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1.
Beitrige zur Lehre von der Labgerinnung.
{Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.)

Von Dr. B. Benjamin,

Trotz der vielen Untersuchungen, welche iiber den Vorgang
der Labgerinnung angestellt worden sind, und der Leichtigkeit,
mit walcher das Material, Lab, Milch, bezw. Casein, beschafft
werden kaan, harren einige Punkte immer noch der definitiven
Klirung. Ja es fehlt auch nicht an Untersuchungen, die zu Er-
gebuissen gefiihrt habeu, welche in vielen Einzelhelten von den
allgemein geltenden Anschauungen abweichen. Zu diesen gehort
eine in Rostock (Febrnar 1894) von Richard Peters verfasste,
»Ubtersuchungen {iber das Lab und die Jab&hnlichen Fermente®
betitelte Preisschrift, mit deren Nachpriifang mich uv. A. mein
hochverehrter Lehrer, Herr Prof. E, Salkowski, betrante.

Was zuniichst die Anorduung meinér Versuche betrifft, so
war dieselbe folgende: Ich -benutate ein 22 cm breites, 17 cm
hohes Wasserbad, in welches kleine Kélbchen mit Klammern
oder mit Kuopferdrihten befestigt, eintanchten. Diese Kélbchen
wurden jedesmal mit 20 cem der zu labenden Fliissigkeit an-
gefiillt, our in einigen Ausnahmefillen wurden in derselben Weise
Reagensgliser benutat, wenn es sich um ganz geringe Quantititen
handelte. Als Optimum der Temperatur hatte sich eine solche
von 40° erwiesen, welche an einem in das Wasserbad hinein-
refchenden Thermometer jederzeit abgelesen werden konnte. Hs
wurden im #ussersten Falle Temperaturschwankungen von 4°
bemerkt, welche fiir die Gerinnung ohne Belang waren. Wenn
die betreffende Fliissigheit sich einige Zeit im Wasserbade befand,
so dass sie die oben erwihnte Temperatur hatte, wurde sie mit
Lab versetzt. Und zwar wurde zur Herstellung einer Lablisung
ein ,,Relnes Naturlab in Pulverform® ans der chemischen Fabrik
vor Dr, Heinrieh Byk, vorm. Dr. Moritz Blumenthal be-
outzt: Anfangs wurde das gewdhnliche Wiufliche, spiiter ein
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stirkeres Priiparat benutzt, hiervon eine Lésung von 0,1:100,0
(bezw. 50,0) Aqu. dest. hergestellt, und von solchen Losungen 1,
bezw. mehrere ccm mit der Pipette zugesetzt. In Fillen, in
denen Gerinnung nicht eingetreten war, wurde, um unter allen
Umstinden die giinstigsten Bedingungen herbeizufiihren, 0,1 Lab-
pulver in ganz wenig Wasser geldst, direct hinzugesetzt.

Nun ist es noch ndthig, kurz der Terminologie Erwihnung
zu thun:

Das dorch Siurefillung aus der Milch gewonnene Produkt
nennt:

Hammarsten, Salkowski u. A.: Casein.
Halliburton, Peters: Caseinogen.

Das durch Labgerinnung aus der Milch gewonnene Produkt
nennt:

Hammarsten: Kise, Paracasein.
Peters: Casein.

Von der von fast allen Autoren bestitigten Annahme aus-
gehend, dass es sich bei den beiden verschiedenen Prozessen
nicht nm die Gewinnung des nimlichen Korpers, sondern zweier
nur einander sehr &hnlichen handelt, wollen wir im Folgenden
da, wo es nédthig sein sollte, um Missverstindnisse zu vermeiden,
die von Salkowski 6fters gebrauchten eindeutigen Bezeichnungen
»oaurecasein, Labcasein® festhalten.

Nach diesen zum Verstdndniss des Folgenden nnumginglich
nothwendigen, einleitenden ErSrterungen wollen wir zu den Ver-
suchen selbst dbergehen.

Was zuniichst die genuine Kuhmilch betrifft, so zeigte sich,
dass dieselbe, wie bekannt, am schnellsten bei saurer, langsamer
bei neutraler, am langsamsten bei alkalischer Reaction gerinnt.
Die Fermentmenge und die Gerinnungsdauer verhalten sich um-
gekehrt proportional; wird das Lab iiber eine gewisse Menge
hinaus der Milch zugesetzt, so wird die Gerinnung nicht mehr
beschleunigt, allerdings auch nicht verlangsamt, was zu be-
achten ist.

Zum Vergleich ungekochter und gekochter Milch wurde das
stirkere (st.) Lab, in einer Losung von 0,1:100 beoutzt, 1 cem
Lablosung zu 20 cem Mileh hinzugesetzt. Die Zeit bis zum
Eintritt der Gerinnung betrug in Minuten:
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Versuch L.
B b

Ungekochte Milch 4
Gekoehte Mileh?) 0t

Versuch IL

Dy A

0

a
Ungekochte Mileh; 0,1 ccm Lab (st.) direct bineingeworfen § Min.
Gekochte - 0,0 - - - - - 9
Versuch HL7%,
Gerinnungszeit
Gekochte Mileh 14 Minuten
Selbststerilisirte®) Mileh gerann nicht.

Versuch IV.

Mileh Gerinnungszeit
genuin 3 Minuten
gekocht 8 -

Mischung: 1:1 Wasser nach § Stdn. nicht geronnen.
Versuch V.
Mischupg: 1 Vol Mileh, 1 Vol. Wasser
Mischung: 1 - - 1 - Chloroformwasser.
Beide Proben waren nach 45 Minuaten nicht geronnen.

Versuch VL

Mileh Gerinnungszeit
genuin 10 Minuten
Mischung: 1:1 Wasser nieht geronnen

Mischung: 1:1 Chloroformwasser nicht geronnen.

Versueh VI

Genuaine Milch Gerinnung in 9 Min.
i Vol. Mileh, ¥ Vol. Wasser nicht geronnen
L -~ 1 - Chloroformwasser nicht geronnen
Bterilisirte Milch nicht geronmnen.
Versuch VIIL
Mileh Gerinnungszeit
genuin - 11 Minuten
t Vol. Wasser . .
i 1 nach 60 Minuten
1 - Chloroformwasser ; .
. i nicht gercnnen.
sterilisirt J

b
1 Min.
3

‘) Zum Sieden erbitzt, 30 Minuten im Sieden erhaiten, schnell abgekubit.
?) Zu diesemm und den folgenden Versuchen bis No. X inecl. wurde die

Losung aus dem stirkeren Labpriparat verwendet.
% £ Stunden in strémendem Dampf erhitzt.
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Dieselben Versuche wurden fortgesetzt, nur wurde jetzt die
Labmenge gesteigert.

Versuch IX.
Labmenge Gerinnungszeit
Genuine Milch, unverdinng } 1 cem 6 Minuten
1 Vol. genuine Milch, 1 Vol. Wasser 2 - 2 -
1 - - - 1 - Chloroformwasser 3 - 25 -
Versuch X.
Labmenge Gerinnungszeit
Genuine Milch obne Lab unverindert
- -~ 2 cem 6 Minuten
Chloroformmileh ) 2 - 11 -

Aehnliche Resultate ergaben die Versuche, bei denen schwéchere
Lablosung angewandt wurde.

Versueh XL
Labmenge Gerinnungszeit
Genuine Milch 3 cem 4 Minuten
~ Gekochte Milch 3 - nach 30 - nicht
Chloroformmileh 3 - 20 - '

Sterilisirte Mileh 3 - nach 30 - nicht.

Versuch XIIL

Labmenge  Gerinnungszeit
Genuine Milch 3 cem 5 Minuten
Gekochte Milch 3 - nach 1 Stunde nicht
Chloroformmilch 3 - 8 Minuten
Sterilisirte Mileh 3 - nach 1 Stunde nicht.

Versuch XIIL

Labmenge Gerinnungszeit
Genuine Milch 3 cem . 8 Minuten
Kiaufliche sterilisirte Mileh 3 - nach 1 Stunde nicht
Selbststerilisirte Mileh 3 - -1 - -
Chloroformmilch 3 - 20 Minuten,

Zu den niichsten Versuchen verwandte ich wieder das
stirkere (st.) Lab. ' \

1) Die Chloroformmilch war dadurch hergestelit worden, dass Milech mit
Chloroform - geschiittelt war. :
Archiv f. pathol. Anat. Bd. 145, Hft. 1. 3



34

Versuch XIV.
Labmenge  Gerinnungszeit

Gekochte Milch 4 cem nicht geronnen
Chloreformmilch 4 - 8 Minuten
Gekochte Milch g - nieht geronnen
Selbststerilisirte Milch 8 - - -
Kaufliche sterilisirte Mileh & - - -
Versuch XV.
Labmenge Gerinpungszeit
Genuine Milch 4 com 7 Minuten
Chloroformmilch 4 - 9

Nun wurde 0,1 Labpulver (stirkeres Priiparat), in wenig Wasser geldsi,
direct hineingeworfen.
Versuch XVL

Gekochte Mileh Gerinnung nach 5 Minuten
Selbststerilisirte Milch nach 1 Stunde keine Gerinnung
Kaufliche sterilisirte Mileh - 1 - - -

Aus den bis jetzt angefiihrten Versuchen folgt also:

Am schnellsten gerinnt dis Mileh, wie bekannt, bei saurer
Reaction, langsamer bei neutraler; allan alkalische Beschaffen-
heit der Mileh hebt die Gerinnung gavz aul.

Etwas langsamer, allerdings nicht viel, gerinnt die Chloro-
formmileh.

Wieder langsamer als diese gerinnt die mit Wasser ver-
diinnte. Das Wasser verzigert die Gerinnung mit Zunahme der
Verdiinnang, bei einer starken tritt Coagulation nicht mehr ein.

Langsamer wiederum als die mit Wasser verdiinnte, lisst
die mit Chloroformwasser verdiinnte Milch Coagulation eintreten.

Was die gekochte Mileh anbetrifit, so ist die Angabe von
Fugling'), gekochte Milch konne durch Lab iiberhaupt nicht
coagulirt werden, und die von Schaffer?®), die gekochte Milch
konne nur in Gegenwart von Siuren, mindestens Kohlensiure,
zar Gerinnong gebracht werden, unrichtig. Sie gerinnt, wie
oben gezeigt, bei Zusatz von 0,1 Labpulver direct, in 5 Minuten.

Y Eugling, Studien dber das Casein in der Kuhmileh und die Lab-
fermentwirkung. Landwirthschaftliche Versuchsstation. 31. S.391—405.
Cit. nach Maly’s Jahresber. XV. 8. 181,

%) Sehaffer, Ueber das Casein und die Wirkung des Labferments in
der Kuhmileh, Maly’s Jahresber. 1887, XVIL 8. 168.
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Was schliesslich die sterilisirte Milch betrifft,
so war weder die von uns selbst sterilisirte, noch die
im Handel befindliche aufirgend eine Weise zur Coagu-
lation zu bringen.

Da sich verschiedentlich in der Literatur Angaben finden,
dass die Labwirkung durch die Anwesenheit fremder Substanzen
gehindert wird, eben solche Angaben in der 6fter schon erwihnten
‘Preisschrift vorhanden sind,- so priifte ich auch diese Versuche
nach und konnte sie bestitigen. Dazn benutzte ich, um die
Versuche nicht zu sehr in die Lidnge zu ziehen, eine sehr starke
Lablosung 0,1 (des stdrkeren Priparats:) 50,0 Aqu. dest. Es
handelte sich dabei um Milch, welcher 4 pCt. der fremden Sub-
stanzen hinzugefiigt wurde. Um sicher zu sein, dass nicht etwa
einmal die Hitze oder sonstige Umstinde eine Gerinnung be-
wirken konnen, um also diesen Versuchsfehler auszuschalten,
machte ich auch bei diesen Versuchen ebenso, wie bei allen
fritheren, stets einen Controlversuch mit unverinderter Milch.

Versuech XVIL

Bei Zusatz von 2 ccm Lablésung zeigte:

Gerinnungszeit
Genuine Milch 4 Minuten
Milch mit KNO; 18 -
- - NH.CI 24 -

- - (NHy;80, nicht geronnen
Gekochte Milch - -

Versuch XVIIL

Bel Zusatz von ebenfalls 2 cem Lablosung zeigte:
Gerinnungszeit

Genuine Milch 4 Minuten
Mileh mit KNO, 20 - (flockige Gerinnnng)
- - NH,C 27 -

- - (NHy.80, npach 1 Stde. nicht geronnen.

Es bestitigt sich also, dass die erwihnten Salze hemmend
auf die Labgerinnung einwirken.
Schliesslich wurde untersucht, wie sich die Gerinnung bei
der Anwesenheit von Kalkwasser verhilt.
3*
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Versuch FIX,
Lablgsung  Gerinnungszeit

Gennine Milch 1 com 4 Minuten
20 cem Mileh, 1cem Kalkwasser 1 - 5 ’
20 - -2 - - 1 5 .

20 - - 3 - - - G -

Versuch XX,

Lablosung Gerinnungszeit
20 com genuine Mileh 2 cem 2 Minuten
1 Vol. Mileh, 1 Vol H;0 2 - 3 -
i -~ 1 - Kalkwasser 2 - nach i Stde. nicht geronnen.

Dieser Yersuch sollte dazu dienen, um dem Kinwande zu begegnen,
dass nur die Verdiimnung als hinderndes Moment bel der Gerinnung be-
stinde,

Versuch XXI

Lablésung Gerinnungszeit

20 cem Mileh, unveriindert L cem 5 Minuten
20 - - 1lcem Kalkwasser - 1 - 8§ -

20, - - 2 - - i - 15 -

20 - -3 - - 1 - 18

Versuch XXIL

Lablésung Gerinnungszeit
Genuine Miich 2 ccm 3 Minuten
t Vol. Mileb, 1 Vol. H,0 2 - 8 -
Lo~ - 1 - Kalkwasser 2 - naeh # Stdn. nicht geronnen.

Die folgenden Versuche dienten dazu, zu untersuchen, wie
sich die verschiedenen Labpriiparate zu einander verhalten, mit
welchen gearbeitet wurde, ausserdem, wie sich die Lablosungen
an den verschiedenen Tagen verhalten.

st. = stiirkeres Priparat,
schw. == schwicheres Priparat.

Versueh XXIIL
Gerinnungszeit in Minuten

a b e
Genuine Mileh, 1 cem Labldsung, 3 Tage alt, schw. 12 9 8
- -1 - - 1 Tag -~ st 5 4 4

- -1 - - frisch bereifet, schw. 14 11 12,
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Versuch XXIV.
Gerinnungszeit in Minuten

a b
Genulne Milch, 1 cem Lablosung, 2 Tage ali, st. 3 3
- - 1 - - 1 Tag - schw. 10 10.

Versuch XXV.
Gerinnungszeit in Minuten

a b
Genuine Mileh, 1 cem Lablosung, 3 Tage alt, st. 4 4%
- - 1 - - 2 - - schw. 14 13.

Ordnet man die Ergebnisse dieser Versuche in anderer Weise, indem
die schwicheren Ldsungen an den einzelnen Tagen einander gegeniibergestellt
werden, ebenso analog die stirkeren, so ergiebt sich:

Schwichere Lisung Gerinnungszeit in Minuten

Frisch bereitet 14 11 12
1 Tag alt 10 10
2 Tage alt 14 13
3 - - 12 9 8.
Starkere Losung Gerinnungszeit in Minuten
1 Tag alt 5 4 4
2 Tage'alt 3 3
3 - - 4 4l
Schon diese Versuche zeigen deutlich — es liessen. sich die
Resultate von Versuchen, welche bei anderer Gelegenheit gemacht
wurden, leicht noch hiufen — dass die frisch bereiteten Lab-

losungen nicht so wirksam sind, als diejenigen, welche 1 Tag
alt sind, wie E. Salkowski in seinem Practicum der physio-
logischen Chem., S. 104, schon angiebt. Diese haben dann ge-
wohnlich die grosste Wirksamkeit, dieselbe nimmt dann wieder
ab, bleibt aber erhalten bis zum 13. Tage, wenngleich sich ge-
wohnlich am 5. Tage ein iibler Geruch einstellt.

Es gelang uns nun, eine Beschleunigung der Labgerinnung
herbeizufiihren dadurch, dass man die Lablésung mit Chloroform-
wasser herstellt und auf diesem Wege in die Mischung kleine
Mengen von Chloroform hineinbringt. Zun diesem Zwecke wurden
die Lablosungen anstatt mit Wasser mit Chloroformwasser be-
reitet, davon je 1 com der Milch zugesetzt, und da,nn diese mit
der durch Wasser hergestellten verglichen.



1. Tag.
Gerinnungszeit in Minuten
20 cem Milch, U cem Hp0-Lab & 3 3 24 24
20 - - 1 - Chloroform-Lab 3 2 2 1% i
2. Tag.
Ferinnungszeit in Minuten
20 cem Mileh, 1 cem Hy0-Lab 24 2% 2%
20 - -} - Chloroform-Lab i} e 14,
3. Tag.
(erinnungszeit in Minuten
20 cem Mileh, § cem Hy0-Lab 23 3
20 - - 1 - Chloroform-Lab 1% i.
4, Tag.
Gerinnungszeit in Minuten
20 cem Mileh, ! cem H,0-Lab 1% 1% 13
20 - - 1 - OChbloroform-Lab 5% 6 5%,
5. Tag.
Gerinnungszeit in Minuten
20 cem Mileh, 1 cem Hy0-Lab 2L 2% 2%
20 -1 - Chloroform-Lab 7 7 8.
6. Tag.
Gerinnungszeit in Minuten
20 com Mileh, t ecm Hy0-Lab 3
20 - - 1 - Chloroform-Lab 8,
7. Tag.
Gerinnungszeit in Minuten
20 com Mileh, 1 cem H,0-Lab 4
20 - - 1 - Chloroform-Lab  nicht geronnen.
8. Tag.
Gerinnungszeit in Minuaten
20 cem Mileh, 1 cem Hy0-Lab 6
20 - - 1 - Chloroform-Lab  nicht geronnen.
13, Tag.
Gerinnungszeit in Minuten
20 cecm Mileh, 1 cem Hy0-Lab 13 12 124
20 - - 1 - Chloroform-Lab  nicht geronnen.
14, Tag.
20 cem Mileh, 1 cemn HyO-Lab .
20 o1 ChloraformeLap | bt geronnen.

38

Versuch XXVL
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Aus diesen Experimenten geht hervor, dass die Gegen-
wart kleiner Quantititen Chloroform in der Mischung die
Gerinnung befdrdert, die mit Chloroformwasser hergestellten
Lablosungen sich am 1.—3. Tage deutlich wirksamer er-
weisen, als die mit Wasser hergestellten. Vom 4. Tage an kehrt
gich das Verhéltniss um. Die mit Wasser hergestellte Lablosung
bleibt bis zum 13. Tage wirksam, die mit Chloroformwasser her-
gestellten nur bis zum 6. Tage. Beide Losungen sind vom
14. Tage an unwirksam. '

Diese Erscheinung der Beforderung der Fermentation durch
Antiseptica, spec. durch Chloroform, steht nicht allein da.

In einer von Dubs?®) verfassten Arbeit heisst es: ,1) Die
kiinstliche Verdauung wird befordert durch die Anwesenheit von
0,23 pCt. und 0,36 pCt. Chloroform in der Verdanungsfliissigkeit.
2) Die kiinstliche Verdauung wird gehemmt, wenn die Ver-
dauungsfliissigkeit mit Chloroform geséttigt ist.”

Es wird in derselben Arbeit darauf aufmerksam gemacht,
dass durch verschiedene Substanzen die Thétigkeit der Fermente
unter Umstinden befordert oder gehindert werden konne. Fiir
das organisirte Ferment der alkoholischen Géhrung hatte, wie
wie wir derselben Arbeit entnehmen, namentlich E. Biernacki?)
* fiir eine Reihe von Korpern bewiesen, z. B. Sublimat, Jod, Brom,
Arsenigsiure, Chromsiure, Salicylsdure, dass sie in gewissen Dosen
die alkoholische Gdhrung beférdern, in grésseren Dosen hemmen
oder gar die Gdhrung aufheben.

Fiir die Enzyme wurde von Chittenden?®) nachgewiesen,
dass gewisse Substanzen im Stande sind, je nach der zugesetzten
Quantitit die Wirkung zu erhthen oder zu vermindern. So fand
er namentlich, dass die Arsensiure und Arsenigsiure in kleinen
Mengen in der Pepsinsalzsiiure (Verdauungsfliissigkeit) die Ver-
dauung befordern, in grosseren Gaben dieselbe hemmen, dass

5 Dubs, Der Kinfluss des Chloroforms auf die kiinstliche Pepsinver-
dauung. Dieses Archiv. Bd. 134. 1893. S.519.

%) Maly, Jahresbericht tiber Thierchemie. 1887, 8.477ff.

3) Chittenden and S. E. Allen, Influence of various inorganic and
alkaloid salts on the proteolytic action of Pepsin-Hydrochlorie acid.
Transactions Connecticut Academy. 7. Bericht in Maly, Jahresber,
Bd. 15. 8. 277.
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sich ebenso die Chloride und das Kaliumbromid verhalten. In
siner spiteren Arbeit') berichtet Chittenden, dass Paraldehyd
und Thallinsalphat in grosser Verdiinnung die eiweisslésende
Kraft des Pepsins erhdhen, in grosseren Dosen aber hemmen.

Es wird spiterer Beabaehtunaen bediirfen, um zu unfersuchen,

ob sich die erwilinten Substanzen der Labgermnunw gegeniiber

analog verhalten. Fiir das Chloroform soheint es uns nach
unseren Versuchen erwiesen, dass es, in ganz kleinen
Quantititen zugesetzt, die Gerinnung b&f@rdm&,ﬁ in
grésseren hemmt.

Tch komme nun zu dem zweiten Theil meiner Arbeif, wel-
cher sich mit der Frage beschiftigt, unter welchen Bedingungen
eine Lisung von Siurecasein zur - Gerinnung gebracht Wexden
kann, Peters hat hieriiber sehr auffillige Angaben gemacht, u
deren Priifung es sich in erster Linie handelfe.

Hammarsten®) sagt dariiber: ,8chligt man aus der Mileh
oder aus einer Caseinlosung das Casein mit einer Siure nieder,
wiischt den Niederschlag mit Wasser und 1ést ihn in einer mog-
lichst geringen Menge Alkalis, so hat das Casein, selbst wenn
man mit Phosphorsiore neutralisirt, dis Elgen%ha,ft mit Lab zo
gerinnen, verlorep. In seinem Lehibuch der physiologischen
Chemie- giebt Hammarsten an, dass das Casein der Lab-
wirkung wieder zugamﬂmh wemacht werden kann durch Losen
in Kalkwasser und Neutralisiren der Ldsung mit stark verdiinnter
Phosphorsiiure,  Hierdurch kann nach seiner Ansicht das Casein
anscheinend in Ldsung bleiben, ist jedoch wahrscheinlich wohl
nur stark gequollen, wie in der Milgh, ‘und wloiehaeiﬁg enthilt
die ﬂu@mgkelt reichliche Mengen Ga]uumpho&pmt ohne 'dass
irgend eine Fillung oder irgend welche wapendwte Partikelchen
in ‘ihr wu sehen sind. Eme Labgerinnnng - kann also nach
Hammarsten nur bei Abwe@enhelt siner hmremhenden Menge

1) Ohittenden, Tnfluence of qevaml new therapeutic agents on amylo-
Iytie and proteolytic achqn, tudmv from the laboratory of physio-
logical Chemisiri of Vale University. 3. p.60. Bericht in Maly,
Jahresber, Bd, 20, 8. 2494, ‘

% Hatmmarsten, Usber den chemischen Verlaul bei der Gerinhung des
Caseins mif Lab. Maly’s Jabresber. I¥: . 135
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von Kalksalzen eintreten. Noch eine andere Methode giebt
Hammarsten an: Man kaon Casein in Dinatriumphosphat 1osen
und zu dieser Losung eine gewisse Menge Chlorcalcium hinzu-
fiigen. ‘

Peters behauptet in seiner Arbeit, man bediirfe der Neu-
tralisation mit Phosphorsidure, wodurch Hammarsten die
Lésungen der Milch méglichst dhnlich habe machen wollen,
nicht, sondern es gentige, das durch Saure gefillte Casein in
Kalkwasser zu l6sen, um eine fiir Lab gerinnbare Lisung zu er-
halten.

Gleich im Beginn der Nachpriifung stiessen wir auf eine
sehr wesentliche Differenz. Peters giebt an, dass es nicht ge-
linge, das Casein durch eine einmalige Ansiuerung der Milch
vollstindig auszuftillen. Macht man das Filtrat von dem Casein-
niederschlag alkalisch und -setzt wiederum Essigsiure hinzu, so
{allt nach ihm wieder Casein aus u. s. w. Peters konnte dieses
abwechselnde Alkalisiren und Ansiuern 4—b5mal und noch &fters
wiederholen und erhielt immer noch einen Niederschlag. Den
dann etwa noch in der Milchsiure bleibenden Rest von Eiweiss-.
kérpern betrachtet er gleichfalls als Casein, er leugnet somit die
Gegenwart eines nicht durch Saure fallbaren Eiweisskorpers, des
Lactalbumins in der Milech. TUnsere Versuche lieferten durchaus
entgegengesetzte Resultate. Verfahrt man beim Zusatz von Essig-
siure zu der verdiinnten Milch vorsichtig, unter sorgfiltiger Ver-
meidung eines jeden Ueberschusses, so erhiilt man aus dem
alkalisirten Filtrat von Casein durch Essigsdurezusatz keine Spur
von Fillung mehr, wohl aber durch Kochen. Wir miissen daher
im stricten Gegensatz zu Peters behaupten, dass die bisherige
Anschauung von der Gegenwart des durch Essigsiure fillbaren
Caseins und eines nicht dadurch fillbaren Lactalbumins voll-
kommen richtig ist.

Versuch XXVII

BEs wurde aus einem, mit 2 Liter Wasser verdiinnten Liter Milch das
Casein durch Essigsiure ausgefilli. Der Niederschlag wurde abfiltrirt, das
Filtrat durch .sebr verdiinnte. Natronlauge wieder alkalisch gemacht; dann
wieder mit verdiinnter Essigsiure versetzt, es war aber absolut kein Nieder-
schlag zu erzielen. Der Niederschlag wurde erst -auf dem Filter, dann in
der Reibschale gewaschen, darauf in einer schwachen Sodalfsung. aufgeldst,
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abfiltrirt und das sehwaeh opalisirende Filtrat wiederum mit Fssigsure ver-
setzl, Ddies wurde 3mal gemacht. Alsdann hatte man eine von Feit und
Yilchzueker frefe Substanz. Von dieser noch ganz feuchien Substanz wirden
16'g abgewogen, dlese mit 100 com Wasser in der Reibschale verrisben,
und mit Kalkwasser (1o cemy gelfst, 8o erhielt man eine milchige Flilssigheit.
Mit - dieser wurden verschiedene Versuche gemacht. Es wurden a) 20 com
daven mit 2 com siner Labldsung (das: stirkere Priparat 0,1:30,0) versetat.
b) in, 20 cern wurde 0,1 Lab (in ganz wenig Wasser gelfst) divect hinein-
geworfen, . ¢ ein f‘ontro]g figchen. ohne Lab beobachiet, Diese Proben wur-
dep sine Stunde lang im Wa%erbad bei 400 o*ﬂldswn Fine typische
Gerinpung trat nickt ein. Dagegen zeigte gwh in dem Glase a) aine
lgichte Awfhellung; in dem Glase b) eine starke Awufhellung: in beiden
Glssthen zeigte sich ein schwacher Bodensatz. Glas. ¢) unverandert.
Bei.ginem zwelion Versuch. derselien Art wurde beobachitet in:

Glas a) Teichte Aufhell ung, sehwacher Bodensatz.

Glas b) starke Aufhellung, starker Bodensatz.

GHas o} unverindert.

Bei beiden Versuchen- war das Besultat fast fibereinstimmend, und es
trat jedenfalls  keine. typische Gerinnung ein. An dieser Stelle mag iiber-
haupt betong werden, dads als wnbedingtes Postulat stets gin Controlversuch
mit der zu labenden Flissigkeit ohne Lab zw fordern ist, da wan somst nie
beurtheilen . kann, inwieweit etwa die Whrme verfindernd wirkt. Solche
Jontrolversuche sind aber nur an wenigen Stellen in der oben erwihnten
Profsschrift angestellt worden. Ferner ist der Begriff der Gerinnung diber-
haupt. ein’ weitgebendér; uiserer Meinung nach kann man von Gerinnung
liberhanyl wur sprechen, wenn entweder eine vollstindige Coagulation ein-
tritt oder wenigstens. ein flockiger Niederschlag sichibar ist. Wir konnten
uns also bei dem. vorhin besprochiensn Versuch nur davon fiberzeugen, dass
eine Aufhell lung der Plissigheit durch das Lab eintrat, susserdem ein ge-
ringer, bezw stirkerer Boden atz. Letzterer wurde, machdem die klare
Flissigkeit Hbgegaswn war, vorsichtly mit- Aqu. destill gewaschen, sodann
in wenig- verdinnter Essipsfure geldst und Reactionen damit angestellt;
bel 3 glefohartigen: Versuchen ergaben. sich folgende Reactionen:

Na0l-Essigobure Tribung Tribung Trilbung
Essigsiwre-sPerro- keim Nieder- kein Nieder kein Mieder-
cyankalinm sehilag sohlag schlag
Salzgiurert-Phogphor-  Hockiger Nieder- flockiger Nieder- flockiger Nieder-
wolfeamafiurs seilag sohlag schlag
Salpetorsinre Gelbfirbung Gelbfirbung mit Gelbfirbung mit
‘ MaOH orange NaOH orange
Biuretprobe deutlich deutlich deutlich

Quecksitberchlorid Nijederschlag Nisdersthlag Niederschlag,

Zum Vergleiche stellte iph dieselben Reactionen mit einer Labldsung
(0,1.: 50,0% an.
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NaCl--Essigsiure ganz schwache Tribung
Essigsiure— Ferrocyankalium starker Niederschlag
Salzsiure—+ Phosphorwolframséiure geringer Niederschlag
Salpetersiure negativ

Biuretprobe negativ
Quecksilberchlorid geringer Niederschlag.

Versueh XXVIIL

Es wurde aus einem Liter Milch, welche mit einem halben Liter Wasser
verdtinnt war, das Casein ausgefillt, abfiltrirt. Das Casein wurde alsdann
mehrmals gewaschen, wie friher gereinigt und alsdann eine 4procentige
Ldsung hergestellt, indem 12 g Casein in 300 ccm Kalkwasser geldst wurden.
Es gelang nun bei zahlreichen Versuchen, trotz vorsichtigsten
Arbeitens, nie, durch Lab, welches in Controlversuchen Milch
in wenigen Minuten zum Gerinnen brachte, eine Coagulation
zu erhalten.

Wir versuchten nun ganz vorsichtig, die Losungen durch
ganz verdiinnte Phosphorsiure zu neutralisiren; aber auch so
gelang die Gerinnung nicht. Dies ist iberhaupt nicht mdglich,
wie Courant') in einer im Laboratorium von Roehmann ver-
fassten Arbeit, welche von Peters iiherhaupt nicht berticksichtigt
worden ist, ausfiihrlich nachgewiesen hat. Die Calciumcasein-
verbindungen sind nach ihm bei Abwesenheit von Kalksalzen fiir
Lab ungerinnbar. Diesen Satz konnen wir durchaus bestitigen.

Um ein Kalkwasser mit méglichst constantem Kalkgehalt
zu erhalten, wihlten wir das dort angegebene Verfahren. Es
wurde reiner gebrannter Kalk in destillirtem Wasser verrieben
und die Kalkmilch 24 Stunden stehen gelassen. Darauf filtrirte
ich nach ofterem Umschiitteln die Kalkmilch durch ein Falten-
filter und benutzte das Filtrat in der von Courant angegebenen
Weise zur Losung des Caseins. Dieses ldst sich langsam, aber
vollstindig in Kalkwasser, am besten so, dass zu der genau ab-
gewogenen Caseinmenge zuerst wenig Kalkwasser gesetzt wird,
dann unter bestindigem Verreiben in der Reibschale allmé#hlich
der Rest. So hat sich nach 1 Stunde das Ganze geldst.

Wir priiften nun die dort gemachten Versuche nach, nur
mit der unwesentlichen Aenderung, dass wir die doppelten Quanti-
titen nahmen. Die allzu kleinen Mengen erschwerten das Ar-

1) Georg Courant, Ueber die Reaction der Kuh- und Frauenmilch, -
Inaug.-Diss. Breslau 1887, :
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beiten unniitz und lessen die Resultate weit weniger deutlich
hervortreten.
Versuch XXIX.
0,6 g Casein, wit 4 cem Kalkwasser verrisben, bildet einen gallertigen
Brei, welcher mit Liab nicht gerinnt.

Versnch XXX,

Verrsibi man 0,8 g Casein mit 8 cem Kalkwasser, so bildet sich im
Verlauf von mehreren Stunden eine undurchaichtige, milehweisse, vollstindige
Losung von Dicaleiumcasein, welehe mit Lab ebenfalls nicht gerinnt.

Hieraus geht also der oben erwiibnte, schon von Hammarsten in dho-
licher Form ausgesprochene Batz hervor: ,Die Calciumeaseinverbindungen
sind el Abwesenheit von Kalksalzen fiir Lab ungerinnbar®.

Versueh XXXL

Man erhilt aber sofort eine wolltommene Gerinnung, wenn wan 0,6 g
Casein mit 8 cem Kalkwasser verreibt und zu der Lésung 10 Tropfen einer
i pracentigen Chlorcaleiumlisung setzt. Diese Lésung ist fiir Phenolphthalein
sauer.

Wir kinnen nun mit Courant also schliessen, dass nur das fiir
Phenolphthalein saure Dicaleiumeasein fiir Lab gerinnbar ist, wenn neben
demselben ein ldsliches Kalksalz (z.'B. Caleiumchlorid, Calciumsulfat) vor-
handen ist. Genan so, wie Courant angegeben hat, erhilt man auch eine
gerinnbare Lisung, wenn wan pu der Losung ven Cdsein und Kalkwasser
Normalschwefelsiure setst.

Versuch XXXIL

Bs wurden 0,6 g Uasein mit 10 ¢pm Kalkwasser verrieben, alsdann

2,9 cem Yy Normalschweflplsinge hinzngefiiglh Nach wenigen Minuten traf
sine fast vollstindige Gérinnung durch Lsb ein.

Courant verweist dann weiterhin auf die analogen Ver-
bindungen des Caseins mit Natrium, wie mit Calcium und giebt
an, fiir Lab gerinnungsfihige Lisungen dadurch herzustellen, dass
man Lisangen von Dinatriumecasein lésliche Kalksalze hinzufiigt.
— Dinatriumeasein verhélt sich alsp analog wie Dicalciumecasein.

Ebenso wurde auch in. den beiden ausserdem von Courant
gewdhlten Versuchsanordnpngen ﬁypi‘sche Gerinnung erhalten.

Versueh XXXIIL
0,8 g Casein werden in 3,0 com 7% Normalnatronlauge und 7,0 Wasser
gelost und nach erfolgter Losung 10 cem 0,4 procentiger Chlorcalciumlosung
hingagesetzt. Diese ist in-derselben Welse gerinnungsfihig, wie die Losung
des folgenden Versnches. ' ‘
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Versuch XXXIV.

0,6 g Casein in 10 cem 1,25 procentigem Dinatriumphosphat gelést und
die- Losung mit 10 ccm O,4procentiger Chlorcalciumldsung versetzt, giebt
typische Gerinnung.

Schliesslich kommt Courant zu dem Schluss, den auch wir
bestétigen miissen:

»Alle mit Lab gerinnenden Caseinlésungen reagiren ebenso
wie die Milch fiir Lakmoid alkalisch, fiir Phenolphthalein sauer.“

Wir wollen hier nur die Frage streifen, ob es mdglich ist,
den Kise wiederum der Labgerinnung zuginglich zu machen.
Diese Frage, iiber welche wir eigene Versuche nicht angestellt
haben, wird, so viel wir wissen, von allen Autoren verneint.
Besonders Hammarsten vertritt den Standpunkt, dass das
Paracasein unter keinen Umstéinden der Labgerinnung wieder
zuginglich zu machen ist. — Hammarsten') sagt: ohne die
Anwesenheit von Kalk kann eine Késebildung mit Lab nicht
zu Stande kommen, ferner: ohne Anwesenheit einer geniigenden
Menge von Kalk und Phosphorsiure ist kein normaler Kise zu
erhalten. Schliesslich ist seiner Meinung pach der chemische
Verlauf bei der Caseingerinnung derart, dass das Casein in eine
Modification tibergefiihrt wird, ausgezeichnet durch geringeres
Losungsvermogen fiir das Calciumphosphat und vor Allem durch
die Figenschaft, mit Lab nicht mehr gerinnen zu kénnen.

Auch Ad. Meyer?®), welcher ebenfalls die Wiedergerinnbar-
machung des Kises leugnet, ist der Meinung, dass das Un-
wirksamwerden des Labfermentes nach der stattgefundenen Aus-
fallung des Késes weniger daraus zu erkliren ist, dass seine
Thétigkeit als solche éine Schwichung erleidet, als dadurch,
dass es zugleich mit dem Késegerinnsel niedergerissen wird. —
Schliesslich betont auch Roehmann?®), dass eine Kiselosung,
die durch Lab gerdnne, nicht hergestellt werden kann.

Y Hammarsten, Ueber den chemischen Verlauf bei der Gerinnung des
Casgeins mit Lab.

%) Meyer, Neue Beitrige zur Kenntniss der Wirkung des Labfermentes.
Landwirthschaftl. Versuchsstat. 29. 247,

% Roehmann, Anleit. zum chem. Arbeit. f. Mediciner.
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Nach Peters gelingt es dagegen, in Kalkwasser gelBstes
Labcasein durch Lab auf’s Neue zur Gerinnung zu bringen.

Weitere hochst auffdllige Angaben macht Peters dber
die Hahigkeit des Labs, auch andere Hiweisskorper ausser dem
Qasein zur Gerinnupg zu bringen. Peters suchte. zuniichst auf
das Molkeneiweiss einzuwirken; seinen Versuch stellten wir eben-
falls an. ‘

Versuch XXXV.

s wurde & Liter Milch durch Lab zur Gerinnung gebracht, der Nieder-
sehiag abfiltrirt und das Filtrat unter Zusatz von Essigsiure gekocht. Der
zuletzt ausgeschiedene Eiweisskirper, das Laktalbumin, wurde nach dem Er-
kalten abfiltrirt, ansgewaschen, in verdinnter Sodalisung mehrfach geldst,
wiederum durch Saure ausgefillt und schliesslich in: Kalkwasser geldst.

Nach Zusatz von reichlichsten Labmengen entstand selbst unter giinstig-
sten Bedingungen keine Hiweissfiliung, wie sie Peters beobachtet
haben will. Es trat nur gegenfiber einer Controlprobe ohne Lab eine ge-
ringe Anfhellung ein. Auch sergfiltigste Neutralisation mit Phosphorsiure
fihrte zu keinem Resultate, da stets schon vor vollstindiger Neutralisation
ein Niederschlag eintrat. Auf diesen Umstand macht schon Hammarsten
aunfmerksam,

Apch an dieser Stelle ist es n&thig, zu betonen, dass wir
dauernde Controlversuche ohne Lab fiir unbedingtes Erforderniss
halten.

Hs war uns also nicht gelungen, das zuerst vom Lab nicht
coagulirte Molkeneiweiss der Labgerinnung znginglich zu machen.
Das negative Resultat dieses Versuches war fiir uns weit weniger
ermuthigend, es auch mit Gerinnbarmachung anderer Stoffe
thierischen uud pflanzlichen Ursprungs zu versuchen, als fiir
Peters das positive in dieser Hinsicht. Trotzdem machten wir
uns daran; frithere Forscher vor Peters hatten bekanntlich die
Einwirkong des Labs auf andere Eiweisskirper, als auf das
Casein der Milch geleugnet. Diesem Zwecke waren die belden
nichsten Versuche gewidmet, welche genau nach der von Peters
angegebenen Methode auvsgefiihrt wurden.

Versuch XXXVL

Das Weisse von 10 Hihnereiern wurde in einem Glase mit einer Scheere
sorgfalig zerschnitten, colirt nnd durch langsamen Zusatz von Natronlauge
zur Gallette gebracht, Diese wird in bohnengrosse Stiicke geschnitten und
in 5 Liter Wasser bis zum nfchsten Tage avsgewaschen, indem das Wasser
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von Zeit zu Zeit umgeriihrt und Ofter gewechselt wurde. Nachdem das
Alkali madglichst entfernt war, wurden die Stiickchen herausgenommen und
in kochendes Wasser geschiittet, in welchem sie sich nach # Stunden auf-
losten. Nach dem Erkalten wurde die Flissigkeit filtrirt und das Eiweiss
mit verdinnter Essigsiure ausgefillt; dieser Niederschlag wurde filtrirt und
sorgfiltig in einer Reibschale mit Kalkwasser verrieben. Die erhaltene Lo-
sung wurde in vier Theile getheilt und in’s Wasserbad gesetzt.

Beschaffenheit des Lab Gerinnung
1. ohne Lab keine Gerinnung
2. neutrales Lab keine Gerinnung
3. gekochtes Lab keine Gerinnung
4. schwach saures Lab!)  deutlich flockige Féllung.

Das Ergebniss unter 4. kann aber nicht als beweisend angesehen wer-
den, denn man erhielt dieselbe Fallung, wenn man dieselbe Tropfenanzahl
einer Lisung mit demselben Siuregehalt ohne Lab zusetzte.

Um die Wirkung des Lab auch auf pflanzliche Eiweissstoffe
zu priifen, wurde der nichste Versuch angestellt.

Versuch XXXVII

1 kg feinsten Weizenmehls wurde mit 4 Litern Wasser, die 1 pro mille
Natronlauge enthalten, in Reibschalen vertheilt, verrichen und dann in
3 grosse Cylinder gegossen. Am nichsten Tage wurde die obere, aus einer
hellgelben Flissigkeit bestehende Schicht davon abgegossen filtrirt und mit
verdinnter Essigsiure ausgefallt. Der Niederschlag wurde in Kalkwasser
gelost; darauf wurde die Losung in 4 Theile getheilt und in ein Wasserbad
von 40° gebracht.

Lésung Beschaffenheit des Lab Fallung
1. neutralisirt ohne Lab keine Fillung
2. neutralisirt gekochtes Lab keine Fallung
3. neutralisirt ungekochtes Lab deuntliche Aufhellung
4. alkalisch gelassen ungekochtes Lab keine Fillung.

Nun will ich nor noch kurz einige Versuche anfiihren,
welche ich analog den mit Lab angestellten mit Papayotin
(E. Merck in Darmstadt) ausfihrte. Ich stellte zu diesem -
Zwecke eine etwas concentrirtere Losung des kiuflichen Pa-
payotins als die analoge Lablosung dar, da sich eine solche als
nicht wirksam erwiesen hatte, von 0,2:40,0. Es wurden wieder
jedesmal 20 ccm genuiner Milch benutzt. Das zusammenfassende
Resultat der Versuche war folgendes.

) 6 Tropfen Essigsiure auf 10 cem Lablésung.
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Versuch XXEVIII,

papayotinlos Gerinnungsdauer
20 com. Mileh 1 cem keine Gerinnung
20 - 2 - keine Gerinnung
20 - - 4 - nach § Btunde
20 - - 0,05 direct hineingeworfen nach 2 Minuten.

S

Fassen wir die Ergebnisse des zweiten Theilos unserer Arbeit
zasammen, so ergiebt sich Folgendes: :

1. Das Lab wirkt nur auf das Casein der Milch,
sonst auf keine Biweisskorper thierischen oder pilanz-
lichen Ursprungs.

2. Alle mit Lab gerinnenden Caseinlésungen rea-
giren ebenso wie die Mileh fiir Lakmoid alkaliseh, fiir
Phenolphthalein sauer.

3. Eine Uaseinlésung ist nur bei Anwesenheit von
loslichen Kalksalzen (2. B. Caleiumchlorid, Calciam-
sulfat) gerinnbar.

Bevor ich die Arbeit schliesse, erfiille ich die angenehme
Pflicht, Herrn Prof. Salkowski fiir die freundliche Unterstiitzung
bei der Bearbeitung des von ihm gestellten Themas, sowie fiir
die bei meinen Versuchen von ihm geiibte Controle meinen auf-
richtigsten Dank auszusprechen.



