenen
Weise ausgefuhrt mit verschiedenen Salzen, ein wenig Licht
gebracht werden kann in die Frage nach der Salzwirkung bei
der Milchgerinnung. Eine ndhere Prifung in dieser Richtung
scheint mir sehr wiinschenswert.

Wie stellen sich nun meine Beobachtungen zur Frage
nach der lIdentitdt von Pepsin und Chymosin? Es ist ohne
weiteres klar, daR meine Resultate sich vollkommen verein-
baren lassen mit der unitarischen Auffassung, sie lassen aber
den Befund Hammarstens Uber die Abschwachung des Chy-
mosins durch Erwdrmen mit Salzséure voéllig unberlhrt. So
lange nicht gezeigt worden ist, daf in der mit Salzsdure dige-
rierten Losung die Fahigkeit, Milch zur Gerinnung zu bringen,
nur verdeckt, nicht aber verschwunden ist, etwa in derselben
Weise als das fur Pepsin der Fall zu sein scheint bei Alka-
lisierung,l) hat man nicht das Recht, Pepsin und Chymosin als
identisch zu betrachten. Im ndchsten Winter hoffe ich ein paar
Versuche ausfiihren zu kdnnen mit einem Préparate, das mir
in liebenswiirdigster Weise von Prof. Pekelharing zugesagt
wurde.

Aus meinen Untersuchungen geht deutlich hervor, dal bei
der Wasserstoffionenkonzentration > 1+4 X 10~5 n. die Pep-
sinwirkung, wenn sie Uberhaupt da ist, &ufRerst gering ist.
Sawjalows Ansicht mochte ich vorldufig so ab&andern: Die

“ Tichomirow. Diese Zeitschrift, Bd. LV.
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Milchgerinnung ist die Folge der Verdauung des Ga-
seins durch Chymosin

Man konnte einwenden, dal? aus obigen Versuchen nicht
folgt, daR bei den in der Milch obwaltenden Konzentrationen
der H-lonen das Gasein verdaut wird. Folgende Zahlen zeigen,
dal dies wohl der Fall ist.

0,5 ccm Labessenz in 30 ccm Wasser wurden bei 25° C.
wahrend 50 Stunden geschittelt mit 3 g Paracaseinkalk.

CH = 0,073 X 10~6. 16,4 ccm Lio-n-Saure gegen 10 ccm

fir das Kontrollrohr, also 6,4 ccm verdaut.

Die H-lonenkonzentration war hier also kleiner als fur
Milch (0,10-0,34 X 1(H).

SchlieBlich will ich noch bemerken, daf? die in den ver-
schiedenen Versuchsreihen hergestellten H-lonenkonzentrationen
nicht willktrlich gewéahlt sind. Von der Tatsache/ausgehend,
daR ein reifender Kése betrachtet werden kann als ein zwei-
phasiges System, habe ich damit ein Konzentrationseiement zu-
sammengestellt, aus dessen elektromotorischer Kraft die Wasser-
stoffionenkonzentration im Kase berechnet wurde. Die Resultate,
dieser Messungen sind sehr befriedigend. Im Durchschnitt wurde
gefunden + 0,9X 10-5 normal; dieser Wert liegt also im Ge-
biete meiner oben angefiihrten Messungen. Ich gehe hier nicht
in Besonderheiten ein auf die Schlisse, zu welchen meine Re-
ubachtungen fihren beziglich des Késereifungsprozesses; es sei
nur bemerkt, dall sie eine ganz einfache Erklarung liefern fiir
die Losung des Caseins, «die Vorstufe der Reifung», wie es
V. Freudenreich hat genannt.

Bekanntlich meinten Babcock und Russell,l) daR dabei
die Galaktase der Milch die Hauptrolle spielte. Noch abgesehen
davon, daR es fraglich ist, ob in der Milch Uberhaupt ein pro-
teolytisches Enzym vorkommt,2) ist es sehr leicht, zu zeigen,
dal ein solches Enzym in der Edamerkasereifung keine be-
deutende Rolle spielt. Fast jeder Kontrollkdse in den zahl-

reichen Versuchen Boekhouts und Ott de Vriesd) Uber die
‘) Zentralbl. f. Bakter., Il. Abteilung, Bd. VI, 1900.
*) Vgl. z. B. Raudnitz, Ergebnisse d. Physiologie, Bd. Il, 1903.
3, Zentralbl. f. Bakter., 1l. Abteilung, Bd. VII, 1901.
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Késereifung bildet dafir den Beweis. Auch Orla Jensenl
ist der Meinung, daR die Galaktase fiir die Reifung der Emmen-
talerkase von keiner Bedeutung sein kann. v. Freudenreich -
wurde bei seinen Untersuchungen zum Schltsse gefihrt, die
Milchséurefermente, denen er fast die ganze Reifung der Emmen-
talerkase zuschreibt, seien die Ursache der Ldsung des Caseins.
Dieser Forscher hat namlich nachgewiesen, dal? durch Impfen
erhitzter Milch mit Milchsaurebakterien unter gewissen Um-
standen das Casein in lésliche Form tbergefihrt werden kann.
Meiner Ansicht nach ist damit gar nicht bewiesen, daR das-
selbe in der Késemasse der Fall ist, wo die Umstdnde wieder
ganz andere sind. Eben darum habe ich bei meinen Versuchen
einen wichtigen Faktor, die Aciditdit des Mediums, genau
préazisiert.

Der Vorschlag Jensens,3) das «neue Enzym» Petrys
Casease zu nennen, wdrd nach dem oben Gesagten hinfallig.

Zusammenfassung.

Es wurde gefunden:

Die Verdauung des Paracaseins durch Lab wird vom Ge-
halte an Wasserstoffionen des Mediums beeinfluRt und zwar hat
sich ergeben, daR die Verdauungsgeschwindigkeit dem H-lonen-
gehalte proportional ist, wie es fruher fir die Gerinnungsge-
schwindigkeit gefunden wurde.

Wenn man bei gleicher Aciditat verschiedene Labpréapa-
rate auf Paracaseinkalk wirken laRt, gehen Verdauungs- und
Gerinnungsgeschwindigkeit vollkommen parallel. Dasselbe ist
der Fall fur eine Lablésung oder nach Hammarsten bereitete
Kalbsmageninfusion, in welcher das Pepsin durch MgCO03-Be-
handlung abgeschwécht ist. Hieraus kann geschlossen werden,
daB bei den in meinen Ldsungen obwaltenden H-lonenkonzen-
trationen (bis 1 X 10-5 n.) von Pepsinwirkung nicht die Rede
ist. Das Paracasein wird nur vom Chymosin gelost. Es liegt

¥ Jahrb. d. Schweiz. 1901.

*) Zentral))], f. Bakter.. Bd. Ill. S. 231. S. a. Jahrb. d. Schwei:.
Bd. XI.

") Jahrb. d. Schweiz, 1907.
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kein Grund vor, mit Petry ein unbekanntes fir Casein spezi-
fisches Enzym im Labe anzunehmen.

Wird in der Kalbsmageninfusion durch Digerieren mit
0,2°/oiger HCI das Chymosin zerstort, so findet man auch das
Vermdgen, Kdse zu verdauen, fast vollstdndig aufgehoben, selbst
bei der Aciditat > 1,4 X 10~5 normal. Bei 0,2°/oiger HCI wurde
Hihnereiweil von dieser Losung kraftig verdaut. Obwohl meine
Resultate vollkommen Ubereinstimmen mit der unitarischen Auf-
fassung in der Pepsin-Chymosinfrage, kann auf Identitdt nicht
geschlossen werden, so lange letztere Tatsache nicht erkléart
worden ist.

Kochsalz beschleunigt die Verdauung des Paracaseins
durch Chymosin. Dies wurde in Ubereinstimmung gefunden
mit der Verzégerung der Milchgerinnung durch dieses Salz.

Schlielllich wurde darauf hingewiesen, dal obenstehende
Resultate wohl die einfachste Erklarung liefern fiir das Loslich-
werden des Paracaseins wéhrend der Kaésereifung.

Reichslandw. Versuchsstation JHoorn, '28V Juiii {}909.



