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Wﬁhrcud man, seit den Arbeiten von PerLovze und F. Sivox?), die
Milechgerinnung mit Lab fast allgemein als eine secundire, durch die bei
der Gihrung des Milchzuckers entstandene Milchsiure vermittelte, Aus-
scheidung des Caseins betrachtete, wies ich in meiner ersten, im Jahre
1872 erschienenen Abhandlung iber die Milchgerinnung®) diese Ansicht
als eine durchaus unbegriindete und unrichtige zuriick. In dieser Abhand-
lung hob ich namlich nicht nur die Fihigkeit des Labfermentes die Milch
bei amphoterer oder schwach alkalischer Reaction zun coaguliren stark
hervor, sondern ich lieferte darin auch den Beweis, erstens, dass auch
die absolut milchzuckerfreien Caseinléosungen mindestens eben so gut
wie die Milch selbst mit Lab gerinmen konnen, und, zweitens, dass das
von mir zuerst isolirte, geremigte Labferment auf den Milchzucker keine
umsetzende Wirkung auszniiben im Stande ist. Unabhiingiz von mir
und auf anderen Wegen sind 2 Jahre spiter Karrerier und Avex.
Scaminr *) zu Resultaten gelangt, welche mit den meinigen vollkommen
tibereinstimmen, und seitdem nunmehr simmtliche meine Beobachtungen
auch in Kiranes Laboratorium von Kikenser *) bestiitigt worden sind, muss
wohl die Fihigkeit des Labfermentes, das Casein auch bei Abwesenheit
von Milchzucker zu coaguliren, als eine feststehende Thatsache betrach-
tet werden.

') J. Frawz Spiox : Handbuch der angewandten medicinischen Chemie. Berlin
1840. Bd. 1.

) Oror Hamymanstes: Om mjolk-ystningen och de dervid verksamma fermenterna
1 magslemhinnan. Upsala likaveforenings forhandlingar. Bd. 8. 18372—1873.

*) ALexawper Scumint: Ein Beitrag zur Kenntniss der Milch, Dorpat 1874,

1} W. Kircuser: Beitrige zur Kenntniss der Kuhmileh und ihrer Bestandtheile
nach dem gegenwiirtigen Standpunkte wissenschaftlicher Forschung. Dresden 1877.
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In derselben Abhandlung fiihrte ich anch den Beweis, dass das
Alkalialbuminat, selbst wenn es in der Mileh aufeelést wird, bei ampho-
terer oder schwach alkalischer Reaction gar nicht mit Lab zu coaguliren
ist; aber nachdem ich spiter') die Anwesenheit eines Kalksalzes als ein
sehr wichtiges Gerinnungsbedingniss erkannt hatte, blieb es nothig, mit
milchzuckerfreien Losungen mnicht nur von Alkali- sondern auch von
Caleium- resp. Caleinmphosphatalbuminat Gerinnungsversuche anzustellen.
Soleche Versuche sind theils von mir, theils unter meiner Leitung von
Luxpeers*) und Morver angestellt worden, aber stets war der Erfolg ein
negativer. Das Verhalten zun Lab ist also etwas fiir das Casein Speci-
fisches und durch diese fundamentale Eigenschaft unterscheidet sich
dieser Stoff nicht nur von dem Alkali- resp. Kalkalbuminate sondern
auch von jedem anderen, bisher bekannten Eiweisskérper,

Wenn es sich nur darnm handelt, diese fundamentale Figenschaft
des Caseins zn constatiren, kann man allerdings mit der Darstel-
lung einer miglichst reinen Caseinlésung sich begniigen. Wenn es da-
gegen darauf ankommt, die niheren Gerinnungsbedingungen zn ermit-
teln, ist es oft néthig, mit einem und demselben Casein mehrere Ver-
suchsreihen anzustellen, und fiir diese Fille ist es nicht nur — wegen
der allmiihlich eintretenden Zersetzung der Caseinlésungen — bequemer
sondern anch im Interesse eines exacten Kxperimentirens besser, mit
einem getrockneten, auf einen Gehalt von Verunreinigungen genauer zu
priifenden Caseinpriparate zu arbeiten. KEs ist nun allerdings nicht
gchwer, ein reines, trockenes Cagein darzustellen, aber das in iiblicher
Weise mit Alkohol und Aether entfettete Casein wird durch die Darstel-
lungsmethode leicht derart veriindert, dass es schwerloslicher wird und
dem entsprechend auch fiir Gerinnungsversuche weniger brauchbar ist.
Ich habe desshalb anch mein Augenmerk vor Allem auf die Remdar-
stelluing eines getrockneten, durch die chemischen Manipulationen nicht
merkbar verinderten Caseins gerichtet.

Von den Methoden, welehe zu dem Zwecke versucht werden kinn-
ten, sind mnicht alle gleich braunchbar. Die Eigenschaft des Caseins,
durch iiberschiissiges Kochsalz ausgeschieden zn werden, ist, wie ich in
meiner ersten Abhandlung gezeigt habe, fiir die Darstellung von einem
unverinderten, milchzuckerfreien Casein von grossem Werthe, und die

) Ovor Haswamstes: Om det kemiska forloppet vid Caseinets coagulation med
lope. Upsala likareforenings forhandlingar. Bd. 9. 1873 —1874.

) L. V. Luspperc: Smirre Bidrag till kiinnedomen om Cascinet. Upsala
likaref, forh, Bd. 9.
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auf diese Eigenschaft basirte Methode diirfte auch — wegen des im All-
gemeinen indifferenten Verhaltens der Neutralsalze zu Eiweisskorpern —
vielleicht von allen die grésste Garantie fiir die Reingewinnung eines
unverinderten Caseins darbieten. Diese meine Methode wird anch von
Kircuner?') der iiblichen Darstellung des Casgeins durch Fillen mit einer
Siure vorgezogen. Wenn es sich um die Darstellung eines ganz reinen
Caseinpriparates handelt, ist indessen die sonst gute Kochsalzmethode
nicht recht brauchbar, denn wenn sie auch die Entfernung des Fettes
und des Milchzuckers gestattet, ist doch die Entfernung simmtlicher
Mineralbestandtheile durch sie nicht méglich. KEs kann zwar die Haupt-
masse der Mineralbestandtheile mit dem riickstindigen Kochsalze durch
Dialyse entfernt werden, aber ein vollstindiges Entfernen simmtlicher
Mineralbestandtheile gelingt nicht einmal durch sehr anhaltende Dialyse.
In den Versuchen von Karrerrer schied sich nimlich das Casein nach
lange fortgesetzter Dialyse allmihlich vollkommen aus, aber dieses Ca-
sein, welches noch Spuren von Calciumphosphat enthielt, war in Folge
der Dialyse so unléslich geworden, dass es weder in dem Milchdiffusate
noch in Essigsiure oder Natronlauge sich aunfliste.

Nach dem eben Gesagten ist es leicht begreiflich, dass ich die
Dialyse nicht als eine Methode zur Reingewinnung des Caseins branchen
konnte. Es war iibrigens diese Methode auch schon desshalb nicht zn
brauchen, weil sie nur fiir die Darstellung von kleineren Caseinmengen
geeignet ist.

Es kann also ein ganz reines, d. h. ein auch von Mineralbestand-
theilen ganz freies Casein weder durch die Kochsalzmethode noch durch
Dialyse gewonnen werden, und da nun, wie ich in meiner zweiten Ab-
handlung gezeigt habe, die Mineralbestandtheile einen aunsserordentlich
grossen FKinfluss auf die Caseingerinnung ausiiben, musste ich mich also
nach einer anderen Methode umsehen. Es blieb mir dabei nur iibrig,
die Fillung des Caseins mit einer Siure zu versuchen.

Gegen die Methode, das Casein mit einer Siure zu fillen, welche
Methode ich der Kiirze halber hier die Siuremethode nennen will, kann
man einwenden, dass die Eiweisskorper im Allgemeinen, und demnach
wahrscheinlich auch das Casein, durch Siiuren leicht verindert werden.
Diese Einwendung, welche in der That von Kircuxer erhoben worden
i8f, scheint mir doch von nur untergeordneter Bedeutung zu sein. Es
ist nimlich allerdings wahr, dass simmtliche Eiweissstoffe durch Siuren

) A a 0. p. 40.
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in Acidalbumine iibergefiihrt werden kinnen, aber es ist dazu oft eine
anhaltende Einwirkung der Siure nothig, und stets muss dabei die Siure
im Ueberschuss vorhanden sein. Es werden also, um nur ein Beispiel
anzufiihren, sogar Globuline, die doch leichter als andere Eiweissstoffe
in Acidalbumine umgewandelt werden, nur in saurer Lisung, also nur
bei Ueberschuss von Sidure, in Syntonine iibergefiihrt, wihrend sie, wie
dies z. B. mit dem Paraglobulin der Fall ist, ohne eine nachweisbare Ver-
inderung zu erleiden, durch Siurezusatz gefillt werden kiénnen. Nun
vermeidet man bekanntlich bei der Ausfiilllung des Caseing — gerade
wegen der Leichtloslichkeit dieses Eiweissstoffes in iiberschiissiger Siure
— jeden Siureiiberschuss, und mit dem Siurezusatze beabsichtigt man
nur, das Casein aus seiner Verbindung mit Alkalien oder alkalischen
Erden frei zu machen. Lege ich noch hierzu, dass das Casein eine un-
gemein weniger veriinderliche Substanz als die Globuline ist, so kann
ich den von Kircoser gegen die Siuremethode ausgesprochenen theo-
retischen Bedenken keine grissere Bedeutung beilegen.

Sieht man von den theoretischen Bedenken ab und fragt man, wie
es thatsiichlich mit der Resistenz des Caseins gegen Siuren sich ver-
hiilt, so muss, wie ich glaube, die Siuremethode unzweifelhaft als eine
berechtigte angesehen werden. Meine Versuche haben nimlich gelehrt,
dass es kaum irgend ein bisher bekannter Eiweissstoff' giebt, welcher
gegen Siuren eine grossere Resistenz besitzt als das Casein, und be-
lehrend sind in dieser Beziehung vor Allem die von Luxpeere') unter
meiner Leitung ausgefiihrten Versuche.

Als Unterscheidungsmerkmal zwischen dem Casein einerseits und
dem Syntonin oder Alkalialbuminate andererseits benutzte Luxpeerc das
ungleiche Verhalten der genannten Eiweissstoffe zu Lab, und von diesem
Verhalten ausgehend bestimmte er die Geschwindigkeit, mit welcher das
Casein durch Siuren oder Alkalien in Acid- resp. Alkalialbuminat iiber-
gefiihrt wird. Es stellte sich dabei heraus, dass das Casein nicht nur
im Allgemeinen eine grosse Resistenz gegen Siuren besitzt, sondern
speciell der Einwirkung von Siduren einen grisseren Widerstand als der
Emwirkung von Alkalien leistet. Als Belege fiir die Widerstandsfihig-
keit des Caseins gegen Siuren erlaube ich mir aus Luxpperes Abhand-
lung hier folgende Daten anzufithren. FEine Losung, welche bei einem
Siauregehalte von 0,2°, HCl 1,8°%, Casein in Lésung hielt, konnte 8
Stunden bei 45° C. digerirt werden, ohne dabei in Acidalbumin iiberzu-

1y A, 8 O,
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gehen. FEin anderer Theil derselben Lisung, welcher in einem kiihlen
Zimmer bei 0° C. bis +5° C. aufbewahrt wurde, war nach Verlauf von
14 Tagen noch nicht merkbar veriindert worden. Ein dritter Theil der-
selben sauren Losung konnte endlich 40 Minuten lang gekocht werden,
ohne nachweisbar in Syntonin iiberzngehen, wihrend nach 2-stiindigem
Kochen simmtliches Casein in Acidalbuminat iibergefiihrt worden war.

Es ist nun freilich nicht unméglich sondern im Gegentheil sogar
wahrscheinlich, dass eine geringfiigige, theilweise Umwandlung des Ca-
seing iibersehen werden kénne, so lange noch die Hauptmasse dieses
Stoffes ihre Gerinmungsfihigkeit mit Lab nicht eingebiisst hat. Die eben
angefiihrten Versuche beweisen also vielleicht nicht, dass das Casein
innerfialb der genannten Zeitrinme absolut keine Veriinderung erlitten
hatte; aber immerhin mochten sie doch beweisen, dass wenigstens der
unverhiiltnissmiissig grisste Theil des Caseins beziiglich des Verhaltens
zu Lab ganz unverindert geblieben war, und hierin sehe ich einen Be-
weis fiir die unerwartet grosse Widerstandsfihigheit des Caseins gegen
Sauren. Die Fihigkeit mit Lab zu gerinnen ist nimlich etwas fiir das
Casein Specifisches, und so lange diese Eigenschaft noch erhalten ist,
kann ich unméglich an eine durchgreifende Veriinderung des Caseins
durch die Sidurewirkung glauben.

Es kinnte also das Casein durch die Siuremethode hichstens eine
nur geringfiigige, auf das Verhalten zu Lab nicht einwirkende Veriinde-
rung  erleiden; aber eine solche Verinderung miisste doch jedenfalls
anch durch irgend eine neue Eigenschaft des Caseins sich kund geben.
Nun habe ich indessen bei mehreren Gelegenheiten das zu wiederholten
Malen mit Essigsiure amsgefillte Casein mit dem typischen Casein der
Kuhmilch verglichen, ohne dabei in irgend einer Hinsicht, sei es in Be-
zug anf Loslichkeit oder Fillbarkeit, einen Unterschied zwischen beiden
zii bemerken; und da, nach meiner Ansicht, erst dann von einer Ver-
anderung die Rede sein kann, wenn diese Verinderung durch irgend
eine verinderte Figenschaft des fraglichen Stoffes sich kund giebt, kann
ich auch gegenwirtig nicht an eine Verinderung des Caseins durch die
Siuremethode — eine sorgfiltige und vorsichtige Arbeit vorausgesetzt —
glauben. Ich betrachte also diese Methode nicht nur als eine berech-
tigte sondern auch als die beste, wenn es sich um die Darstellung ei-
nes miglichst reinen Caseins handelt.

Bei der Darstellung des Caseins nach dieser Methode verfahre ich
in folgender Weise.
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Die frische Kuhmileh — das von mir ausschliesslich benutzte Ma-
terial — wird mit 4 Vol. Wasser verdiinnt und darauf mit so viel Essig-
siiure versetzt, dass die zugesetzte Siuremenge, auf die verdiinnte Milch
bezogen, etwa 001—0,1%, betrigt. Wenn man bei dem angegebenen
Verdiinnungsgrade diese Siuremenge wihlt, wird nicht nur das Casein
ohne nennenswerthe Verluste ziemlich vollstindig ausgeschieden, sondern
es setzt sich dabel auch ungemein rasch zum Boden und bildet binnen
Kurzem einen compacten Bodensatz, von dem die obenstehende Fliissig-
keit leicht mit einem Heber abgehoben werden kann. Eine Sduremenge
von etwa 0,05%, A kann nicht mit Vortheil zum Fallen der frischen Milch
benutzt werden, denn durch sie wird das Casein, wenn uberhaupt ein
Niederschlag entsteht, nur hiehst unvollkommen gefillt und man’ erlei-
det also hichst bedeutende Verluste an Casein. Grissere Siuremengen
kénnen zwar benutzt werden, aber da man mit ihnen — wenn sie auch
vielleicht nicht schiidlich wirken — nicht besser zum Ziele gelangt, und
iibrigens leicht durch Wiederauflésen von einem Theile des Caseins Ver-
luste erleiden kann, verfahre ich stets so, dass ich dem Gemische von
Wasser und Milch etwa 0,015—0,1°%, Essigsinre zusetze.

Es ist klar, dass diese Zahlen mit einer wechselnden Beschaffen-
heit der Milch anch wechseln kénnen; da indessen der Alkaligehalt der
frischen Milch keinen grossen Schwankungen unterliegt, diirften sie doch
vielleicht fiir die meisten Fille brauchbar sein. Uebrigens muss ich
hier bemerken, dass die angefiihrten Zahlen nur auf die mit destillirtem
Wassger verdiinnte Mileh sich beziehen, wiihrend sie fiir eine mit Brun-
nen- oder Wasserleitungswasser verdiinnte Mileh nicht gelten kionnen.

Verdiinnt man die Milch mit Brunnen- oder Wasserleitungswasser, 8o
muss nach meiner Erfahrung auch die Siiuremenge stets etwas grosser ge-
nommen werden. Dies gilt wenigstens, wie ich durch ein paar Versuche zei-
gen werde, bei Verdinnung mit Wasser aus der hiesigen Wasserleitung, *)

') Das hiesige Wasserleitungswgsser hat nach einer Zusammenstellung, die ich
AruiNs Abhandlung »Huru bir ett dricksvattens godhet bedémmas frin sanitir
synpunkt?s Svenska likaresillskapets nya handlingar Ser. IL. Del III. Stockholm 1871.
entnommen habe, folgende Zusammensetzung. 100000 Th. Wasser enthalten:

Caleimanifat SE. 0o e Rl
Calciumearbonab’ oo iinnin 146032
Magnesiumcarbonat... .. ..ccooccvivviinnn . 3,858
Kahiumearbonates i iniians dlisng
Natrinmearbonat ... ... laas
Chlornatriom oo, B,020

Baegelsiliure .. B o s e e IR
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Von einer ganz frischen Kuhmileh wurden 2 Portionen auf je 20
Ce. abgemessen und die eine mit 80 Ce. destillirtem Wasser, die andere mit
80 Ce. Wasserleitungswasser verdiinnt. Darauf wurden beide mit einer
Zehntelnormalessigsiiure versetzt, bis der erste bleibende Niederschlag
sichtbar wurde. Es waren dazu erforderlich bei Anwendung von destil-
lirtem Wasser 12 Ce. und bei Anwendung von Wasserleitungswasser
16,6 Ce. Im ersten Falle entstand also ein bleibender Niederschlag bei
einem (Gehalte von 0072 und in dem letzteren bei einem Gehalte von
0,099 %/, Essigsiure. In einem anderen Versuche mit Milch, 8 Tage
spiter von derselben Kuh genommen, waren auf 100 Ce. des Gemisches
von Milch und Wasser erforderlich: bei Anwendung von destillirtem
Wasser 12,1 Ce. und bei Anwendung von Wasserleitungswasser 16,7 Ce,
also fast absolut dieselbe Menge wie 8 Tage friiher. In diesem Falle
entstand also der erste bleibende Niederschlag bei Verdimnung mit de-
stillirtem Wasser bei einem Gehalte von 0,072 und bei Verdiinnung
mit Wasserleitungswasser bei einem Gehalte von 0,002, Essigsiiure.
Um eine moglichst vollstindige Ausfilling des Caseins zu erzielen,
waren in beiden Fillen noch grossere Essigsiuremengen nothig. Diese
ungleiche Wirkung von destillirtemn Wasser und Wasserleitungswasser hiingt
anscheinend von dem Gehalte des letzteren an Caleium- und Magnesinm-
carbonat ab. Diese Salze sind nidmlich sehr vorziigliche Lisungsmittel
fiir das Casein.

Das ansgefillte Casein kann zuerst durch Deecantation mit Wasser
gewaschen werden, und es ist dabei unerlisslich, die Decantation nur mit
destillirtem Wasser auszufiihren. Dies ist selbst dann unerlisslich, wenn
man anf die Darstellung eines moglichst reinen, namentlich von Mineral-
bestandtheilen freien Caseins verzichtet, denn das Casein ist so unge-
mein leicht léslich nicht nur in Alkalien, sondern auch in alkalischen
Erden und deren Carbonaten, dass es, wenigstens wenn es nicht mit
iiberschiissiger Sinre gefiillt wurde, sich allmihlich in Wasserleitungs-
wasser, wenn auch langsam, wieder auflosen kann. Beil Decantation mit
Wasserleitungswasser setzt sich desshalb auch das Casein nicht nur lang-
gam und schwierie zum Boden, sondern es gehen auch sehr bedeutende
Mengen davon durch Wiederauflisung verloren.

Uebrigens ist es wichtig, dass man beim Auswaschen mit Decanta-
tion rasch arbeitet und nicht das aunsgefiillte Casein lange unter Wasser
stehen lisst. Es wird nimlich das Casein dadurch etwas schwerlis-
licher und es biisst gleichzeitig theilweise die Fihigkeit, das Caleium-
phosphat zn losen, ein. Schon das Stehen unter viel Wasser iiber eine
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Nacht kann nachtheilig wirken, wilhrend das Aufbewahren des feuchten,
von dem iiberschiissigen Wasser befreiten Caseins auf einem Filtrum als
viel weniger schiidlich sich erwiesen hat.

Das durch Decantation rasch gewaschene Casein wird auf Lein-
wand gesammelt, ausgepresst und endlich portionenweise mit Wasser
in einer Reibschale fein zerrieben. Das fein zerriebene, in Wasser ver-
theilte Casein wird durch vorsichtigen Zusatz von einer verdiinnten Na-
tronlange gelost, wobei man darauf achten muss, dass der Flissigkeit
keine entschieden alkalische Reaction ertheilt werde. Das Casein ist
niimlich sehr empfindlich gegen die Einwirkung von Alkalien, und es
muss desshalb jeder Ueberschuss davon strenge vermieden werden, um
so mehr, als er auch in anderer Weise schidlich wirkt und iibrigens gar
nicht nothig ist. Das ungemein leichtlosliche Casein lost sich nimlich
bei dieser -Huh:unllungswoism nicht nur bei neutraler, sondern sogar bei
deuntlich saurer Reaction auf, und wenn man das Alkali allmihlich zu-
setzt, bis eine bleibende, schwach saure oder kaum neutrale Reaction
erhalten wird, l6st sich das Casein binnen Kurzem vollstindig auf, wenn
auch wegen der ‘grossen Fettmenge es dem Ungeiibten nicht immer leicht
ist zu sehen, wann eine vollstindige Lésung eingetreten ist.

Es ist noch ein zweiter Grund vorhanden, warum man das Casein
in moglichst wenig Alkali lésen soll. Dieser zweite Grund ist der, dass
wegen der spiter zn zeigenden Lislichkeit des Caseins in Natriumace-
tat die Menge der zu der folgenden Ausfillung néthigen Siure mit der
Menge des anwesenden Alkalis, resp. des gebildeten Natriumacetates,
wachsen muss. Um bei der folgenden Ausfilllung des Caseins mit Siure
einen vielleicht schidlich wirkenden Siaureiiberschuss vermeiden zu kin-
nen, 1st es also nothig, bei der Auflosung des Caseins in Alkal die
Menge des Alkalis moglichst klein zu nehmen.

Die nach stattgehabter Lisung milchiihuliche Fliissigkeit filtrirt
man durch mehrfache Filtren und erhilt dabei, wenn die Filtren fehler-
frei sind, ein nur schwach bliulichweiss opalisirendes Filtrat, in dem
gar keine Milchkiigelehen mit dem Mikroskope zu sehen sind. Siammt-
liche Fettkiigelchen werden von den Filtren zuriickgehalten.

Das so gewonnene, erste Filtrat wird mit Wasser verdiinnt und
mit Essigsiure gefillt. Das Casein scheidet sich dabei grobflockig
aus und setzt sich leicht zum Boden, aber es bildet auch sehr harte
Kornchen oder Kliimpehen, die durch Schiitteln zwar feiner aber doch
nie so fein werden, dass sie mit Wasser vollstindig ausgewaschen wer-
den kinnten. Ich sammle desshalb das zum zweiten Male gefillte Ca-
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sein anf Filtren, lasse die Fliissigkeit abtropfen, nehme dann das Casein
portionenweise von den Filtren und zerreibe es nnter Wasser so fein
wie moglich, bis keine grisseren Kornchen mehr sichtbar sind und das
Ganze das Aussehen einer feinen Emulsion angenommen hat. Nachdem
simmtliches mit Wasser fein zerrichene Casein in ein Becherglas aufge-
sammelt worden ist, bringe ich es auf Filtren, wobei diejenigen Casein-
kiornchen, welche vielleicht der Zerreibung entgangen sgind und zum
Boden des Gefiisses sich gesetzt haben, separat aufgesammelf und noch
ein Mal zerrieben werden. Das fein zerriebene Casein wird auf Filtren
mit Wasser ausgewaschen.

Es ist dieses Zerreiben unzweifelhaft eine sehr zeitraubende und
miihsame Operation, besonders wenn man grossere Mengen Milch in Ar-
beit nimmt; aber wer die harten Kornchen oder Flockchen gesehen hat,
die das gefillte, entfettete Casein oft darstellt, dem wird es auch gewiss
nicht entgehen kénnen, dass ein vollstindiges Auswaschen von diesem
(Jasein — sei es durch Decantation oder auf dem Filtrum — ein mehr
weniger illusorisches Unternehmen sein muss. Fiir die unerwartet gros-
sen Schwierigkeiten, mit welchen ein vollstindiges Auswaschen des Ca-
seins selbst nach einem solchen Zerreiben verbunden ist, werde ich in die-
ser Abhandlung besondere Beweise bringen.

Das zum zweiten Male gefillte, gewaschene Casein wird, nachdem
es wvom Filtrum genommen und wieder =zerriecben worden ist,
wieder in Wasser durch Zusatz von moglichst wenig Natronlange
gelost. Die filtrivte Losung wird wieder mit Essigsidure gefillt, der
Niederschlag fein zerrieben und mit Wasser ausgewaschen. Zuletzt wird
das zum dritten Male mit Essigsiure gefillte Casein mit dem Filtrum
zwischen DPapier ausgepresst, aber nicht stirker, als dass es leicht von
dem Filtrum als eine feste, von anhaftenden Theilen des letzteren nicht
verunreinigte Masse weggenommen werden kann.

Dieses Casein wird nun rasch mit Alkohol von 97%; portionen-
weise zun einer feinen Emulsion zerrieben und unmittelbar darnach auf
Filtren gebracht, damit der Alkohol nur miglichst kurze Zeit mit dem Ca-
sein in Beriihrung bleibe. Nachdem siimmiliches Casein unter Alkohol zer-
rieben und durch Filtration grisstentheils von dem, durch das von dem
Casein zuriickgehaltene Wasser etwas verdiinnten, Alkohol befreit wor-
den ist, wiischt man es rasch auf dem Filtrum erst mit starkem Alkohol
und dann mit Aether, um den Alkohol zu verdringen. Wenn dies ge-
schehen ist, presst man zwischen Papier aus, bringt das von dem Fil-

trum leicht sich ablisende Casein in eine grosse Reibschale und lisst
Nova Acta Reg. Soc. SBe. Ups. Ser. IIL 2
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der riickstindige Aether nnter stetigem Zerreiben verdunsten. Man er-
hilt auf diese Weise zuletzt ein staubfeines, schneeweisses Casein, wel-
ches. nachdem es anf die oben angefiihrte Weise von dem Aether mog-
lichst befreit worden ist, zuletzt mit der Luftpumpe vollstindig tiber
Schwefelsiure getrocknet wird, Nach dem vollstindigen Trocknen kann
dieses Casein ohne Schaden im Luftbade auf 100° C. erhitzt werden.

Wie man aus dem Obigen ersieht ist die angegebene Darstellungs-
methode eine ziemlich umstindliche; aber wenn man nicht auf ein ganz
reines Priparat verzichten will kann sie kaum weniger umstindlich wer-
den. Die miihsamste Operation ist unzweifelhaft das feine Zerreiben,
aber gerade auf dieses muss ich sehr grosses Gewicht legen, weil das
Auswaschen sonst kaum miglich wird. Es kénnte vielleicht geniigend
erscheinen, das Casein nur 2 Mal mit Essigsiure zu fillen, und ich habe
in der That auch in mehreren Fillen nach 2-maligem Ausfillen ein ganz
reines Casein erhalten. Es gelingt dies doch nicht immer, und desshalb
muss ich auch, wenn man ein moglichst reines Clasein erhalten will, ein
3-maliges Ausfillen empfehlen.

Das auf die eben angefiihrte Weise gewonnene Casein ist fast ab-
solut frei von Mineralbestandtheilen. Es 1st freilich nicht unmdéglich,
dass bei Einidscherung von sehr grossen Caseinmengen bestimmbare
Mengen von Mineralbestandtheilen nachgewiesen werden kénnen, aber
selbst bei Verbrennung von 4—6 Gm. bei 110° C. getrockneten Caseins
habe ich héchstens kaum sicher nachweisbare Spuren von Aschenbe-
standtheilen entdecken konnen. Dieses Casein ist also besonders fir
solche Versuche zu empfehlen, in welchen es sich gerade darum han-
delt, die Wirkung verschiedener Mineralbestandtheile festzustellen.

Es ist bekanntlich sehr schwer, das Casein durch Extraction mit
Aether ginzlich zu entfetten, aber nach dem von mir geiibten Verfahren
erhilt man leicht ein fettfreies Casein. Bei Verwendung von doppelten
Filtren konnen nimlich die Milehkiigelchen so vollstindig znriickgehalten
werden, dass, wie oben gesagt, in dem nur schwach opalisirenden Fil-
trate gar keine Fettkiigelchen mit dem Mikroskope zu sehen sind. Es st
dies zwar an sich keine geniigende Biirgschaft fiir die Abwesenheit von
Fett in dem DPriaparate; aber das nach meinem Verfahren dargestellte
(‘faseinpriiparat enthiilt meistens, selbst wenn es nicht weiter mit Aether
sereinigt worden ist, nur Spuren von Fett.

Wegen der staubichten Feinheit des Caseinmehles kann das Prii-
parat iibrigens leicht mit warmem Aether ganz vollstindig entfettet wer-
den, was unbeschadet der Lislichkeit nnd der iibrigen Eigenschaften
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des Caseins versncht werden kann. Das mit Alkohol entwiisserte, in
Vacuo vollstindig getrocknete Casein kann nimlich ohne Schaden wie-
derholt mit Aether ansgekocht werden.?)

Selbst wenn ich mit der griossten Sorgfalt arbeitete, konnte ich
doech nicht verhindern, dess einzelne, von den Filtren herrihrende Fiiser-
chen oder andere Staubparfikelechen das Priparat verunreinigten. Diese
Fiserchen oder Staubpartikelchen werden erst sichtbar, wenn das Ca-
sein gelost wird, und sie diirften wohl kaum von Bedeutung sein. Jeden-
falls bilden sie die einzige nachweisbare Verunreinigung bei sonst ge-
lungener Darstellung des Priiparates.

Das nach der geschilderten Methode dargestellte Casein ver-
hilt sich in allen Beziehungen ganz wie das typische Casein der Kuh-
milch. Wie dieses lost es sich sehr leicht nicht nur in Alkalien, deren
Carbonaten und Phosphaten, sondern es list sich auch in Kalk- oder
Barytwasser, sowie in Wasser, welches fein vertheiltes Calcium-, Barynm-
oder Magnesiumearbonat enthilt. Die Losungen gerinnen mnicht beim
Sieden, aber sie iiberziehen sich dabei mit der bekannten Haut. Vou
Séduren sowie von Neutralsalzen werden sie unter denselben Verhilinis-
sen wie die Mileh selbst gefillt. Von iiberschiissiger Siure, insbeson-
dere von Salzsiiure, wird dieses Casein leicht gelost.

Die Fihigkeit, reichliche Mengen von Calciumphosphat in Lisung
zn halten, kommt diesem Casein in gleich hohem Grade wie dem typi-
schen der Kuhmilch zu. Die Liésungen von Caseincalcinmphosphat ®) ge-
rinnen nicht beim Sieden sondern iiberziehen sich dabei nur mit einer
Haut; mit Lab gerinnen sie noch rascher als die Mileh. Nur bei etwas
unvorsichtiger Arbeit, wenn man z. B. etwas zn viel Alkali verwendet,
das ausgefiillte Casein lingere Zeit unter Wasser stehen lisst, das Prii-
parat zu lange mit Alkohol behandelt oder das nicht ganz vollstindig
in Vacuo ausgetrocknete Casein im Luftbade erhitzt, wird die Fihigkeit
das Calcinmphosphat zu lésen etwas herabgesetzt.

1) Das wiederholte Auskochen mit Alkohol scheint mir dagegen nicht gleich
ungchiidlich zu sein. Ieh habe nimlich in einigen Fillen nach anhaltendem Auskochen
des Caseins mit 97°% -tigem Alkohol eine merkbar verminderte Loslichkeit dessclben
beobachtet, und ich kann also hiochstens ein kurzdauerndes Auskochen mit Alkohol
emplehlen.

2) Dieser Ausdruck wird hier, wie in den fritheren Abhandlungen, nur der

Kiirze halber gebraucht, ohne dass ich damit iiber die Art, in welcher das Casein
und das Caleciumphosphat cinander losen, etwas ausgesagt haben will.
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Es giebt sich diese verminderte Losungsfihigkeit fiir phosphor-
sauren lx.llk besonders dadurch kund, dass es schwierig ist, von einem
solchen Casein eine Lisung lmmuatellen., welche bel etwa demselben
Gehalte an Calciumphosphat wie die Mileh nur mit Lab und nicht auch
in der Siedehitze allein gerinnt. Von einem Priiparate, dessen Darstel-
lung gut gelungen ist, kann ‘man dagegen leicht eine calcinmphosphat-
101{1..3 Losung 1:91',1'[1311, welche mit Lab rasch und bei medl]gm Tempe-

ratur gerinnt, wihrend sie nicht beim Sieden sondern — wie die Milch
— erst beim Erhitzen im zugeschmolzenen Rohre auf 130—140° C.
gerinnt.

Das Casein ist nicht absolut unloslich m Wasser, und wenn man
das zu wiederholten Malen zerriebene, noch feuchte Casein beliebig lunge
mit Wasser auswiischt, kinnen stets — wenn auch fast verschwindend
kleine — Spuren von Eiweiss in den Filtraten nachgewiesen werden,
Selbst das bei 100° C. getrocknete, vorher mit ;‘tlknhﬂl entwiisserte und
mit Aether behandelte Casein ist nicht absolut unléslich in Wasser, wo-
von man sich leicht iiberzeugt, wenn dieses Casein in Wasser vertheilt
und nach einiger Zeit abfiltrirt wird. Die Filtrate enthalten in diesem
Falle zwar ausserordentlich kleine, aber doch mit Gerbsiure deutlich
nachweisbare Spuren von Eiweis.

Das Casein verhilt sich wie eine ziemlich starke Siure. Es treibt
Kohlensiiure aus dem Calciumearbonate aus und es firbt blaues Lack-
muspapier stark roth. Diese Wirkung auf Lackmuspapier bleibt noch
bestehen, wenn man das Auswaschen mit Wasser beliebig lange fort-
setzt. Wenn man das anhaltend ansgewaschene Casein von den Filtren
nimmt und zwischen Fliesspapier oder Leinwand stark auspresst, wird
das Lackmuspapier zwar von der ausgepressten Flissigheit gar nicht
merkbar verdndert, aber wenn man einige Caseinkérnchen auf das Pa-
pier legt entstehen sogleich fast wiegelrothe Pinktchen. Auch das mit
Alkohol und Aether wiederholt gewaschene, bei 110" C. getrocknete
Casein bringt, wenn man es trocken anf ein feuchtes blaunes Lackmus-
papier legt, dieselbe rothe Firbung hervor. Das mit Siiuren niederge-
schlagene Casein wirkt also auf Lackmuspapier wie eine starke Siure.

Dieses Verhaltens ist, so weit ich gefunden habe, in den neueren
Lehrbiichern der physiologischen Chemie keine Erwiilhnung gethan, wiih-
rend es den iilteren Forschern nicht entgangen ist. Bei einem Durch-
gehen der dlteren Literatur habe ich nimlich bei Rocnneper eine hier-
her gehiorende Angabe gefunden. In einer Abhandlung »Beitriige zur
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Kenntniss des Kiisestoffs»!) hebt dieser Forscher die saure Reaction des
Caseins ausdriicklich hervor, un er sagt, dass das Casein, sowohl das
aus saurer Losung durch kohlensaures Natron niedergeschlagene wie
auch das aus alkalischer Lisung durch Siduren gefillte, blanes Lackmus-
papier rothet. Diese Eigenschaft soll das Casein nach Rocnreper auch
nach dem Trocknen bei 145° C. beibehalten, ohne dem Wasser, womit
man es kocht, diese Eigenschaft mitzutheilen. _

Mit diesen Angaben von RocHLEDER stimmi, wie oben gezeigt
wurde, meine eigene Erfahrung vollstindig iiberein, und ich stehe also
nicht an zu behaupten, dass das mit Sduren niedergeschlagene, mig-
lichst sorgfiltic ausgewaschene Casein, wenn man es auf feuchtes Lack-
muspapier bringt, ausnahmslos dieses stark réthet obne dem Wasser
selbst eine saure Reaction zu ertheilen.

Dieses Verhalten des Caseins ist, wie ich glaube, einer weiteren
Untersuchung werth und es ist von einem nicht unbedeutenden Interesse
der Ursache dieser sauren Reaction nachzugehen. In Bezug auf die Ur-
sache dieser Reaction sind offenbar mehrere Moglichkeiten denkbar. Es

kionnte vielleicht das Casein bei Ausfillung mit einer Siure — wie die
dlteren Forscher meinten — als eine (sauer reagirende) chemische Ver-

bindung mit der angewendeten Siure sich ausscheiden, es kinnte weiter
die zur Fillung benutzte Siure wvielleicht dem gefillten Casein so hart-
nickiz anhaften, dass sie nicht durch Waschen mit Wasser zu entfernen
sei, oder es kinnte endlich das Casein — wie dies nach den Unter-
suchungen von Hruschaver ®) mit dem Hiihnereiereiweisse der Fall sein
soll — selbst eine Siure sein. Ich habe geglaubt, dass es der Miihe
werth sein sollte, diese Miglichkeiten zum Gegenstande einer besonderen
Prifung zu machen, und aus dem Grunde habe ich auch eimge Ver-
suche angestellt. Bevor ich zu diesen Versuchen ibergehe sei mir doch
zuerst ein Riickblick auf die einschligige Literatur gestattet.

Um das Casein aus der Mileh darzustellen, soll man nach Ber-
zELIUs ?) verdiinnte, abgerahmte Milch mit Schwefelsiure fillen, den
Niederschlag mit Wasser auswaschen und darauf mit kohlensaurem Kalk
oder Baryt digeriren. Dabei lost sich das Casein allmihlich auf und die

1) Wonner & Ligmie: Amnalen der Chemie und Pharmacie. Bd. 45, 1843

%) Franz Hrusceaver: Ueber Albumin und dessen Verhalten zu Siiuren. Annal.
d. Ch. u. Ph. Bd. 46. 1843.

% J. Jacor Berzenivs: Lehrbuch der Thier-Chemie, iibersetzt von F. Wahler.
Dresden 1831.
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Losung kann durch Filtration von dem iiberschiissigen Erdsalze getrennt
werden. Dieses Verfahren griindet sich nach der Ansicht von Berzrrius
daranf, dass der Kiisestoff durch das Erdsalz aus seiner Verbindung mit
der Schwefelsinre frei gemacht wird; und der beim Fillen der Mileh
mit einer Siure entstehende Niederschlag ist also nach Berzerivs eine
Verbindung zwischen dem Casein und der zur Fillung benutzten Séure.

Diese Ansicht findet man auch bei anderen iilteren Forschern, ins-
besondere bei Murper und Smvox., Mueroer?!) fand in dem mit Schwefel-
siure gefillten, zwanzig Mal ausgepressten und mit Alkohol ausgekoch-
ten Casein 2%, Schwefelsiiure neben 0%, Schwefel, wiihrend
das von ihm mit Essigsiure gefillte Casein keine Schwefelsiure, son-
dern nur 036", Schwefel enthielt. Das mit Schwefelsinre gefiillte

(Casein enthielt auch 1,8°%, Phosphorsiure, die -— wenn ich Smmox,
aus dessen Lehrbuche diese Angaben entlehnt sind, richtig verstanden
habe — auch mit dem Casein chemisch verbunden sein sollten.

Sivox ) fand in dem mit verdinnter Schwefelsdure aus Kuhmileh
ecefillten, anhaltend gewaschenen und mit Aether von dem Fette befreiten
Casein 2,53°, Schwefelsiure. Er betrachtet anch den bel Zungatz von
Séuren zu Mileh entstehenden Niederschlag als eime chemische Verbin-
dung zwischen Casein und Siure, und er spricht wiederholt von der
Existenz solcher Verbindungen, wie von einer ganz sichergestellten
Thatsache.

Von ganz derselben Ansicht sind auch Bouvrron & Fremy.?) Sie
bemiihen sich nimlich, die beim Sauerwerden der Mileh stattfindende
Caseinausscheidung durch die Annahme von einer Verbindung zwischen
Casein und Milchsiiure zu erkliven, und sie sagen dariiber, pag. 194,
Folgendes: »Da man weiss, dass alle Siuren it dem Cusein unliisliche Ver-
bindungen bilden*), so erklirt sich hieraus leicht das Coaguliren der Milch,
wenn man anmmmt, dass sich eine gewisse Menge Milchsiiure gebildet
hat, die sich, mit dem Casein verbindend, die Entstehung des weissen
unloslichen Kérpers veranlasst, welcher auch sogleich erhalten wird,

1 F. Smox: Handbuch der angewandten medicinischen Chemie. 1. Theil.
Berlin 1840. P. 92,

) F. Styox: Handbuch der angewandten medicinischen Chemie. 1. Theil,
Jerlin 1840,

%) F. Bovrrox & E. Fremy: Untersuchungen iiber die Milchgihrung. Annal.
d. Ch. u, Ph. Bd. 39. 1841,

1) Die Auszeichnung dieser Worte ist in dem Originaltexte nicht vonhanden,
sondern sie rithrt von mir her.
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wenn man etwas Milchsinre in frische Milch giesst.»  Auf der folgenden
Seite sagen sie: »Bei der genauen Beobachtung des freiwillig in der
sauer werdenden Milch gebildeten unliéslichen Korpers fanden wir, dass
dieser eine eigentliche Verbindung von Casein mit Siure sei — — —p»
wie sie aber zn diesem Schlusse gelangt sind, dariiber finde ich in ihrer
Abhandlung keine weitere Angaben.

Ganz anders lauten die Angaben von Scuerer und RocHLEDER.
ScHERER ') analysirte einerseits das mit Alkohol aus der Mileh gefillte
und andererseits das durch spontane Sinerung oder durch Essigsiure-
wusatz ausgeschiedene Casein, aber er konnte kemen Unterschied in dem
Kohlenstoff-, Wasserstoff- oder Stickstoffcehalte der verschiedenen Prii-
parate auffinden.

RocHLEDER *) schlug das Casein aus der Milch mit Schwefelsiure
nieder, loste den Niederschlag in kohlensaurem Natron und fillte wie-
derum mit Schwefelsiure. Diese Manipulation (das Fiillen mit Schwefel-
siiure) wurde im Ganzen 3 Mal wiederholt, worauf das zum dritten Male
ausgefillte Casein 15—20 Mal mit der 60—70-fachen Menge destillirten
Wassers zum Kochen erhitzt wurde. Das auf diese Weise gereinigte
Casein erwies sich bei einer besonders darauf gerichteten Untersuchung
als sanz schwefelsiurefre1. In emmem anderen, durch Fillen mit Es_-‘.sig—
siure dargestellten und in der eben angefiithrten Weise mit Wasser ge-
waschenen Casein liess sich keine Essigsiure nachweisen, und Rocureper
zog desshalb aus seinen Versuchen den Schlnss, dass das Casein durch
Siuren aus seinen Verbindungen mit Alkalien nicht i Verbindung mit
den zur Fillung angewandten Siiuren sondern als reines siurefreies
Casein gefillt werde. Das reine Casein ist nach Rocnieper eine in
Wasser beinahe ganz unlosliche Substanz; das sogenannte losliche Ca-
sein 18t eine Verbindung von Casein mit Kali, Natron oder Kalk, und
das Coaguliren des loslichen Caseins durch Siduren besteht nach ihm in
nichts Anderem als in der Verbindung der Sédure mit dem Kali, Natron
oder Kalk der Caseinverbindung, wobei selbstverstindlich das in Wasser
fast unlosliche freie Casein nicht linger gelidst bleiben kann.

In der zweiten Auflage seines Lehrbuches der physiologischen
Chemie (Leipzig 1853) sagt Lenmaxy!) von den Siuren, dass sie den

Y) Jos. Senerer: Chemisch-physiologische Untersuchungen. Annal. d. Ch. und
Ph. RBd. 40. 1841.

*) Friepricn Rocuieper: Beitrige zur Kenntniss des Kisestoffs.  Anmnal. d. Ch.
und Ph. Bd. 45. 1343,

%) C. G. Lenuass: Lehrbuch der physiologischen Chemie. 2. Auflage (zweite
Umarbeitung). Leipzig 1853.
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Kiisestoff aus wiissriger Lisung fillen und zum Theil damit sich ver-
hinden: doch soll das mit Milchsiure oder Essigsiure gefiillte Casein
nicht milehsaures, sondern reines Casein sein. In der nach dieser Zeit
erschienenen deuntschen Literatur habe ich keine Angaben gefunden,
welche fiir die édltere Ansicht sprechen; und wenn ich mnicht irre, mochte
wohl auch unter den deutschen Chemikern gegenwiirtiz (insoweit es
nicht um das Ausfiillen des Caseins durch Mineralsiuren in grisserem
Ueberschusse sich handelt) die Rocnreper’sche Ansicht die vorherr-
schende sein.

In der franzisischen Literatur finden sich dagegen Angaben, wel-
che mit dieser Ansicht nicht zu vereinbaren sind. Dexis behauptet in
einer im Jahre 1856 erschienenen Abhandlung?), dass das Casein mit
der zur Ausfillung benutzten Siure sich verbinden kinne, und er gab
sogar bestimmte Unterscheidungsmerkmale zwischen dem freien und dem
mit Sduren chemisch verbundenen Casein an.

Dexis loste das mit Magnesinmsulfat ausgefillte Casein in Wasser
und entfernte die Fettkiigelchen durch Filtration. Wenn dies vollstiindig
egelungen war, verdiinnte er das durchsichtige, nur schwach opalisirende
Filtrat mit dem 20-fachen Volumen Wasser und setzte dieser verdiinnten
Lésung tropfenweise eine hochst verdiinnte Salzsinre (von nur 0,1%,
HCL.) zu, bis ein ausserordentlich feiner, kaum sichtbarer, nur sehr lang-
sam zum Boden sinkender Niederschlag entstand. Dieser, in Neutral-
salzen leicht losliche Niederschlag ist nach Dexis reines Casein. Setzt
man dagegen so viel Siure zu, dass ein aus grisseren Caseinkornchen
bestehender, rasch zum Boden sinkender Niederschlag entsteht, so er-
hiilt man nicht mehr das reine Casein sondern eine Verbindung zwischen
Casein und Siure.  Diese Verbindung unterscheidet sich von dem rei-
nen Casein durch Unlislichkeit in Neuntralsalzen: und wenn diese An-
gaben richtig sind wiirde also das gewdhnliche Casein, wie es in den
Handbiichern beschrieben wird, eine Verbindung mit der zur Fillung
benutzten Sidure sein, Das gewihuliche Casein soll nidmlich in Neutral-
salzen unloslich sein.®)

') P. 5. Dexis (de Commerey): Nouvelles études chimiques, physiologiques et
g oym - - u = E
médicales sur les substances albuminoides ete. Paris 1856,

) Vergl. Hoere-5eyier: Handbuch der physiologisch und pathologisch che-
migchen -"'l.l'l.'ll:l-'-."'l'. 4, .-"l.ull::q:l_r_u,
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Mit den Angaben von Dexis stimmen die von Moy & Commarnie )
ausgefiihrten Untersuchungen in so weit iiberein, als diese Forscher Ver-
bindungen von Casein mit verschiedenen Siuren dargestellt und analy-
sirt haben wollen. MirLox & ComyaiLLe behaupten nidmlich Verbindun-
gen von Casein mit Chlorwasserstoffsiure, Salpetersiiure, Schwefelsiure,
Oxalsiiure, Phosphorsiiure, Arsensiiure und Chromsiure erhalten zu haben,
und fiir diese Verbindungen haben sie auch Formeln aufgestellt. Die
Angaben dieser Forscher stehen also — vorausgesetzt, dass diese Angaben
auf das gewdhnliche mit Siuren niedergeschlagene Casein sich beziehen
— im grellsten Widerspruche mit den Angaben von ScHerer*) und Roch-
LEDER?), und es ist desshalb néthig, die Untersuchungen von MinLon &
CommaiLLe etwas eingehender zu besprechen.

Wenn man die Milch oder eine Caseinlésung mit einer Mineral-
giiure wie Schwefel- oder Chlorwasserstoffsiure versetzt, entsteht be-
kanntlich ein Niederschlag, welcher besonders bei Anwendung von Chlor-
wasgserstoffsiiure leicht von einem kleinen Ueberschusse des Fillungs-
mittels wieder aufgelost wird. Setzt man dieser sauren Caseinlosung
noch mehr Sdure zu, so entsteht, sobald eine geniigende Siuremenge zu-
oesetzt worden ist, ein zweiter Niederschlag von gefilltem Casein. Die-

ser zweite Niederschlag ist wahrscheinlich — wie die ilteren Ferscher,
welchen dieses Verhalten nicht entgangen war, meinten — eine Ver-

bindung zwischen Casein und Siure; aber sei dem wie ihm wolle, unter
allen Umstinden ist es wohl klar, dass die Entstehung dieser beiden Ca-
seinnicderschliige nicht auf dieselbe Ursache zuriickgefiihrt werden kinnte.
Die erste Caseinfillung rithrt wohl wenigstens in erster Hand daher,
dass dem Casein durch die zugesetzte Siure die zn dessen Lisung ni-
thigen Alkalien und Erden entzogen werden; die zweite Fillung riihrt
daher, dass der in iiberschiissiger Siure geliste Kisestoff durch einen
noch griosseren Siureiiberschuss wiederum gefillt wird. Ieh weiss nicht,
ob dieses Verhalten den Herren MiLLon & Commainie zur Zeit der Auns-
fiihrung ihrer Untersuchungen bekannt war, aber jedenfalls wird es in
der genannten Abhandlung von ihnen nicht erwiihnt.

Wiihrend es ganz uhzweifelhaft ist, dass Scnerer und Rocnreper
wie anch die anderen oben ecitirten Autoren nur den ersten Caseinnmeder-

Y E. Micron & A. Commarnie. De laffinité de la Caséine pour les acides,
et des composés qui en résultent. Comptes rendus. Tom. 60. 1865,
) A. o O.

% A.a 0.
Nova Acta Reg. Soe. Se. Ups. Ser. TIL 3
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schlag untersucht haben, ist es nicht gleich leicht mit Bestimmtheit zun
sagen, welche von den beiden Caseinfiillungen von MirLox & CoMmyaILLE.
untersucht worden sei. Es ist dies um so schwieriger, als in der oft
genannten Abhandlung keine Angaben iiber die Menge und Stiirke der
benutzten Siure zu finden sind. Die Verfasser setzen nicht die ver-
diinnte Siure zun der Lésung von Casein in kohlensaurem Natron, son-
dern sie setzen umgekehrt die Caseinlésung zu der vorher verdiinnten
Siiure, und da, wie ich wenigstens bei Versuchen mit Salzsiiure gesehen
habe, der zweite Caseinniederschlag schon bei Anwesenheit von nur et-
wa 2%, freie Sidure entstehen kann, muss die Natur des entstande-
nen Niederschlages wesentlich von der Menge und dem Verdiinnungs-
grade der angewendeten Siure abhingig sein.

Es ist also nicht leicht mit Bestimmtheit zu sagen, ob MmLox &
Commanie den ersten oder zweiten Caseinniederschlag analysirt haben');
aber wenn ich nicht irre, miissen doch auch ihre Untersuchungen aunf
den ersten Caseimnniederschlag sich beziehen.

Die Griinde, welche mich zu diesem Schlusse gefiithrt haben, sind
erstens die Angaben der Verff. iiber die Loslichkeit des Caseinnieder-
schlages in iiberschiissiger Siure und zweitens die von ihnen angewen-
dete Methode zur Remdarstelling des Caseins.

Die Verfasser sprechen wiederholt von der Leichtléslichkeit des
von ihnen mit Sduren erhaltenen Caseinniederschlages in iiberschiissiger
Sidure und sie heben dabei besonders die Leichtloslichkeit in iibersehiis-
siger Salzsiiure hervor. Diese Angaben passen unzweifelhaft viel besser
auf den ersten wie anf den zweiten Caseinniedersehlag, denn wiihrend
jener in Siuren, besonders Chlorwasserstoffsinre, ungemein leicht 15s-
lich ist, lést sich dieser nur sehr schwierig und erst in einem grossen
Ueberschusse der Siure auf.

Beziiglich der Reingewinnung des Caseins sagen die Verfasser, dass
sie den Caseinniederschlag durch wiederholtes Auspressen und Verthei-
len in Wasser gereinigt haben, und auch diese Angabe passt besser
auf den ersten Caseinniederschlag. Der zweite Caseinniedersehlag (meine
Angaben beziehen sich auf das mit Chlorwasserstoffsiure gefillte Casein)
quillt nédmlich, wenn man ihn in Wasser vertheilt, zn einer gallert-

') Selbstverstindlich kann eine solehe Schwierigkeit nur in Bezug auf diejeni-

oen Siuren entstehen, welche — wie die Salzsiiure, Salpetersiure u. 8. w. — 2 ver-
schiedenartige Caseinniederschlige geben kinnen. Fiir andere Siuren — wie BEssig-

giiure — kann ein Zweifel iiber die Natur des analysirten :‘:iﬂflursuhlngcs nicht bestehen.
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dhnlichen oder kleisterartigen Masse auf, die kaum auszupressen ist und
die, wenn man ihr die nothige Zeit lidsst, allmiihlich aufgelost wird. Es
ist also kaum mdoglich, den zweiten Caseinniederschlag nach der von
M & C angewandten Methode zu reinigen, wihrend dies ohne Schwierig-
keit mit dem ersten Niederschlage gelingt; und wenn ich diesen Um-
stand mit der Angabe der Verfasser iiber die Loslichkeit des Nieder-
schlages in iiberschiissiger Siure zusammenhalte, muss ich also den
Schluss ziehen, dass anch die Untersuchungen von M & C auf den ge-
wohnlichen, mit Siure erhaltenen, ersten Caseinniederschlag sich beziehen.

Wie aus dem Obigen zu ersehen ist, stehen also die Ansichten
der Forscher iiber die Natur des mit Siuren erhaltenen Caseinnieder-
schlages im grellsten Widerspruche mit einander. Sehen wir von den
dltesten Angaben ab., so finden wir niimlich auf der einen Seite ScHERER
und RocnLeper, welche die Annahme von einer chemischen Verbindung
zwischen dem gefiillten Casein und der zur Fillung benutzten Siure
entschieden bekimpfen, und auf der anderen Seite MiLLox & CoMmaILLE,
welche umgekehrt die Richtigkeit einer solchen Annahme beweisen wol-
len. Es ist nun gewiss im Allgemeinen keine leichte Aufgabe zwischen
zwel entgerengesetzten Ansichten eine richtige Wahl zu machen, und
in diesem speciellen Falle diirfte dies sogar unméglich sein, denn die von
beiden Seiten beigebrachten Griinde sind, nach meiner Ansicht, nicht
strenge beweisend.

Scuerek und Rocureper konnten, wie oben gesagt wurde, bei der
elementaranalytischen Untersuchung keinen wesenthichen Unterschied in
dem Kohlen-, Wasserstofi- und Stickstoffgehalte des auf verschiedene
Weise dargestellten Caseins nachweisen. Aus dieser Beobachtung zogen
sie den Schluss, dass das mit Siuren gefillte Casein keine Verbindung
mit der Sidure sei; aber bevor man einem solchen Schlusse beistimmt,
ist es auch ndthig erst zu zeigen, dass die elementaranalytische Bestim-
mung des Kohlen-, Wasserstoff- und Stickstoffgehaltes eme fir die Lo-
sung dieser Frage brauchbare Methode ist. Nach meiner Ansicht diirfte
dies nicht der Fall sein, und um diese meine Ansicht zu begrinden, sei
es mir gestattet, die Aufmerksamkeit des Lesers auf folgende Beobachtun-
gen und Erwidgungen zu lenken.

Der in Wasser fast unlisliche Kisestoff' lést sich leicht nach Zu-
satz von Alkalien oder alkalischen Erden; und fiir die Miglichkeit, durch
elementaranalytische Bestimmung des Kohlenstoff-, Stickstoff~ und Was-
serstoffgehaltes zn entscheiden, ob das Casein dabei eine chemische Ver-
bindung mit dem Alkali, resp. der alkalischen Erde eingehe, muss selbst
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verstindlich die Menge der zur Lisung erforderlichen Base von grosser
Bedentung sein. Es ist folglich nicht ohne Interesse, die zur Lésung
des Caseins erforderliche Menge eines Alkalis oder einer alkalischen
Erde zu bestimmen, und ich habe desshalb auch in einigen Fillen die
caseinlisende Fihigkeit des Kalkes zu bestimmen versucht.

[ch verfuhr dabei in der Weise, dass ich ein miglichst reines Ca-
sein in wenig Kalkwasser loste und den iiberschiissigen Kalk durch Dia-
lyse zu entfernen mich bemiihte. Wegen der Befiirchtung, dass die Ca-
seinlosung allmihlich in Fiulniss iibergehen wiirde, wagte ich es nicht,
die Dialyse mehr als einige Tage fortzusetzen, und stets wurde der Ver-
such beendet, bevor ich noch ganz kalkfreie Diffusate erhalten hatte.
Zwar konnten bel sehr hiufigem Wechseln der Diffusate in den letzteren
(wenn sie gesondert eingeengt wurden) zuletzt keine Spuren von Kalk
mit Sicherheit nachgewiesen werden, aber selbst wenn dieser Punkt er-
reicht worden war, konnte ich in denjemigen Diffugaten, welche im Laufe
von einer Nacht nicht gewechselt worden waren, die Anwesenhelt von
Kalk mit Leichtigkeit constatiren.

Der Umstand, dass in diesen Versuchen die Diffusate nie kalkfrei
zu erhalten waren, wilrend von der Cascinkalkverbindung selbst micht
die geringsten Spuren durch das von mir benufzte Pergamentpapier dif-
fundirten, macht es sehr wahrscheinlich, dass ich den Ueberschuss von
Kalk nicht ginzlich durch Dialyse entfernt hatte, und dass dem ent-
sprechend auch die zur Lisung des Caseins erforderliche Kalkmenge
etwas zu gross gefunden worden ist.

Nach beendeter Dialyse wurden die Caseinlésungen?) filtrirt und
i einer Platinschale allmihlich zur Trockne verdunstet. Der bei 115° C.
getrocknete, gewogene Riickstand wurde eingeiischert, der Kalk mit Oxal-
siure gefillt und endlich durch Titration mit Chamileon bestimmt. Die
Menge des so gefundenen Kalkes betrug, auf das bei 115° getrocknete
Casein bezogen, meistens weniger wie 1%/, und zwar fand ich in den
verschiedenen Versuchen 05—1,2%, Ca0.

Zur Losung von 1 Gm. Casein in Wasser sind also 0,008 Gm. Ca0O
villig geniigend, und diese Menge ist eine so kleine, dass der durch sie
bedingten Veranderung in dem elementaranalytisch gefundenen Kohlen-

) Da ich zu jeder Einfischerung nicht weniger wie 2—3 Gm. getrocknetes Ca-
gein brauchen WU"tE!', WwWar eos r!ﬁjlllig, von der {t‘:lﬁﬂ-l-rl]ijﬁll]'lg ziemlich grosse }Im]ggn n
Arbeit zu nehmen, und ich musste desshalb die Flissigkeit auf 2—3 Dialysutoren
vertheilen,
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stofl-, Wasserstoff und Stickstoffeehalte keine Beweisgkraft zuerkannt wer-
den kénnte. So wiirden z. B. das reine und das kalkhaltige Casein in
Bezng anf den Kohlenstoffgehalt kaum grissere Unterschiede zeigen als
diejenigen, welche die Elementaranalysen eines und desselben Eiweiss-
stoffes oft aufzuweisen haben. Eben so wenig wie die eben angegebene
Kalkmenge wiirde die édquivalente Menge Natron eine wesentliche Ver-
inderung des Kohlenstoffgehaltes herbeifiihren, und zwei Caseinpriipa-
rate, welche equivalente Mengen von Caleium und Natrium enthielten,
wiirden fast absolut dieselbe elementire Zusammensetzung zeigen. Trotz
einer solchen Uebereinstimmung in der elementiren Zusammensetzung
wiirde es doch kaum moglich sein zn bezweifeln, dass der Kisestoff
chemische Verbindungen mit dem Alkali oder dem Kalke eingeht.

Wenn die von Moy & Commainie fiir die Verbindungen des
Caseins mit Sduren aufgestellten Formeln richtig wiiren, wiirde das chlor-
wasserstoffsaure Casein 3,1", Chlorwasserstoffsiure, das Caseinsulfat
3,3%, Schwefelsiure und das Caseinnitrat 4,3°%; Salpetersiiure ent-
halten. Das salzsaure und schwefelsaure Casein miissen also — die
Richtigkeit der gegebenen Formeln vorausgesetzt — fast absolut den-
selben Kohlenstoffoehalt besitzen, und sogar der Unterschied, welcher
beziiglich dieses Elementes zwischen dem salzsauren und dem salpeter-
sanren Casein bestehen muss, liegt innerhalb der bei Analysen von Ei-
weissstoffen oft beobachteten Schwankungen.

Es kionnte also der Schluss, dass der Kisestoff mit der zur Fil-
lung benutzten Siure sich chemisch nicht verbinde, erst dann aus einer
ziemlich constanten Kohlenstoff-, Stickstoff- und Wasserstoffgehalte ge-
zogen werden, wenn es sich zeigen wiirde, dass die elementire Zusam-
mensetzung auch bei Versuchen mit verschiedenen Sduren von sehr un-
gleichem Equivalentgewichte unverindert bliebe. Ich kann folglich den
wenigen, von ScHERER ausgefiihrten Analysen keine volle Beweiskraft zu-
messen, um so weniger als es fraglich bleibt, in wie weit in seinen Ver-
suchen die Fillung des Caseins durch die zugesetzte Siure oder durch
das gebildete, saure Phosphat hervorgebracht wurde.

Gegen die Ansicht von einer Verbindung des Caseins mit der zur
Fillung benutzten Siure sprechen scheinbar weit mehr die Versuche
von Rocureper, aber selbst diese Versuche diirften doch nicht strenge
beweisend sein. Rocureper konnte zwar das mit Schwefelsidure gefillte
Casein durch Waschen mit Wasser vollstindig von Schwefelsiure be-
freien; aber um dies zu erreichen, musste er das gefillte Casein 15—20
Mal mit der 60—70-fachen Menge destillirten Wassers zum Kochen er-
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hitzen. Es ist nun sehr fraglich, ob der so behandelte Kisestoffl noch
als ein typisches, in Bezug auf Léslichkeit, Fillbarkeit und Gerinnungs-
filhigkeit unverindertes Casein anzusehen sei. Meinestheils muss ich
dies bezweifeln: und die Versuche von RocHLEpER beweisen also nach
meiner Ansicht nicht ohne Weiteres, dass der durch Sauren gefillte, noch
gerinnungsfiihige und iibrigens micht nachweisbar verinderte Kisestoff
keine chemische Verbindung mit der zur Fillung benutzten Siure ist.

Wenn also die Arbeiten von Scuerer und Rocureper die An-
nahme von einer chemischen Verbindung zwischen Casein und Siure
nicht bestimmt widerlegen, muss man doch andererseits auch zugeben,
dass die Arbeiten von MinLoxn & CommainLe gar nicht in exacter Weise
die Existenz solcher Verbindungen beweisen. Die letztgenannten For-
scher haben némlich fiir die Reinheit des analysirten Caseins nicht in
geniigender Weise Sorge getragen.

Ich werde bei der Besprechung meiner eigenen Untersuchun-
gen zeigen, wie ausserordentlich schwer es in der That ist, das Casein
vollstindig mit Wasser auszuwaschen; aber es wird gewiss auch ohne
besondere Beweise ein jeder, der mit dem Casein gearbeitet hat, leicht finden
dass das von MitLox & CommaiiLe behufs der Reinigung des Caseins
geiibte Verfahren zu keinen sicheren Resultaten fiihren konnte. Die
Verfasser haben niimlich das Casein, bevor es mit Alkohol und Aether
behandelt wurde, nur durch 3 Mal wiederholtes Auspressen und Zer-
theilen oder Zerriihren in Wasser gereinigt, und es ist einlenchtend, dass
in dieser Weise kein ganz reines Priiparat erhalten werden konnte.

Wie aus dem oben Gesagten zu ersehen ist, musste ich also die
Frage, ob das mit Siuren niedergeschlagene Casein mit der zur Fillung
benutzten Siure chemisch sich verbinde, als eine offene bezeichnen, und
bei dieser Sachlage schien es mir nicht unwichtig zu sein, diese Fr
noch ein Mal zum Gegenstande einer experimentellen Untersuchung
zn machen,

Bei diesen Untersuchungen schien es mir am besten zu sein, von
der Schwefelsiure auszugehen. Es war nidmlich zu erwarten, dass diese
Siure ohne Schwierigkeit in der Losung des Caseins nachgewiesen wer-
den konnte, und wenn dies micht gelingen wiirde, blieb es noch iibrig
durch Schmelzen mit Kali und Salpeter den Schwefelgehalt des mit
Schwefelsiure und anderen Siuren gefiillten Caseing zu bestimmen.

Der directe Nachweis von Schwefelsiure in der Losung des mit
Schwefelsiure gefiillten Caseins ist schon von RocuLeper!) versucht

A s D
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worden. Er loste nimlich das Casein in iiberschiissiger Sdure, setzte
BaCl, zu und erhielt bei Versuchen mit dem durch Auskochen mit Was-
ser gereinigten, mit Schwefelsiure gefillten Casein nicht die Spur einer
Fillung. Gegen dieses Verfahren kann nur die Einwendung erhoben
werden, dass das Casein, welches bel neutraler oder alkalischer Reaction
bedeutende Mengen von schwefelsaurem Baryt zu lésen vermag, viel-
leicht auch in saurer Lésung dieselbe Fihigkeit besitze; und bevor ich
zu der eigentlichen Untersuchung ging, musste ich also zuerst die Em-
pfindlichkeit und Brauchbarkeit der ven RocnrLeEpEr angewandten Methode
besonders priifen.

Ich verfuhr dabei in der Weise, dass ich neutrale oder schwach saure,
ganz reine und nicht zu concentrirte Caseinlésungen vorsichtig mit reiner,
verdiinnter Chlorwasserstoffsiure versetste, bis der erste Caseinniederschlag
sich wieder geldst hatte und eine nur sehr schwach opalisirende Lésung er-
halten worden war. Um eine solche Losung zu erhalten, muss man genau
darauf achten, dass einerseits die Caseinlésungen nicht zu concentrirt
sind, weil widrigenfalls das Ganze binnen einiger Zeit zu einer Gallerte
erstarren kann, und andererseits, dass nicht zu viel Sdure zugesetzt wird.
Bei Zusatz von zu viel Siure wird nimlich die Loésung, auch wenn kein
bleibender Niederschlag sogleich entsteht, allmihlich stirker opalisirend
oder triibe und fiir den Nachweis von Spuren von Baryumsulfat nicht
mehr brauchbar. Von der salzsauren, méglichst klaren Caseinlésung
wurde ein Theil mit einer sehr geringen Menge einer titrirten Schwefel-
siiure versetzt, wiillirend der Rest zur Controle aufbewahrt wurde. Bei
Zusatz von BaCl, entstand ohme Ausnahme in beiden Proben ein —
wenn nicht zu viel BaCl, zngesetzt worden war — beim Umriihren sogleich
verschwindender Niederschlag, welcher allem Anscheine nach daher
riithrte, dass das BaCl, wie andere Salze das Casein aus stark saurer
Losung fillt. Nach dem Verschwinden dieses Niederschlages in Folge
der Umrithrung blieb die schwefelsiurefreie Controleprobe wiihrend 24
Stunden oder einer noch lingeren Zeit ganz unverindert, wihrend in
der mit Schwefelsinre versetzten Probe inmerhalb einiger Secunden eine
Je nach der Menge der zngesetzten Siure weisslich schillernde oder stir-
kere Tribung von Baryumsulfut entstand. Das Casein hat also nicht
die Fahigkeit nennenswerthe Mengen von Baryumsulfat in saurer Fliissig-
keit in Losung zu halten, und es kénnen im Gegentheil sogar sehr
kleine Mengen von Schwefelsiiure in der salzsauren Caseinlosung mit
BaCl, direet nachgewiesen werden. Um die Braubarkeit dieses Ver-
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fahrens zu zeigen, mag es mir erlaubt sein, unter den von mir ausge-
fiithrten Versuchen hier einen einzigen als Beispiel anzufiihren.

Eine nicht niher bestimmte Menge eines mit Essigsiure 3 Mal
gefillten, durch wiederholtes Zerreiben unter Wasser gewaschenen, noch
fenchten Caseins wurde in Wasser durch Zusatz von moglichst wenig
Alkali zu einer schwach sauren Flissigkeit gelost. Ein genau abgemes-
sener Theil dieser Lisung, in einer Platinschale verdunstet und bei 110°
C getrocknet, gab 224°, Riickstand, welcher, da man die darin ent-
halten nicht genau wigharen Spuren von Alkali unberiicksichtigt lassen
kann, ohne wesentlichen Fehler als nur aus Casein bestehend angesehen
werden darf. Nachdem von dieser Caseinléosung 200 Ce. mit der zur
Fillang des Caseins und Wiederauflosung desselben erforderlichen Menge
einer reinen, schwefelsiurefreien Chlorwasserstoffsiure versetzt worden
waren, wirde die Losung von Nenem gemessen und in 4 gleich grosse Theile
(von denen also ein jeder 50 Ce. der urspriinglichen Lésung entsprach)
cetheilt. Von diesen 4 Theilen wurde einer a zur Controle aufbewahrt,
withrend die 3 iibrigen , ¢ und d mit resp. 1 Ce., 0,5 Ce. und 0,2 Ce.
emer Zehntelnormalschwefelsiure versetzt wurden. Bei Zusatz von Ba Cl,
entstand in allen 4 Proben der gewidhnliche, bei Umruhren verschwin-
dende Niederschlag, aber wihrend die Controleprobe a nach dem Ver-
schwinden dieses Niederschlages vollkommen durchsichtig blieb und nur
die gewdhnliche, schwach bliuliche Opalescens zeigte, entstand in den
iibrigen 3 Proben ein stirkerer oder schwiicherer Niederschlag wvon
schwefelsaurem Baryt, der noch in der Probe d als eine weisslich schil-
lernde Triibung deutlich zu sehen war, Im Laufe der Nacht hatten die
3 letztgenannten Proben sich geklirt, aber selbst in der Probe d war
auf dem Boden des Gefiisses ein weisslicher Beschlag von Baryumsulfat
zu sehen, wihrend in der Controleprobe keine Spur einer in der Fliissig-
keit vorhandenen Triibung oder eines am Boden haftenden Beschlages
sichtbar war. In der Probe ¢, welche mehr als 1 Gm. Casein enthielt,
konnten also 0,008 Gm. Schwefelsiiure mit Sicherheit direct nachgewiesen
werden, und doch ist damit die Grenze noch nicht erreicht. Die Brauch-
barkeit dieses Verfahrens ist ndmlich so gross, dass die unbedentenden
Schwefelsiuremengen, welche bei dem Auflosen des Caseins in einer
nicht ganz schwe l'vla.mrr-lu:-mn Natronlauge die Caseinlésung verunreini-
een, dadurch naehgn-“ 1esen werden knmmn

Die einzige Schwierigkeit liegt vielleicht in der Darstellung von
einer geniigend klaren und durchsichtigen Lésung von Casein in iber-
schiissiger Chlorwasserstoffsiiure, aber wem diese Schwierigkeit zu gross
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erscheint, der kann auch so verfahren, dass er den Kiisestoff mit iiber-
schiissiger Chlorwasserstoffsiure fillt und das klare Filirat mit BaCl,
auf Schwefelsiure prift. Bei diesem Verfahren, welches unzweifelhaft
viel leichter ausfithrbar ist, kann zwar ein Theil der Schwefelsiure von
dem gefillten Casein mit niedergerissen werden und folglich auch ver-
loren gehen, aber die Branchbarkeit anch dieses Verfahrens ist nichts-
destoweniger so pross, dass ich i 50 Ce. einer Lisung, welche 4%, Ca-
sein und 0,0m°, Schwefelsinre enthielt, die letztere ohne Schwierigkeit
und mit geniigender Sicherheit in der von dem Casein abfiltrirten klaren
Fliissigkeit nachweisen konnte. In diesem Falle waren also 2 Gm. Ca-
sein von nur Owie Gm. Schwefelsiure verunreinigt, und dennoch konnte
diese sehr geringfiigige Verunreinigung ohne Schwierigkeit nachgewie-
gsen werden. Ich habe iibrigens zu wiederholten Malen solche Versuche
ausgefiihrt, und 1ch habe mich dabei leicht iiberzeugen konnen, dass
durch das obige Verfahren Schwefelsiuremengen mit Leichtigkeit direct
nachgewiesen werden kénnen, die durch eine ]'JIEI'l'iEHt.'IHII'I:l]}' e gar nicht
mit Sicherheit zn entdecken sein wiirden.

Nachdem ich die Brauchbarkeit des von mir zum Nachweis von
Schwefelsiure in dem Casein benutzten Verfahrens geniigend besprochen
habe, kanp ich zu den Versuchen selbst iibergehen. Bei der Ausfiihrung
dieser Versuche ging ich von den folgenden Erwigungen aus.

Wenn es sich darum handelt, das Casein mit Schwefelsiure zu
fillen, ist es kaum riithlich, von der Milch direct auszugehen. Bei Zn-
satz von Schwefelsiure zu der Milch entsteht ndmlich zwar ein Nieder-
schlag von Casein, aber dieser Niederschlag wird von einer nicht zu ver-
nachlissigenden Menge von mitgetilltem, schwer zu entfernendem Cal-
ciumsulfat verunreinigt. Wenn nun dieses, von Calciumsulfat verunrei-
nigte Casein behufs einer weiteren Reinigung durch Zusatz von Alkali
in Wasser gelost wird, so lost sich — wegen der Fiihigkeit des Caseins
grosse Mengen von Caleiumsulfat in nentraler oder alkalischer Fliissig-
keit in Losung zu halten — dabei aunch das gefillte Caleiumsulfat auf]
um bei dem niichsten Zusatze von Siinre wieder von dem gefillten Ca-
sein mit niedergerissen zu werden. Wegen der Schwierigkeit, das Cal-
ciumsulfat durch Waschen mit Wasser vollstiindig zu entfernen, fand ich
es desshalb néthig, das Casein aus der Milch mif einer anderen Siure auns-
zufiillen und erst von diesem, durch wiederholtes Auflézsen und Ausfil-
len von Mineralbestandtheilen gereinigten Casein auszugehen.

Wenn nun, wie dies von mehreren Forschern ]H‘h.llil‘.ltﬂf worden

ist, das mit Siuren gefilllte Casein eine chemische Verbindung mit der
Nova Acta Reg. Soc. Sc. Tps.  Ser. TIT 4
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zur Filling benutzten Siure einginge, wiirden, wenn zur Ausfillung des
(laseins eine andere Siure als die Schwefelsiure benutzt worden, viel-
leicht dadurch neme Schwierigkeiten entstehen. Wenn man z. B. das
mit Essigsiiure gefillte, sonst reine (essigsaure) Casein in Wasser durch
Zusatz von ein wenig Alkali lést, so muss man selbstverstindlich in der
Lésung nicht nur Alkalicaseat, sondern auch Alkaliacetal erhalten. Setat
man zu dieser Lisung die zur Fillung des Caseins nothige Menge
Schwefelsiure, so ist es sehr wohl moglich, dass das Casein nicht als
eine Verbindung mit der Schwefelsiure, sondern vielmehr als eine Ver-
bindung mit der, durch die Schwefelsiure frei gemachten schwicheren Siure
(Essigsiure) sich ausscheide. Die Abwesenheit von Schwefelsiure in dem
Niederschlage wiirde also in diesem Falle zn irrigen Schliissen fithren.

Von diesen Erwigungen ausgehend, verfuhr ich in diesen Ver-
suchen in folgender Weise. Aus der mit 4 Vol. Wasser verdiinnten
Milch schlug ich das Casein mit Chlorwasserstoffsiure nieder, wusch den
Niederschlag mit Wasser aus, liste ihn in moglichst wenig Alkali und
fillte wiedernum mit Chlorwasserstofifsiure. Nachdem ich dieses Verfah-
ren 3 Mal wiederholt hatte, loste ich das zum dritten Male gefillte Ca-
sein in Wasser durch Zusatz von so wenig Alkali (Natron), dass eine
mur dusserst schwach alkalisch reagirende Losung erhalten wurde. Aus
dieser Lisung wurde durch Dialyse das Chlornatrinm moglichst voll-
stindig entfernt, was bei fleissigem Weehseln der Diffusate gewdhnlich
im Laufe von 2 Tagen gelang. Erst wenn die Caseinlésung in dieser
Weise gereinigt worden war, wurde sie mit Schwefelsiure gefillt.

Der mit Schwefelsiure erhaltene Niederschlag wurde erst durch
Decantation mit Wasser gewaschen und dann mit Wasser fein zusam-
mengerieben, bis das Ganze einer feinen Emulsion dhnlich wurde. Wegen
der Feinheit des so zerriebenen Caseins und der Langsamkeit, mit wel-
cher sich die Caseinpartikelchen zum Boden setzen, konnte die Decan-
tation nicht ohne sehr grosse Verluste weiter angewendet werden, und
ich musste also den Caseinniederschlag auf Filtren sammeln und mit
Wasser auswaschen. Dabei wurde das Waschwasser von Zeit zu Zeit
mit BaCl, auf Schwefelsivre und mit Gerbsdure auf Eiweiss (Casein)
gepriift.

Trotzdem, dass ich den Riickstand auf den Filtren 2—3 Mal tiig-
lich nnter Wasser miaglichst fein zerrieb, nm ganz sicher zu sein, dass
keine ervisseren, mit dem Wasser nicht auszuwaschenden Caseinkorner
zuriickgeblicben waren, war es mir in dem ersten Versuche nicht mog-
lich, durch 3-tigiges Waschen mit Wasser ein absolut schwefelsiure-
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und eiweissfreies Filtrat zu erhalten. Erst nachdem ich das Waschen
4 Tage fortgesetzt hatte, war das Filtrat schwefelsiiurefrei geworden,
withrend ich mit Gerbsiure nur bei nmsichtiger Arbeit Spuren von Ca-
sein nachweisen konnte. In einem zweiten Versuche musste ich das
Auswaschen 5 Tage fortsetzen, bevor ich ein ganz schwefelsinrefreies
Filtrat erhielt, und in anderen Versuchen schwankte die zum vollstindi-
gen Auswaschen néthige Zeit zwischen 2 und 6 Tagen. Diese Schwan-
kungen rihren daher, dass ich in den verschiedenen Versuchen nicht
gleich grosse Caseinmengen auf die Filtren brachte. Die Geschwindig-
keit, mit welcher das Auswaschen des Caseins geschehen kann, ist nim-
lich selbstverstindlich sehr abhiingig von der Menge des auf jedem Fil-
trum auszuwaschenden Caseins, und in einem anderen Versuche, in wel-
chem ich nur wenig Casein auf jedes Filtrum brachte, gelang es mir auch
im Laufe von einem Tage, wobel ich doch das Zerreiben 4 Mal wieder-
holte, ein ganz schwefelsiurefreies Filtrat zu erhalten. Es ist desshalb
auch, wenn man solche Versuche ausfiihren will, dringend geboten, nur
sehr klemne Caseinmengen auf je ein Filtrum zu bringen, damit das Aus-
waschen moglichst bald beendet werde.

Uebrigens kann, wenn das Waschwasser rasch durchliuft, die Ver-
unreinigung des letzteren mit Schwefelsiiure eine so unbedeutende wer-
den, dass man leicht verleitet werden kann, mit dem Auswaschen des
Niederschlages nicht weiter fortzufahren. Wenn man in diesem Falle
den Niederschlag vom Filtrum nimmt, mit Wasser fein zerreibt und auf
ein neues Filtrum bringt, so ist es oft leicht in dem neuen Filtrate et-
was Schwefelsiure nachzuweisen, und ich betrachte desshalb auch das
Auswaschen erst dann als beendet, wenn nach einem neuen Zerreiben
das nach einiger Zeit abfiltrirte Waschwasser gar keine Schwefelsiure-
reaction mehr giebt.

Es ist also, wie ich schon oben bemerkt habe, sehr schwierig, das
Casein mit Wasser vollstindig auszuwaschen, und man muss dabei be-
fiirchten, dass das Casein wiithrend der zu dem Auswaschen néthigen,
bisweilen sehr langen Zeit in Fiulmss ibergehen oder in irgend einer
anderen Weise sich veriindern werde. In meinen Versuchen, welche bei
niedriger Lufttemperatur ausgefiihrt wurden und in welchen das auf
Filtren gesammelte Casein iiber die Nichte in eimem kiihlen Keller anf-
bewahrt wurde, konnte ich indessen, wenn das Auswaschen nicht iber
4—5 Tage fortgesetzt wurde, keine Zeichen von beginnender Fiinlniss
beobachten. Wenn man auf jedes Filtrum nur eine so kleine Casein-
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menge bringt, dass das Auswaschen im Laufe von 1—2 Tagen beendet
wird, kann man iibrigens in dieser Hinsicht ganz sicher sein.

Dass der Kisestoff durch ein selr langdanerndes Auswaschen anch
in Bezug auf Loslichkeit und Gerinnbarkeit eine Verinderung erleiden

kaun, ist zwar unzweifelhaft, aber es ist doch — was ich schon oben
hervorgehoben habe — sehr hemerkenswerth, dass in dieser Hinsicht

ein Autbewahren unter viel Wasser weit schidlicher als ein Aufbewahren
auf Filtren wirkt. Wiihrend schon das Stehen unter Wasser 24 Stunden
oder iiber eine Nacht nach den Erfahrungen von Av. Scumipr') und mir
nachtheilig wirken kann, habe ich das Auswaschen des Caseins auf Fil-
tren 2—3 Tage ohne nachtheilige Folgen fortsetzen kénnen. Fiir die
unverinderte Beschaffenheit des so behandelten Caseins werde ich bald
die Beweise bringen.

Es ist also sehr gut moglich, das mit Schwefelsiure gefillte Ca-
sein so vollstindig auszuwaschen, dass in dem Waschwasser keine Spu-
ren von Schwefelsiure zu finden sind, und es fragt sich also, ob das
so weit gereinigte Casein ein schwefelsiurefreies oder schwefelsiure-
haltiges sei. Um dies zu entscheiden, verfulr ich in der oben, pag.23,
angecebenen Weise, und da simmtliche Versuche dasselbe Resultat ge-
ceben haben, will ich nur, damit der Leser die Reinheit des Priparates
besser beurtheilen kinne, als Beispiele die folgenden Versuche anfiihren.

Ein wiihrend 3 Tage bis zum Erhalten eines ganz schwefelsiure-
freien Waschwassers ausgewaschenes Casein wurde in Wasser fein zer-
richen nnd durch Zusatz von einer nicht weiter bestimmten Menge ei-
nes schwefelsiurefreien Kaliumcarbonats geldost. Von dieser Losung
wurden 10 Ce. in einer Platinschale eingetrocknet, der bei 110° C. ge-
trocknete Riickstand gewogen und emgeiischert. Nach Abzug von der
Asche, deren Menge nur 0,006 Gm. betrug, war das Gewicht des oe-
trockneten Riickstandes 0,322 Gm., und die Losung enthielt also etwa
3,22%, Casein. Von den noch rickstindigen 27 Ce. dieser Losung wur-
den 25 Ce. abgemessen, mit der passenden Menge Chlorwasserstoffsiure
und dann mit BaCl, versetzt. Nach dem Umrihren war die Flissigkeit
nur schwach bliulich opalisirend und vollkommen durchsichtig ohne
Spuren einer weisslichen Tritbung, und nachdem sie ohme sich merkbar
zu verindern iiber eine Nacht gestanden haite, wurde sie am folgenden
Tage der Controle halber mit 1 Ce. einer '/, Normalschwefelsiure
versetzt. s entstand pun innerhalb eimiger Secunden eine ziemlich

') Prriigers Archiv. DBd. 11, pag. 41
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stark weisslich schillernde Tribung von schwefelsaurem Baryt. Nach 12
Stunden hatte sich die Fliissigkeit geklirt und am Boden des Becher-
elases war ein diinmer weisslicher Beschlag von Baryumsulfat zu sehen.

In den urspringlichen 25 Ce. waren in diesem Falle also 0,8 Gm,
Casein enthalten, und eine absichtliche Verunreinignng mit 00004 Gm,
Schwefelsiure war noch leicht zu constatiren. Da in diesem Falle vor
dem Zusatze von Schwefelsiure gar keine Reaction mit BaCly zu erhal-
ten war, sehe ich mich zu dem Schlusse berechtigt, dass in dem unter-
suchten Casein hiochstens nicht sicher nachweishare Spuren von Schwefel-
giiure vorhanden sein konnten.

In einem anderen Versuche, in welchem ich 3 Gm. erst mit Was-
gser ausgewaschenes und dann mit Alkohol-Aether behandeltes Casein
mit Hiilfe von ein wenig Alkali in 50 Ce. Wasser loste und die Fliissig-
keit in 2 gleich grosse Portionen theilte, konnte ich in der einen Probe
nach dem Ausfiillen des Caseins mit Salzsiure in dem klaren Filtrate
gar keine Schwefelsiurereaction mit BaCl, erhalten, wihrend in der
zweiten, absichtlich mit 00006 Gm. Schwefelsdure verunreinigten Probe
diese Verunreinigung mit Leichtigkeit in dem Filtrate nachgewiesen
werden konnte.

Wenn ich oben sagte, dass simmtliche Versuche ein ibereinstim-
mendes Resultat gegeben haben, soll dies nicht so verstanden werden,
als ob ich nie Spuren von Schwefelsiiure in dem ausgewaschenen Casein
gefunden hiitte. Im Gegentheil habe auch ich in dem Casein, welches,
nach dem Verhalten des Waschwassers zu urtheilen, voraussichthich als
ein schwefelsiiurefreies sich herausstellen wiirde, in einigen Fillen Spu-
ren von dieser Sidure nachweisen kionnen, aber auch in diesen Fillen
war es moglich, durch neues Zerreiben und Auswaschen das Priiparat
ganz schwefelsiurefrei zu erhalten. Die Uebereinstimmung der Resul-
tate lag also darin, dass es mir in IEazdl:ﬂJ Versuche ohne Ausnahme ge-
lungen ist, die Schwefelsiiure bei sorgfiltiger Arbeit durch anhaltendes
Auswaschen und wiederholtes Zerreiben vollstindig zu entfernen. Es ist
zwar dazu im Allgemeinen ein sehr anhaltendes Auswaschen erforder-
lich; aber wenn man das Casein wiederholt miglichst sorgfiltig zer-
reibt und nur eine kleine Menge davon auf jedes Filtrum bringt, kann
das Auswaschen in so kurzer Zeit vollendet werden, dass keine — we-
nigstens keine nachweishare — Zersetzung dabel stattfindet.

Wenn es also méglich ist, durch Waschen mit Wasser die zur
Fillong des Caseins benutzte Siure aus dem Cageinniederschlage zu
entfernen, muss ich doch wegen der grossen Schwierigkeiten, mit wel-
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chen dieses Entfernen der Sidure verbunden ist, als etwas sehr Wahr-

scheinliches behaupten, dass das in iiblicher Weise — sei es fiir quali-
tative oder quantitative Versuche gefillte, ohne Zerreiben und ohne

sehr anhaltendes Auswaschen gereinigte Casein kein ganz reiner Kiise-
stoff sei.

Die Angaben von Berzevws'), Mveper®) und anderen Forschern
diirften also in so weit richtig sein, als durch sie nur ausgesagt werden
soll, dass der mit Sinren erzeugte, in iiblicher Weise gereinigte Casein-
niederschlag nicht aus reinem Casein, sondern aus Casein und Saure
bestehe. Die von diesen Forschern herrihrende, aber vor Allem von
Mirrox & Commainie scharf formulirte Ausicht von einer chemischen
Verbindung des Caseing mit der zur Fillung des Caseins verwendeten
Siiure findet dagegen in meinen Beobachtungen keine Stiitze. Es wiire
zwar nicht unmébglich, dass das Casein mit Sduren Verbindungen ein-
ginge, welche — wie dies von MitLox & Commainie fiir die angeblichen
Verbindungen des Caseins mit Essigsiure, Jodwasserstoffsiure, Rhodan-
wasserstoffsiure und Ueberchlorsinre behauptet worden ist — durch
Waschen mit Wasser unter Abspaltung der Siure zersetzt werden, da
aber der Schwefelgiuregehalt des Priparates wiihrend des Auswaschens
stetig, bis zum ginzlichen Verschwinden simmtlicher Siure, vermindert
wird, kann man wenigstens nicht darauf rechnen, ein Priparat von con-
stanter Zusammensetzung zu erhalten.

Die Thatsache, dass durch anhaltendes Auswaschen ein ganz sidure-
freies Casein zu gewinnen ist, lisst sich nach meiner Ansicht weit ein-
facher dadurch erkliren, dass dem Casein wie anderen Eiweisgkérpern
in hohem grade die Eigenschaft zukomme, fremde Stoffe mechanisch
mit niederzureissen und sehr hartniickig festzuhalten. Hierzu kommt
noch, dass die Eigenschaft des Caseins harte Kiérnchen oder Kliimpehen
zn bilden, dem Einschliessen von etwas Mutterlange, von der das Casein
nur durch sehr feines Zerreiben und Auswaschen zu befreien ist, sehr
giinstig sein muss; und wemn ich auch nicht leugnen will, dass die An-
nahme von einer Verbindung des Caseins mit der Siure gewisse Eigen-
thiimlichkeiten dieses Stoffes gut erkliiven wiirde, muss ich also doch
der Angsicht von Scuerer und Rocureper beitreten.

Nachdem wir gesehen haben, mit wie vielen Schwierigkeiten ein
vollstindiges Auswaschen des Caseins verbunden ist, wird man es hof-
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fentlich berechtigt finden, wenn ich den sehr positiven Angaben von
Mioxy & Commainne kein grosses Gewicht zumessen kann. Es ist nim-
lich offenbar, dass das von den genannten Forschern geiibte, oben
referirte Reinigungsverfahren so wenig brauchbare Resultate geben
muss, dass, selbst wenn das Casein mit der zur Fillung benutzten Siiure
eine chemische Verbindung einginge, dies durch das von Mmrox &
CommanLe angewandte Verfahren nicht in exacter Weise zu beweisen
sein wiirde. Uebrigens kénnen die Angaben von MicLox & CommainLe
nicht nur eben so leicht, sondern wielleicht noch leichter durch die An-
nahme von einer Verunreinigung des Caseins mit der zur Fillung be-
nutzten Sdure erklirt werden. Um dies zu zeigen, erlaube ich mur, auf
einigce sehr wichtige Angaben der genannten Forscher die Aufmerksam-
keit des Lesers hier zu lenken.

Nach Mmron & Comwmare soll die Verbindung des Caseins mit
einer Siure durch irgend eine andere, im Ueberschuss zugesetzte Siure
zerlegt werden, und so soll beispielsweise das in Alkali geloste Casein-
sulfat durch Salpetersiiure derart zerlegt werden, dass man in dem Nie-
derschlage Salpetersiiure nachweisen kann, wiihrend das Filtrat etwas
Schwefelsiure enthilt. Es ist nun ganz unzweifelhaft, dass auch das-
selbe Resultat mit Nothwendigkeit erbalten werden muss, wenn das Ca-
gein mit den Sidunren nicht sich verbindet, sondern nur von ihnen ver-
unreinigt wird. Es muss nidmlich in dem letzteren Falle selbstverstind-
lich die im Ueberschuss zugesetzte Siure in dem Niederschlage enthal-
ten sein, wiihrend auch ein Theil von der urspriinglich vorhandenen
Siure in Lisung bleiben muss. Ich sage absichtlich, dass nur ein Theil
der urspriinglich vorhandenen Siure in das Filtrat iibergehen muss,
denn der neue Caseinniederschlag enthilt — was zn erwarten war und
was iibrigens auch MitLoy & ComMaiLLE nicht entgangen ist — die bei-
den Siuren. Die 2 Siuren vertheilen sich nimlich in diesem Falle anf
Niederschlag und Fliissigkeit, eine Thatsache, von deren Richtigkeit man
durch Versuche mit Schwefelsiure und Phosphorsinre sich leicht iiber-
zeugen kann.

Die von MiLLoy & Cosmumainne herriihrende, von mir nur constafirte
Beobachtung, dass der Caseinniederschlag gleichzeitig Schwefelsiure und
Phosphorsiure enthalten kann, betrachten die Verfasser als einen Be-
weis fiir die Fihigkeit des Caseins gleichzeitig mit zwei Siuren sich
chemisch zu verbinden. Meinestheils mochte ich doch eher diese Beob-
achtung als einen Beweis f(iir die blosse Verunreinigung des Caseins
mit den Siuren betrachten. Ich finde es nimlich selir natiirlich, dass
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eine Lisung, welche gleichzeitiz Natrinmeaseat und Phosphat enthiilt,
wenn sie mit Schwefelsinre gefillt wird, einen mnach unvollstindiger
Reinigung nicht nur von Schwefelsiure, sondern auch von Phosphor-
siiure verunreinigien Niederschlag geben soll.  Ja es ist sogar méglich,
(aseinniederschliige zu erhalten, welche gleichzeitig nicht nur 2 sondern
sogar 3—4 Siuren enthalten. Um dies zu zeigen, werde ich nur den
foleenden Versuch anfiithren.

~ Ich loste eine nicht weiter hestimmte Menge eines ganz reinen
(Jaseins in Wasser mit Hiilfe von ein wenig Alkali, und diese Losung
wurde darauf mit etwas Chlornatrinm, Natriumphosphat und Ammonium-
oxalat verunreinigt. Der durch Zusatz von Schwefelsiure erzengte Nie-
derschlag wurde genau nach der Vorschrift von MmmLon & CoMMAILLE
(durch 3-maliges Zerreiben in Wasser und Auspressen) gereinigt und
daranf in Wasser mit Hiillfe von der néthigen Menge eines ganz reinen
Kaliumearbonats gelost. Die so gewonnene Caseinlosung wurde gegen
destillirtes Wasser dialysirt, und schon nach 12 Stunden konnten ohne
vorhergegangene Concenfration des Diffusates Spuren von Chlorwasser-
stoffsiure und Schwefelsiure darin nachgewiesen werden. Von Oxal-
siinre und Phosphorsiiure waren dagegen keine direct nachweishare Spu-
ren vorhanden. Da das nie gewec h&m]te Diffusat 24 Stunden spiter
stark concentrirt wurde, konnten die 4 Siuren mit Leichtigkeit in dem
ganz eiweissfreien Diffusate mnachgewiesen werden. In diesem, genan
nach Mittons & Commamnies Vorschrift gereinigten Casein waren also
die 4 Siuren vorhanden, und ich sehe in diesem Versuche einen neunen
Beweis fiir die Ansicht, dass der Gehalt des Caseinmiederschlages an
Sinren nicht von einer chemischen Verbindung, sondern vielmehr nur
von einer Verunreinigung herriihre.

Da ich oben gezeigt habe, dass es, wenn anch schwierig, doch gut
moglich ist, das mit Siuren gefiilllte Casein durch anhaltendes Aus-
waschen mit Wasser vollstindig von der Siure zn reinigen, und da ich
aus dieser Beobachtung weitere Schliisse beziiglich der Natur des so
gereinigien Caseinniederschlages gezogen habe, so ist es selbsverstind-
lich, dass diese Schliisse nur unter der Voraussetzung zutreffen, dass der
50 behandelte Kisestoff auch gemeines, typisches Casein gewesen sei.
Dass dem auch so ist, habe ich schon oben gesagt, aber es bleibt mir
noch iibrig diese Behauptung durch Thatsachen zn begriinden.

Durch mehr als 2—3-tigiges Auswaschen kann das Casein etwas
schwerloslicher werden, nnd die nun folgenden Angaben beziehen sich

-
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desshalb nur auf das nicht mehr als 2 Tage ansgewaschene, ganz schwe-
felsiinrefreie Casein.

Die Reaction des durch anhaltendes Auswaschen von Schwefel-
saure vollstindig befreiten Caseins ist eine stark saure. Zwar theilt
auch dieses Casein dem Wasser keine saure Reaction mit; aber wenn
man das Casein in Substanz auf ein angefeuchtetes Lackmuspapier
bringt, wird letzteres fast augenblicklich stark roth gefirbt. Es verhiilt
sich also auch das von anhiingender Sdure vollstindig gercinigte Casein
dem Lackmuspapiere gegeniiber wie eine starke Siure. Dass dem Was-
ser trotzdem keine sanre Reaction mitgetheilt wird, hingt von der Un-
loslichkeit oder der wenigstens ungemein grossen Schwerloslichkeit des
so gereinigten Caseins ab. Man findet niimlich bei dem Auswaschen
des Caseins, dass so lange noch das Waschwasser etwas Schwefelsiiure
enthiilt auch nicht gerade schwer nachweisbare Spuren von Casein in das
Filtrat iibergehen; wenn man dagegen das Auswaschen so lange fort-
gesetzt hat, bis das Waschwasser keine Schwefelsiure mehr enthiilt,
sind auch die darin vorhandenen Spuren von Casein so unbedentend, dass so-
gar mit Gerbsiinre kaum mehr als eine schwach blinlich weisse, erst nach
einiger Zeit in einen ansserordentlich spirlichen Niederschlag iibergehende
Opalescenz sichtbar wird. Das genau ausgewaschene Casein ist also
fast absolut unléslich in Wasser, wihrend das noeh von Siure verunrei-
nigte darin etwas loslicher ist.

In naher Bezichung zn der Wirkung auf Lackmuspapier steht auch
die Eigenschaft des Caseins mit Alkalien und alkalischen Erden Ver-
bindungen einzugehen. Die Verbindungen des Caseins mit den Alkalien
konnen je nach der Menge des Caseins und des Alkalis neutral, alka-
lisch oder sauer reagiren, und es ist schr leicht, eine ziemhch stark
saner reagirende Caseinlésung zu erhalten. Zu dem Ende ist nichts
Weiteres nothig, als das mit Wasser fein zerriebene Casein durch Zu-
satz von einer miglichst kleinen Menge einer mit Lackmus gefirbten
Alkalilange zu losen. Man wird dabei bemerken, wie die blane Farbe
allmihlich erst in eine wviolette und dann in eine réthliche iibergeht.
Umgekehrt kann man auch zu einer mit Lackmus gefirbten, alkalisch
reagirenden (aseinlisung allmihlich verdiinnte Essigsiure setzen, und
man wird dabei sehen, wie der nach jedem Zusatz von Siinre entstehende
Niederschlag sich mehr weniger rasch wieder auflost, bis eine etwas opali-
sirende, sauer reagirende, weisslich roth gefirbte Caseinlésung erhalten
wird. In der zuletzt angegebenen Weise ist es aus Griinden, die spiiter
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verstindlich werden sollen, noch leichter eine stark sauer reagirende
Caseinlésung darzustellen.

Wie mit den kaustischen Alkalien kann das siurefreie Casein
anch mit kohlensauren und phosphorsauren Alkalien sauer reagirende
Losungen geben. In derselben Weise verhilt es sich auch zu den al-
kalischen Erden und deren Carbonaten. Wenn man das Casein mit
kohlensaurem Kalk und Wasser zusammenreibt und diese Mischung
unter oft wiederholtem Umschiitfeln einige Zeit stehen lisst, so lost sich
das Casein allmihlich zu einer opalisirenden, kalkhaltigen Fliissigkeit
auf. Es wird dabei aus dem Carbonate Kohlensiure frei gemacht, wenn
anch dies, wegen der nur allmiihlich stattfindenden Zersetzung nicht
ohne Weiteres sichtbar ist. e Fihigkeit des ganz schwefelsiurefreien
(Jaseins den kohlensauren Kalk unter Austreibung von Kohlensiure zu
zerlegen, konnte ich indessen auf folgende Weise zeigen.

[ch vertheilte das staubfeine, getrocknete Casein méglichst fein in
ausgekochtem Wasser durch Schiitteln in einem kleinen Glaskolben,
pumpte mit der Luftpumpe aus und liess die entweichenden Gase durch
klares Barytwasser streichen. Nachdem ich mich durch dieses Verfahren
von der volligen Abwesenheit von Kohlensiure — mit Ausnahme von
den nicht in Betracht kommenden Spuren dieses Gases, welche von der
in dem Kiélbchen mit eingeschlossenen kleinen Luftmenge herriihren —
iiberzeugt hatte, brachte ich in das Kélbehen eine kleine Menge von
eben erhitztem, noch warmem kohlensaurem Kalk hinein und pumpte
wiedernm moglichst bald aus. Bei der unmittelbar nach der Einfiihrung
des Caleiumcarbonates vorgenommenen Auspumpung wurden wiederum
nur unbedeutende, von der bei dem Einfiihren des Carbonats mit einge-
brachten Luft herriihrende Spuren von Kohlensiure erhalten; wenn ich
dagegen etwas spiter, nachdem ich dem Casein die zur vollstindigen
Lisung desselben noéthige Zeit gegeben hatte, das Auspumpen von Neuem
versuchte, entwichen so bedentende Kohlensiiuremengen, dass in der vor-
her durch Spuren von Baryumearbonat nur wenig getriibten Fliissigkeit
ein sehr reichlicher Niederschlag von Carbonat entstand.

Das Casein hat also unzweifelhaft die Fihigkeit, den kohlensauren
Kalk zu zersetzen; aber es ist sehr wahrscheinlich, dass das Casein da-
bei nur einen Theil des Carbonates zerlegt, wihrend der Rest durch das
Casein in Losung gehalten wird. Man findet nimlich, dass auch umge-
kehrt eine Lésung von Casein in Kalkwasser mit viel Kohlensiiure be-
handelt werden kann ohne gefillt zu werden. Wie von dem Caleium-
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phosphate kann also das Casein auch von dem Calciumcarbonate be-
deutende Mengen in Lésung halten.

Das Verhalten des Caseins zu Lackmuspapier und die Fihigkeit
dieses Eiweissstoffes, nicht nur mit dem Alkali saure Verbindungen ein-
zngehen sondern auch das Caleiumearbonat unter Freimachen von Kohlen-
siure zu zerlegen, zeigen also, dass selbst der reine, von jeder nach-
weisbharen Spur der zur Fillung benutzten Sidure gereinigte, Kisestoff
eine Siure ist. :

In Bezug auf die Leichtigkeit, mit welcher die Auflssung des Ca-
seins in Alkalien, Erden und Carbonaten von Statten geht, habe ich kei-
nen Unterschied zwischen dem gewdhnlichen und dem anhaltend ausge-
waschenen Kiisestoff finden kénnen, vorausgesetzt, dass das Auswaschen
nicht mehr als 2—3 Tage fortgetetzt wurde. Bei einem noch linger
fortgesetzten Aunswaschen wurde dagegen das Casein, wie schon oben
bemerkt worden ist, wenigstens in einigen Fillen unzweifelhaft etwas
schwerloslicher.

Wie das gewohnliche hat anch das ganz sdurefrele Casein die
Fahigkeit reichliche Mengen von Calcinmphosphat zu losen, und wie
jenes hat es auch die Eigenschaft mit Lab sehr schén zu gerinnen. Ich
habe also gar keinen Unterschied zwischen dem durch Fillung mit Essig-
siiure — nach dem oben angegebenen Verfahren — dargestellten und dem
mit Schwefelsiure niedergeschlagenen, .durch tagelanges Auswaschen von
Schwefelsiure vollstindig befreiten Casein auffinden kinnen.

Da wir oben gesehen haben, dass ein Theil der zur Fillung des
Caseins angewandten Siure dem Niederschlage so hartnickig anhaftet,

dass — wenn es sich um die Darstellung von grossen Caseinmengen
handelt — er kaum durch ein 5—6-tigiges Auswaschen zu entfernen

ist, und da ich weiter gesehen habe, dass der Kiisestofl durch soleh ein
anhaltendes Auswaschen, wenn er auch nicht in Fiunlniss iibergeht, doch
leicht veriindert (resp. schwerldslicher) werden kann, so entsteht natiir-
lich leicht die Frage, ob es iiberhaupt mdoglich sei, ein ganz reines,
namentlich siurefreies Casein in grosserer Menge darzustellen,

Es diirfte dies bei Anwendung von Mineralsiuren, z. B. Schwefel-
siiure, wenn iiberhaupt mioglich unzweifelhaft sehr schwierig sein, wih-
rend durch Fillung mit Essigsiure das Casein weit leichter in reinem
Zustande zu erhalten ist. Wie schon oben bemerkt worden ist, hat
schon Lermaxx?!) behauptet, dass der mit Essigsiure erzeugte Casein-

1) . G. Lerymasy: Lehrbuch der physiologischen Chemie. 2. Auflage Leipzig 1853.
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niederschlag keine Essigsiure enthilt; und es haben weiter MiLLoy &
CommaiLLe') behauptet, dass die Verbindung des Caseins mit Essigsiure
durch Waschen mit Wasser leicht zersetzt werde. Auf diese letztere
Behauptung kann ich, da wir iiberhaupt keinen Grund zur Annahme yon
eciner chemischen Verbindung zwischen dem Casein und der zur Fil-
lung benutzten Siure haben, kein sehr grosses Gewicht legen, wiithrend
der Angabe von LEHMANN ein um s0 grosseres Gewicht zuerkannt wer-
den muss, als ihre Richtigkeit schon an sich sehr wahrscheinlich ist.
Wenn nimlich das mit Essigsiure gefillte Casein nicht mit der Siure
sich chemisch verbindet sondern nur von ibr verunreinigt ist, so lisst
sich mit ziemlich grosser Wahrscheinlichkeit voraussagen, dass die ver-
unreinigende Siure bei dem Trocknen des staubfeinen Caseins vollstin-
dig entweichen werde, wihrend dies, wenn man eine chemische Verbin-
dung zwischen dem Casein und der Essigsiure annimmt, kaum oder
wenigstens nicht mit demselben Grade von Wahrscheinlichkeit zu erwar-
ten ist. Wenn das getrocknete Casein keinen Gehalt an HEssigsiure
besitzt, wiirde dies also wenigstens nicht fiir eine chemische Verbindung
swischen dem Casein und der Siiure sprechen, und dies war also auch
ein Grund, warum ich das nach meiner oben beschriebenen Methode,
durch 3-maliges Fiillen mit Essigsiure, dargestellte Casein auf einen
Gehalt an Essigsiure priiffen musste.

Bei dieser Priifung konnte ich nicht die mit iiberschiissiger Schwe-
felsiiure versetzten Caseinlosungen direct der Destillation unterwerfen.
Einerseits schiiumen niimlich solche Liisungen beim Erhitzen oft recht
stark und andererseits war es zu befiircchten, dass durch die bei der
Destillation nothwendige, allmihlich stattfindende starke Concentration
der Schwefelsiure eine Zersetzung des Caseins unter Bildung von fliich-
tigen Siuren, vielleicht anch von Essigsiiure, stattfinden wiirde. Ich ver-
fuhr desshalb so, dass ich den bei 100° (. getrockneten Kisestoff erst
in Wasser mit Hiilfe von so viel Alkali loste, dass eine ziemlich stark
alkalisch reagirende Lisung erhalten wurde, und auns dieser Losung
durch Eintragen von iiberschiissigem, gepulvertemn Magnesiumsulfat das
(fasein entfernte. Nach dem Auswaschen des Niederschlages mit einer
cesgiiftigten Magnesiumsulfatlésung wurden die gesammelten Filtrate mit
Schwefelsiure angesinert und der Destillation unterworfen.

Trotzdem, dass ich solche Versuche mit 15, 20 und 25 Gm. Casein
ausgefiihrt habe, ist es mir noch nie gelungen, Spuren von Essigsiure

1_} A a0,
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in den Destillaten nachzuweisen. Es ist nun allerdings wahr, dass sehr
kleine Essigsiduremengen mnicht mit derselben Leichtigkeit wie die ent-
sprechenden BSchwefelsiuremengen zu entdecken sind, und ich will also
nicht die Moglichkeit in Abrede stellen, dass bei dem eben beschriebe-
nen Verfahren Spuren von Essigsiure ibersehen werden konnen. Aber
selbst in diesem Falle kénnen doch wahrscheinlich héchstens nur ganz
zu vernachlissigende Spuren von Essigsiiure das Priiparat verunreinigen,
denn es wiirde doch schwerlich eine namhafte Verunreinigung des Ca-
seins mit dieser Sidure — bei Anwendung von so grossen Caseinmengen
wie 15—25 Gm. — der Aufmerksamkeit ginzlich entgehen kénnen.

Durch 3-maliges Ausfillen des Caseins mit Essigsiiure (damit die
sauren Phosphate und die iibrigen Milchsalze vollstiindig entfernt werden),
durch feines Zerreiben des Niederschlages und Auswaschen bis zum Er-
halten von einem gar nicht sauer reagirenden Waschwasser, durch da-
rauf folgendes Behandeln mit Alkohol-Aether und endlich durch Trock-
nen des staubfeinen Caseins erst mit der Luftpumpe und dann bei 100°
C, ist es also moglich ein Priparat zu erhalten. welches simmtliche Ei-
genschaften des Milcheaseins besitzt und als giinzlich frei von Essig-
siure sich erweist.

Das Verhalten zu Salzen betrachten bekanntlich die meisten For-
scher als einen sehr wichtigen Unterschied zwischen Globulinen und
Albuminaten, und es ist auch wegen dieses Umstandes von Inte-
resse, das Verhalten des Caseins zu Salzen etwas niher zu priifen.
Es 1st dies um so mehr néthig, als beziiglich dieses Verhaltens die An-
gaben der Verfasser etwas auseinander gehen. Ich will in dieser Hin-
gicht nur daran erinnern, dass nach Lenmaxy?') das mit Essigsiiure ge-
fillte Casein in Lésungen von Salmiak, Salpeter und anderen Neutral-
salzen sehr leicht lislich sein soll, wihrend nach Hoprre-SEYLER®) und
mehreren anderen Forschern das Casein gerade wegen der Unléslichkeit
in NaCl zu den Globulinen nicht gerechnet werden kann. Da ich in
Bezug auf die Loslichkeit des Kuhecaseins in Salzen auch einige Erfah-
rungen gesammelt habe, sel es mir gestattet, iiber einige in dieser Rich-
tung ausgefiihrten Versuche hier zu berichten.

Wenn man die Milch mit verschiedenen Siuren zu fillen versucht
macht man bald die Erfahrung, dass das Casein micht durch dquivalente

B (0
*) Horre-Sevier: Handbuch der physiologisch- und pathologisch-chemischen
Analyse. 4. Auflage.
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Mengen der verschiedenen Sduren zu fiillen ist, und vor Allem macht
sich ein grosser Unterschied geltend zwischen der Essigsiure einerseits
mnd den Mineralsiuren, wie Salzsiure und Schwefelsiure, andererseits.
Um aus einer und derselben Milch das Casein mit Sduren niederzu-
schlagen, hat man also von der Essigsiiure eine nicht unbedentend gris-
sere Menge wie von der Salzsiiure néthig, was ich hier mit einigen Bei-
spielen zeigen will. Ich bereitete mir einerseits eine Zehntelnormalsalz-
siure und andererseits auch eine Zehntelnormalessigsinre, welch letatere
ich doch, um die Resultate recht schlagend zu machen, absichtlich ein
wenig zu stark bereitete. Mit diesen beiden, fast dquivalenten Siuren
versuchte ich die mit 4 Vol. destillirten Wassers verdiinnte Milch zu
fillen und ich fand dabei in einem Versuche, dass 20 Ce. Milch mit 80
(Ce. Wasser verdiinnt von der Essigsiure 13 Ce. zum Erhalten von ei-
ner bleibenden Fillung erforderten, wihrend von der Zehntelnormalsalz-
giiure, um denselben Punkt zu erreichen, nur 9 Ce. nothig waren. In
einem zwelten Versuche mit einer anderen Milch, aber bei Anwendung
von derselben absoluten Milchmenge und derselben Verdiinnung mit
Wasser, waren von der Zehntelnormalessigsinre 12,5 Ce. und von der
Zehntelnormalsalzsiiure 8,7 Ce. fiir das Entstehen von dem ersten blei-
benden Niederschlage nithig., Ieh habe solehe Versuche wiederholt aus-
gefiithrt, und ich bin dabei stets zu dem Resultate gekommen, dass von
der Essigsiure eine grissere Menge wie von einer diquivalenten Salz-
siure oder Schwefelsinre zur Fillung des Caseins erforderlich ist.

Es hat dieses Resultat unzweifelhaft etwas Befremdendes, denn es
ist micht leicht ohne Weiteres zu verstehen, warum dquivalente Mengen
von verschiedenen Siduren, die doch alle das Casein aus seiner Verbin-
dung mit dem caseinlésenden Alkali, resp. dem Kalke frei machen, eine
ungleich starke Wirkung ausiiben sollen. Zur Erklirung von diesem
eigenthiimlichen Verhalten bieten sich zwar mehrere Auswege dar, aber
in erster Hand kénnte man an eine ungleiche Wirkung derjenigen Salze
denken, die bei der Anwendung von verschiedenen Siduren nothwendig
entstehen miissen. Es ist ndmlich ganz wnzweifelhaft, dass das Casein
nicht ganz unléslich in Salzen ist, und vor Allem scheinen die Salze,
wenn sie schon von vorneherein in der Mileh, resp. in der Caseinlésung
vorhanden sind, eine der Ausfillung des Caseins hinderliche Wirkung
auszuiiben. Ich gedenke hier nicht nur der allbekannten ilteren Angabe,
dass eine mit einer geniigenden Menge Kochsalz oder Salpeter versetzte
Milch zwar einer Siuerung anheimfallen aber doch nicht gefillt werden
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soll, sondern ich will an eine, von Avex. Scamipr') herrithrende Angabe
erinnern, der zufolge die durch Dialyse von den Salzen befreite Milch
durch Siuren leichter gefillt werden soll. Es kann diese grissere Fill-
barkeit zwar von dem Entfernen der Alkaliphosphate durch Dialyse her-
rithren, denn diese Salze sollen ja den gang und giben Erfahrungen
gemiss einen wesentlichen Kinfluss auf die Fillbarkeit das Caseins aus-
iiben; aber sie koénnte auch wvielleicht von dem Entfernen der anderen
Milchsalze durch Dialyse herrihren.

Um die Frage zu entscheiden, ob eine ungleiche Fihigkeit der
verschiedenen Siduren das Casein zu fillen von einer fillungswidrigen
Wirkung der gleichzeitig anwesenden oder erst bei Zusatz von Siiuren
entstehenden Salze herriihren konnte, verfuhr ich in folgender Weise.

Ein mit Chlorwasserstoffsiure 3 Mal ausgefilltes Casein wurde
durch Zusatz von reiner Natronlauge in Wasser gelost und diese Lisung
der Dialyse unterworfen. Nachdem die Dialyse mehrere Tage, bis zum
ginzlichen Verschwinden von jeglicher Chlorreaction in den Diffusaten
fortgesetzt worden war, wurden von dieser Lisung 4 Proben auf je 10
Cec. abgemessen. Die eine Probe wurde, behufs einer gvantitativen Be-
stimmung des Caseins, in einer Platinschale eingetrockuet und die Menge
des Caseins — die nicht genan wiighare Menge Asche mitgerechnet — zu
2.0 % bestimmt. Von den 3 noch iibrigen Proben wurde die eine, a,
einfach mit 20 Ce. Wasser verdiinnt, zu der zweiten, b, setate ich erst
10 Ce. einer Zehntelnormalnatronlauge und dann 10 Ce. einer Zehntel-
normalessigsiiure; die dritte Probe, ¢, endlich wurde erst mit 10 Ce. ei-
ner Zehntelnormalnatronlauge und dann mit 10 Ce. einer Zehntelnormal-
chlorwasserstoffsiure versetzt. Darauf wurde jeder Probe die zur Fiil-
lung erforderliche Menge der Zehntelnormalessigsiure zugesetzt und da-
bei folgende Zahlen erhalten. Die Probe a, welche kein Salz enthielt,
erforderte zur Fillung 1,1 Ce. Zehntelnormalessigsiure; zu der Natrium-
acetat enthaltenden Probe & musste ich dagegen nicht weniger als 4,2 Ce.
Zehntelnormalessigsiiure setzen, und in der NaCl-haltigen Probe ¢ trat
die Fillung nach Zusatz von 16 Ce. Zehntelnormalessigsiure auf.

Ein anderer Versuch, wo ich mit einer Lésung von 2627, Casein
arbeitete, gab folgendes Resultat. In der Probe a waren 10 Ce. Casein-
losung erst mit 20 Ce. Zehntelnormalnatronlauge und dann mit 20 Ce.

1y ALexanpEr Scmyint: Weitere Untersuchungen des Blutserum, des Bier-
eiweisses und der Milch durch Dialyse mittelst geleimten Papieres. Pfliigers Archiv.

Band 11.
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Zehntelnormalessigsiiure verdiinnt worden, und zur Fillong des Caseins
waren in dieser Probe 78 Ce. Zehntelnormalessigsiinre nithig. In der
Probe & dagegen, welche neben 10 Ce. Caseinlésung 20 Ce. Zehntel-
normalnatronlauge und 20 Ce. Zehntelnormalchlorwasserstoffsiure ent-
hielt, wurde das Casein schon durch 23 Ce. Zehntelnormalessigsiure
cefillt.

Ieh bemerke ausdriicklich, dass die zu diesen Versuchen benutzte
Essigsidure der ebenfalls benutzten Zehntelnormalnatronlauge nicht ganz
dgquivalent sondern absichtlich ein wenig zu stark war. Gleiche Volu-
mina der beiden Lisungen gaben nimlich nicht eine alkalisch reagirende
sondern eine die Lackmustinetur rothviolet firbende Fliissigkeit, und es
kann also die ungleiche Wirkung des Kochsalzes und des Natriumace-
tates nicht durch eine alkalische Reaction des letzteren erklirt werden,
was iibrigens schon durch die Grésse des Unterschiedes unméglich
sein wiirde.

In Bezng auf die eben angefiihrten Versuche muss ich ausserdem
bemerken, dass ihre Ausfiihrung mit nicht unbedeutenden Schwierig-
keiten verkniipft ist. Bei jedem Zusatz von Siure entsteht nimlich ein
Niederschlag, welcher anfinglich rasch, spiter aber nur allmihlich
und schwierig sich auflost, wiithrend die Fliissigkeit nach jeder Wiederauf=
lisung eines Niederschlages stirker opalisirend wird. Setzt man auf
ein Mal zu wviel Siure zu, so erhilt man einen aus ziemlich grossen
Klimpehen oder Fléckehen bestehenden Niederschlag, der nur langsam
und schwierig sich wieder auflost. Man muss desshalb die Sdure mit
derselben — und zwar moglichst grissten — Vorsicht zu allen Proben
setzen und darauf rnhig warten, bis jeder Niederschlag unter fleissigem
Umrithren sich wieder anfgelost hat. Die Opalescens nimmt dabei —
wie oben gesagt wurde — stetig zu, und bei vorsichtiger Arbeit kann
man auf diese Weise fast milchweisse, stark sauer reagirende Casein-
losungen erhalten, die in diinneren Schichten ganz durchsichtig sind.
Da, wenn die Proben neben einander gestellt werden, eine ungleich starke
Opalescens leicht zu bemerken ist, konnte man vielleicht auch die zum
Hervorrufen von derselben Opalescens in allen Proben erforderlichen
Sinremengen bestimmen. Ich habe es doch besser gefunden, diejenigen
Siauremengen zu bestimmen, die zum Erhalten von dem ersten, nicht
mehr verschwindenden Niederschlage erforderlich sind.

Nach den oben als Beispiele angefiihrten Versuchen, zn denen ich,
wenn es nothig wire, noch andere fiigen kionnte, unterliegt es also kei-
nem Zweifel, dass die von vornherein in einer Lisung anwesenden oder
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erst bei Zusatz von Siuren entstehenden Salze einen unverkennbaren
Einfluss auf die zur Fillung des Cascins nothige Siuremenge ausiiben’
kéonnen. Die quantitativ se hr ungleiche Wirkung, welche in dieser Be-
ziehung zwischen Natriumacetat und NaCl obwaltet, erklirt auch leicht,
warum dquivalente Mengen von Essigsiure und Chlor \\'aawts’rnfh.&mu-
bei der Fillung des Caseins aus der Mileh cine ungleich starke Wirkung
ausiiben. Die Fihigkeit des Acetates, die Ausfillung des Caseins zu w_.llml-
dern, wiichst, wie ich gefunden halm, wenigstens innerhalb gewisser
Grenzen mit der Menge des zugesetzten Salzes, und mit der Menge des
anwesenden Acetates muss dem entsprechend auch die Menge der zn-
gesetzten Hssigsiure vermehrt werden. FEs ist nunmehr also leicht zn
verstehen, wie ich oben (pag. 8) behaupten konnte, dass mit der Menge
des zur Auflésung des Casecins benutzten Alkalis auch die Menge der
zur Fillung néthigen Siure wachsen miisse.

Die fillongshemmende Wirkung des Kochsalzes trat in den oben
angefiihrten Versuchen nicht recht scharf hervor; und ich will dessghalb,
um die fillingswidrige Wirkung auch dieses Salzes zu zeigen, hier ei-

nen Versuch anfiihren, zn dem — wie zu den iibrigen hierher gehiren-
den — ein mit Chlorwasserstoffsdure 3 Mal gefilltes, in wenig Natron-

lauge gelostes und durch Dialyse von Chloralkalien vollstindig befreites
Casein verwendet wuarde.

Von der chlorfreien Caseinlésung, welche 3,24°% Casein enthielt,
wurden 2 Proben auf je 10 Ce. abgemessen und die eine mit 10 Ce.
Wasser, die andere mit 10 Ce. einer 12-procentigen NaCl-lésung ver-
diinnt. Erstere Probe erforderte zur Filllung nur 1,3 Ce. Zehntelnormal-
essigsiure, wihrend die letztere erst von 4 Ce, gefillt wurde. Digjenige
Probe, welche 6 °/, NaCl enthielt, erforderte also zur Fillung fast genau 3
Mal so viel Essigsiure wie die NaCl-freie Probe. Auch die Fillbarkeit
der Mileh mit Siuren wird durch Zusatz von Chloralkalien herabgesetat,
wie der folgende Versuch zeigen wird.,

Von einer ganz frischen, amphoter aber iiberwiegend alkalisch rea-
girenden Kuhmilch, deren Gehalt an Casein, nach Horre-Seviers Me-
thode bestimmf, "E’,DS“;"H (asein betrug, wurden 2 Proben auf je 20 Ce.
abgemessen und die eine mit 80 Ce. Wasser, die andere mit 80 Ce. el-
ner KaCl-losung von 2%, verdiinnt. Die u:-‘ste dieser Proben erforderte
gur Fillung 13,1 Ce. Zehntelnormalessigsiure, wihrend die andere Probe,
deren Gehalt an KaCl 2°/, betrug, erst von 26 Ce. Zehntelnormalessig-
siure gefillt wurde. Es ist wohl kaum nothig zu bemerken, dass in

Nova Acta BReg. Soc. Se. Ups. Ser. 11L i
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diesem Falle wie in allen anderen, wo die Filllung des Caseins durch
Salze mehr weniger verhindert wurde, die Reaction der Fliissigkeit eine
entschieden saure wurde.

Die nun angefiihrten Versuche, denen ich, wenn es nothig wire,
noch andere zufiigen kénnte, zeigen also, dass die Balze eine der Fillung
des Caseins durch Siduren hinderliche Wirkung ausiiben kénnen, wenn
anch nicht alle Salze diese Fihigkeit in gleich hohem Grade besitzen.

Ich glaube, dass diese Beobachtungen nicht ganz ohne Interesse
sind. Es ist ndmlich eine lingst bekannte Thatsache, dass die Milch
bis zu einem gewissen Grade angesiuert werden kann, ohme gefiillt zn
werden, und gewdhnlich erklirt man dieses Verhalten durch die An-
wesenheit des .ljllﬂfsljllfll‘éé:lllr{tll Alkalis, welches dabei zuerst in ein sanres
Salz iibergefiihrt werden soll. Es lehren nun die oben mitgetheilten
Versuche, dass nicht nur die Mileh sondern auch reine Caseinlésungen,
die keine Spur von Phosphaten enthalten, ziemlich stark angesiuert
werden konnen, ohme einen Niederschlag zn geben, und eine fillungs-
hemmende Wirkong kommt also nicht nur den Phosphaten, sondern
auch anderen Salzen zu. Diese Wirkung giebt sich auch bei Anwesen-
heit von sehr kleinen Salzmengen noch deutlich kund; und der Grund,
warnm selbst sehr alkaliarme Caseinlésungen, ohne gefillt zu werden,
schwach angesiivert werden kénnen, liegt wahrscheinlich darin, dass das
auch in diesem Falle mit Nothwendigkeit gebildete Salz, entsprechend
seiner Menge, der Fillang mehr weniger entgegenwirkt.

Die Fihigkeit des Natriumacetates und der Chloralkalien die Aus-
fillong des Caseins zu verhindern zeigt wohl schon, dass dieser Eiweiss-
stoff nicht ganz unléslich in Salzen ist; und es fragt sich also, ob es
nicht anch méglich sei;, das schon mit Siure ausgefillte Casein durch
Salze wieder aufzulésen? Dies ist, wie ich durch besondere zu dem
Zwecke ausgefiihrten Versuche gefunden habe, in der That wirklich még-
lich.  Wenn man das Casein in Wasser unter Zusatz von nur wenig Al-
kali lost, diese Losung ziemlich stark mit Wasser verdiinnt und dann
vorsichtiz mit Essigsiure unvollstindig fillt, damit kein aus grossen
harten Kérnern oder Flocken bestehender Niederschlag gebildet werde,
so list sich dieser Niederschlag nach Zusatz von NaCl mehr weniger
rasch zu einer opalisirenden Fliissigkeit auf. Wenn dagegen etwas zn
viel Essigsiure zugesetzt worden ist, oder wenn die Losung so coneen-
trivt war, dass der Niederschlag als harte, grobere Kérner oder Flocken
sich absetzt, ist er auch unléslich oder wenigstens nur wenig loslich in
NaCl-golution. Uebrigens lost sich das mit Essigsiiure ausgefiillte Casein
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am leichtesten unmittelbar nachdem es ausgefillt worden ist, und wenn
man es lingere Zeit mit Wasser in Beriihrung lisst, lost es sich nach
Zusatz von NaCl nicht mehr auf. Das Casein verhilt sich also ge-
geniiber dem NaCl wie gewisse Globuline, welche, wie dies neuerdings
von WEvL?') bei Gelegenheit seiner Untersuchungen iiber das vermehrte
menschliche Fruehtwasser beobachtet wurde, kurze Zeit nach der Aus-
fallung noch in NaCl léslich sind, aber wenn man sie lingere Zeit mit
dem Wasser in Beriihrung Lisst, in Salzen unloslich werden.

Die Loslichkeit des mit Siduren ausgefiillten Caseins in NaCl ist,
wie schon oben angegeben wurde, in hohem Grade von der Menge der
zugesetzten Sidure abhingig, und nur bel vorsichtigem Zusatz von Siiu-
ren ist es moglich ein in NaCl lésliches Casein zu erhalten. Meine Er-
fahrungen stimmen also sehr gut mit den Beobachtungen von Dexis?)
iiberein. Nach diesem Forscher ist nimlich das mit moglichst wenig
Salzsiure gefillte Casein, »das reine Caseiny, in Salzen leicht léslich,
das mit mehr Salzsiure gefillte, »chlorwasserstoffsaure Caseiny, dagegen
in Salzen unloslich. Ieh will nun allerdings nicht Lingnen, dass die un-
gleiche Loslichkeit des mit ungleichen Siuremengen gefillten Caseins
durch die Annahme von Dexis erklirt werden kionne; aber ich glaube,
dass sie noch besser durch die ungleiche physikalische Beschaffenheit
des in beiden Fillen erhaltenen Niederschlages zn erkliren sei. Das
mit moglichst wenig Siure gefillte Casein scheidet sich nédmlich als ein
ungemein feinkorniger oder jedenfalls als ein sehr lockerer Niederschlag
aus; das mit mehr Sdure gefiillte Casein ballt sich dagegen zn grisse-
ren harten Klimpchen zusammen, die bald schrumpfen und auch nach
dem Zerreiben harte, stark geschrumpfte Kérnchen bilden.

Wenn der durch Zusatz von nicht zu viel Siure erzeugte Casein-
niederschlag unter Wasser aufbewahrt wird, ballt er sich allmihlich zu-
sammen, die Flockchen oder Kliimpchen schrumpfen, werden hirter und
losen sich nunmehr auch nicht oder nur schwer in Salzen auf. Der
Umstand, dass der Caseinniederschlag unmittelbar nach der Ausfillung
die grisste Lislichkeit besitzt und erst allmihlich schwerloslicher wird,
kann also auch vielleicht daher riihren, dass das Wasser allmihlich die
physikalischen Eigenschaften des Niederschlages verindert.

In wie weit diese, fiir die Schwerlislichkeit des mit mehr Siure
gefillten oder einige Zeit unter Wasser aufbewahrten Caseins in NaCl

15- Ti. Weye: Ein Beitrag zur Kenntniss des vermehrten menschlichen Frucht-
wassers (Hydramnion). Separatabzug aus Reicherts und Du Bois-Reymonds Archiv.
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oben versuchte, Erklirung eine zutreffende sei, lasse ich iibrigens dahin-
cestellt sein; aber immerhin kann man zeigen, dass die verinderte Los-
lichkeit nicht von einer nachweisbaren chemischen Verinderung des Ca-
seins herrilhren kann. Wenn man nidmlich den durch Zusatz von zu
viel Sinre oder durch Aufbewahren unter Wasser in NaCl unloslich ge-

wordenen Caseinniederschlag — vorausgesetzt, dass er in letzterem Falle
nicht zu lange unter Wasser aufbewahrt worden ist — wiederum in

Wasser mit etwas Natronlauge lost, die Losung mit Wasser verdiinng
und mit ein wenig Essigsinré vorsichtig fillt, so erhilt man wiederum
das in NaCl leicht losliche Casein, und dieser Versuch kann mehrere
Male wiederholt werden. Diese Beobachtungen sind, wie leicht zu er-
sehen ist, nicht ohne Bedeutung mit Riicksicht auf die Brauchbarkeit
des zur Reingewinnung des Caseins von mir eingeschlagenen Ver-
fahrens. :

Die oben angefiihrten Beobachtungen zeigen also, dass das Casein
nicht wie man gewdhnlich annimmt ganz unléslich in Salzen ist, und
auch diese Beobachtung diirfte nicht ganz ohne Interesse sein. Die Lis-
lichkeit, resp. Unléslichkeit in Neutralsalzen betrachtet man nédmlich
cewihnlich als den wichtigsten Unterschied zwischen den nativen Albu-
minaten (den Globulinen) und den kiinstlichen Albuminaten, und wenn nun
auch das Casein in Salzen léslich ist, entsteht also die Frage, ob nicht
auch dieser Eiweissstoff zu den Globulinen gerechnet werden miisse.
Gegen einen solchen Vorschlag konnte zwar eingewendet werden, dass
der Kisestoff eine weit geringere Loslichkeit in Salzen als irgend ein
bisher bekanntes Globulin besitzt; aber der Unterschied ist doch nur
ein quantitativer, wie denn iibrigens auch die anderen Globuline eine
recht verschiedene Lislichkeit in Salzen besitzen. Wie riicksichtlich der
Lislichkeit in Salzen zeigen auch die verschiedenen Globuline wesentliche
Unterschiede in Bezug auf die Fillbarkeit durch Salze, und wihrend
das Fibrinogen durch iiberschiissiges NaCl vollstiindig niedergeschlagen
wird, kann das Paraglobulin dadurch nur unvollstindig und das Vitellin
gar nicht gefillt werden. Ich glaube, dass dieser in Bezug auf die Fill-
barkeit zwischen zwei Globulinen, dem Fibrinogen und dem Vitellin,
obwaltende Unterschied noch grisser als derjenige ist, welcher in Be-
zug auf die Loslichkeit in Neutralsalzen zwischen dem Casein und eini-
gen Globulinen besteht; und wenn die sehr ungleiche Fillbarkeit des
Vitellins und des Fibrinogens kein Hinderniss dafiir abgiebt, beide Stoffe
zu den Globulinen zu rechnen, finde ich auch keinen Grund, warum
nicht das Casein, trotz seiner prisseren Schwerlislichkeit, den Globu-
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linen zugerechnet werden kénnte. KEs ist nm so weniger ein Grund da-
zn vorhanden, das Casein von den Globulinen zu trennen, als einerseits
das Casein unzweifelhaft in mehreren Beziehungen den Globulinen am
niichsten verwandt ist, und andererseits die Loslichkeit des Caseins in
Salzen, wie ich dies schon andererorts!) gezeigt habe, durch Verunrei-
nigung mit anderen Stoffen wesentlich verindert werden kann.

Zu den gewihnlichen, kiinstlich darzustellenden Alkali- oder Kalk-
albuminaten kann das Casein keineswegs gerechnet werden; und wenn
man es nicht zu einer besonderen Gruppe von Stoffen, den Nucleoalbu-
minen rechnen will — was wohl das Richtigste sein wiirde — muss
wohl das Casein mit dem grissten Rechte einen Platz unter den nativen
Albuminaten, d. h. den Globulinen, finden.

Ich habe oben gesagt, dess ich das Casein durchaus nicht mit ir-
gend einem der kiinstheh dargestellten Alkalialbuminate identifiiren kann;
und die Griinde, welche mich zu einer solchen Ansicht gefiihrt haben,
sind vor Allem der nie fehlende Gehalt des Caseins an Phosphor (Nu-
clein) und das eigenthiimliche Verhalten dieses Eiweissstoffes zu Lab.
Durch dieses Verhalten unterscheidet sich nidmlich das Casein, wie es
schon Anfangs bemerkt wurde, nicht nur von dem Alkali- resp. Kalk-
albuminate sondern auch von jedem anderen bisher bekannten Ei-
weisskorper.

Unter solchen Umstinden musste es auch von einem nicht unbe-
deutenden Interesse sein, nicht nur die niheren Bedingungen fiir die
Caseingerinnung zu ermitteln sondern auch, wenn moglich, iiber das
Wesen des Germmnungsvorganges Aufschliisse zu gewinnen, Zu der Li-
sung dieser Fragen habe ich in meiner zweiten, im Jahre 1874 erschie-
nenen Abhandlung *) einige Beitriige geliefert. Ieh fand néimlich in Be-
zug auf die Gerinnungsbedingungen, dass fir die Gerinnung einer Ca-
seinlosung mit Lab — abgesehen von dem Fermente, dem Casein
und den Losungsmitteln fiir das letztere
Caleiumphosphat oder einem anderen Kalksalze anwesend sein muss.

eine geniigende Menge von

1) Oror HammamsteEs: Untersuchungen iiber die Faserstoffgerinmung. Nova
Acta Reg. Soc. Scient. Upsala. Ser. 1II. Vol. X. L,

E;l L'-pE'.l.lu Likareforenings i'i.irlmudiiltg:u' Bd. 9.
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In Bezug auf das Wesen des Gerinnungsvorganges zeigte ich ferner,
dass der Kiisestoff sich dabei mindestens in zwei nene Eiweissstoffe spal-
tet, von denen der eine, welcher die ungemein grisste Hauptmasse bil-
det, schwerlislicher als das Casein ist und den mit dem Caleiumphos-
phate ausfallenden Kiise bildet, wiihrend das andere in den Molken zu-
riickbleibende Spaltungsprodukt ein peptondhnlicher Stoff ist. Ich zeigte
ferner, dass derselbe Vorgang auch ohne Lab durch Erhitzen in zuge-
schmolzenem Rohre auf 130—150" (. eingeleitet werden kann, und der
bei der Gerinnung des Caseins stattfindende Vorgang schien mir also
ein ziemlich einfacher zu sein. Die Gerinnung des Caseins mit Lab
war nimlich nach diesen Beobachtungen ein mit der Gerinnung an-
derer Eiweissstoffe in der Siedehitze analoger Process, denn auch bei
der Gerinnung des Eiweisses in der Siedehitze scheint eine Spaltung
stattzufinden; und der eigentliche Unterschied zwischen den beiden Pro-
cessen lag nur darin, dass bei der Gerinnung des Caseins die Wirme
durch ein Ferment ersetzt werden konnte.

Etwa ein Jahr nach dem Erscheinen meiner Abhandlung verdffent-
lichte Avexanper Scomipr') eine neue Abhandlung, in welcher er die
niheren Gerinnungsbedingungen festzustellen versuchte. Die Ergebnisse,
zu welchen er bei seinen Untersuchungen gekommen war, wichen in-
dessen in so fern wesentlich von den meinigen ab, als er den Kalksal-
zen nicht die ihnen von mir zugeschriebene Wirkung zuerkennen wollte,
sondern als Vermittler der Gerinnung vielmehr einen ganz unbekannten
Stoff betrachtete, dessen Anwesenheit in der Mileh er iibrigens weder
in directer noch in indirecter Weise beweisen konnte. Die ganze Frage
wurde also durch diese Untersuchung in hohem Grade verwickelt nnd
g0 dunkel, dass Scmmpr selbst — wie er in der Abhandlung gesteht
— den gefundenen Thatsachen gegeniiber rathlos sich befand.

Bel einem griindlicheren Durchlesen der Scuymipt’'schen Abhandlung
fand ich es nicht schwierig, den Schliissel zu der zwischen uns beste-
henden Meinungsverschiedenheit zu finden, und es schien mir desshalb
anch obliegend zu sein, nicht nur die von mir friher gefundenen That-
sachen durch neue Versuche noch weiter zu erhirten, sondern auch die
von ScamipT verwickelte Frage noch ein Mal ins Klare zu bringen. Zu
dem Ende habe ich noch einige Versuchsreihen ausgefiihrt, und obwohl
ich imzwischen die Freude gehabt habe, simmiliche meine Angaben

Iy ALEXAXpER Scmmipr: Weitere Untersuchungen des Blutserum, des Eier-
eiweisses und der Milch ete. Pfliigers Archiv. Band 11.
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durch eine von Kirenyer') in Kinves Laboratorium ausgefiihrte Nach-
priifung bestitigt zu sehen, muss ich doch auf die Scmvipr'schen Be-
hauptungen und Versuche hier etwas ausfiihrlicher eingehen.

Scamipr hatte gefunden, dass die Mileh durch Dialyse derart ver-

indert wird, dass die Gerinnungsfihigkeit zuerst — nachdem die leicht
diffundirenden, nach Scumiprs Ansicht ein relatives Gerinnungshinderniss
abgebenden Alkalisalze beseitigt worden sind — eine voriibergehende

Steigerung  erfihrt und dann bel fortgesetzter Dialyse allmihlich ab-
nimmt, bis sie endlich bei geniigend lange fortgesetzter Dialyse giing-
lich schwindet. Scoymipr erklirte das ginzliche Schwinden der Gerin-
nungsfihigkeit durch die Annahme, dass die Milch durch Dialyse all-
miihlich irgend eines langsam diffundirenden Stoffes beraubt werde, des-
sen Anwesenheit ein nothwendiges Bedingniss fiir die fermentative Ca-
seingerinnung sein wiirde,

Es ist Semipr nicht gelungen dieses, die Labwirkung vermitteln-
den Stoffes habhaft zu werden, und er konnte nur zeigen, dass’ in den
Diffusaten iiberhaupt ein die Gerinnung vermittelnder Stoff’ enthalten
sein musste. Durch Zusatz von den unter gewissen Versuchsbedingun-
gen gewonnenen, stark ecingeengten, neutralisirten und filtrirten Diffu-
saten konnte er nidmlich der gegen Lab nicht mehr reagirenden Milch
die Gerinnungsfihigkeit wiedergeben. Dieses Resultat wurde indessen
nicht mit allen Diffusaten gewonnen, sondern nur mit denjenigen, welche
withrend der Dialyse spontan sauer geworden waren, gleichgiiltig ob
die Dialyse mit Pergamentpapier oder mit Leimpapier geschehen war.
Es war dabei auch gleichgiiltiz, ob die Diffusate in Vacuo iiber Schwefel-
siure oder im Wasserbade eingeengt wurden, vorausgesetzt nur, dass
die Milch wihrend der Dialyse sauer geworden war, und der die Lab-
wirkung vermittelnde Stoff wurde also nicht durch Wirme zerstort. In
derselben Weise wie das Diffusat einer wiihrend der Dialyse sauer ge-
wordenen Milch wirkten auch die neutralisirten Molken spontan geronne-
ner Milch, wiihrend das Diffusat solcher Mileh, welche unter Vermeidung
des Sauerwerdens durch rasche Dialyse ihre Gerinnungsfihigkeit durch
Lab eingebiisst hatte nicht nur unwirksam, sondern sogar hinderlich war.
Es wirkten ferner nur diejenigen - Diffusate, welche von einer wihrend
der Dialyse sauer gewordenen Mileh stammten, und eine nachtriglhche
Siuerung der urspriinglich neutral oder amphoter reagirenden Diffusate

AL a O
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crwies sich als giinzlich unwirksam ; solehe Diffusate wirkten niimlich
nur verzogernd oder hemmend auf die Gerinnung. Fiir diese Beobach-
tungen fand Scmupt keine befriedigende Exklirung,

Die Méglichkeit, durch Dialyse eine cerinnungsunfiihige, nach Zu-
satz von den concentrirten Diffusaten wieder mit Lab gerinnende Casein-
losung darzustellen, hatte ich schon vor ALEXANDER SCHMIDT in meiner
sweiten Abhandlung bewiesen. Ich hatte zwar nicht mit der Mileh,
sondern, um die Versuchsbedingungen wesentlich zu vereinfachen, mit
dem durch Zusatz von NaCl wiederholt ausgesalzenen Casein meine Ver-
suche ausgefiihrt, und ich hatte dabei gefunden, dass eine durch Dhalyse
gerinnungsunfihig gemachte Caseinlosung nicht nur nach Zusatz von
den im Wasserbade eingeengten Diffusaten sondern auch durch Zusatz
von Kalkwasser und vorsichtige Neutralisation mit verdiinnter Phosphor-
siure wieder gerinnungsfihig gemacht werden konnte. Ieh betrachtete
auch diese Beobachtung als einen Beweis fiir die Nothwendigheit der
Kalksalze bei der Gerinnung.

Die von Scmyipr und mir erhaltenen Versuchsresultate stimmen
also darin mit einander iibercin, dass es uns beiden gelungen ist, durch
Dialyse eine fiir die Gerinnung nothwendige Substanz aus der Mileh,
resp. der Cascinlosung zu entfernen ; aber wihrend nach meiner Ansicht
diose Substanz ein Kalksalz ist, konnte Scmyupr dagegen den Kalksalzen
keine gerinnungsvermittelnde Wirkung zuschreiben.

Es ist, wie ich schon oben angedeutet habe und spiiter ausfihr-
licher zeigen werde, nicht schwierig zu verstehen, wie Scumipr zu die-
ser irrigen Ansicht gefiihrt werden konnte, aber bevor ich die ScrMIDT-
sche Ansicht etwas eingehender bespreche, muss ich erst meine fritheren
Angaben durch noch einige Versuche erhirten. :

Scmipt hatte gefunden, dass die Milch durch Dialyse gerinnungs-
unfihig gemacht werden kann, weil dabei der gerinnungsvermit-
telnde Stoff in die Diffusate iibergeht, und obwohl ich schon vorher
ganz analoge Versuche mit Losungen von ausgesalzenem Casein ausge-
fiilhrt hatte, schien es mir also obliegend zu sein, auch einige Dialyse-
versuche mit der Milech selbst anzustellen.

7u solchen Versuchen ist nach Scmyibr nur geleimtes Papier zu
brauchen, denn nur bei Anwendung von solchem Papiere soll es mog-
lich sein, den Milchzucker — wenn man mit der Dialyse energisch vor-
geht und das diussere Wasser alle halbe Stunden erneuert — so voll-
stindig zu entfernen, dass das milchsiurebildende Ferment nicht zur
Geltung kommt und die Mileh schon im Dialysator einer Sduerung un-
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terliegt. Trotz dieser Behanptungen habe ich doch zn meinen Ver-
suchen mit sehr gutem Erfolge ein deutsches, von Merek in Darmstadt
bezogenes Pergamentpapier gebraucht. Dieses Pergamentpapier, von
dem 1 Quadratdecimeter etwa 0.7 Gm. wiegt, hat vor dem Dk ra Rug'-
schen Wechselformularpapiere und dem geleimten Papiere den bestimm-
ten Vorzug, dass — wenn fehlerfreie Siiicke ausgewiihlt werden —
nicht einmal Spuren von Casein') durch dasselbe diffundiren: und den-
noch geht die Dialyse bei Anwendung von diesem Papiere so rasch von
Statten, dass ich, wenn das iussere Wasser withrend des Tages alle
Stunden erneuert wurde, ohne die geringste Schwierigkeit das Sauer-
werden der Milech im Dialysator verhindern konnte.

Mittelst dieses Papieres ist es mir leicht gelungen, die Milch in
weniger als 24 Stunden ganz gerinnungsunfihig zu machen, und die
Milech war also durch dieses Verfahren des gerinnungsvermittelnden
Stoffes beraubt worden. Ieh habe es nun mnicht fiir niéthig erachtet,
dieser Milch durch Zusatz von den passend behandelten Diffusaten die
Gerinnungsfihigkeit wiederzugeben, denn durch Zusatz von Diffusaten
von unbekannter Zusammensetzung konnen nach meiner Meinung keine
sichere Resultate gewonnen werden. Ich verfuhr desshalb entweder so,
dass ich in der durch Dialyse gerinnungsunfihig gemachten Milch erst
ein wenig Kalk aufloste und dann mit ein wenig sehr verdiinnter Phos-
phorsiiure neutralisirte, oder auch so, dass ich aus der dialysirten Milch
das Casein erst mit einer Sdure fillte, den ausgewaschenen Niederschlag
in etwas Kalkwasser loste und mit sehr verdiinnter Phosphorsinre neu-
tralisirte. Nach beiden Verfahrungsweisen konnte ich Lésungen von
Casein und Calciumphosphat darstellen, welche zum Sieden erhitzt wer-
den konnten ohne dabei zu coaguliren, wihrend sie nach Zusatz von
Labferment schon bei Zimmerwirme sehr rasch gerannen. Loste ich
das gefillte Casein statt in Kalkwasser in moglichst wenig einer schwa-
chen Natronlauge oder Natriumphosphatliosung auf, so war die Losung
ganz gerinnungsunfihig, wihrend sie durch Zusatz von Natriumphos-
phat und Chlorcalcium, in letzterem Falle durch Zusatz von Chlorcaleinm
allein, sehr leicht wieder gerinnungsfihiz gemacht werden konnte.

In Bezng auf das zu diesen und den dibrigen in dieser Ab-
handlung besprochenen Versuchen benntzie Labferment mag hier be-

1) Damit bei dem Verdunsten der Diffusate keine Caseinflickchen durch An-
haften an der Wand der Schale oder in anderer Weizse der Aufmerksamkeit entgehen
wiirden, wurden die Diffusate in Glasschalen eingeengt

Nova Acta Reg. Soec. Sc. Ups. Ser. II1 i
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merkt sein, dass es durch Fillen eines Glycerinextractes mit Alkohol
und Auflosen des Niederschlages in Wasser erhalten worden war. das
Glveerinextract enthielt 0,205%, mit 10 Vol. 97-procentigem Alkohol fiill-
bare Substanz, in welcher, wenn zu jeder Bestimmung 20—25 Ce. Gly-
cerinextract genommen wurden, keine bestimmbare Menge Asche ent-
halten war. Die Fermentléosungen wurden stefs so bereitet, dass der
mit 10 Vol. 97-procentigem Alkohol erhaltene Niederschlag auf ein Fil-
trum gesammelt, rasch mit Alkohol ausgewaschen, stark ausgepresst
und mit dem Filtrum, von dem er nicht zu trennen war, in Wasser fein
sertheilt wurde. Bs wurde dabei der Riickstand von 1 Ce. Glycerinex-
tract stets in 100 Cc. Wasser gelost, und diese Losung, wenn nothig,
mit bestimmten Mengen Wasser verdiinnt. Die Fermentlosungen ent-
hielten also hochstens 0,025 %/, feste Stoffe.

Nach den eben angefiihrten Versuchen kann es nach meiner Mei-
nung keinem Zweifel unterliegen, dass die Kalksalze zu den die Lab-
gerinnung vermittelnden Stoffen zu rechnen gind, und zu demselben Er-
cebnisse fiihrten auch die folgenden, mit dem nach meiner Methode ge-
reinigten Casein ausgefithrten Versuche.

Scnwipr giebt an, dass eine durch Fillen mit Essigsiure, wieder-
holies Decantiren, Wiederauflosen in verdiinnter Natronlauge bis zum
Siittigen derselben und Schiitteln mit Aether geremgte, nentrale Losung
von Caseinnatron durch schwach alkalische Lablésung mit der grossten
Leichtigkeit coagulirt wird mit der einzigen Besonderheit, dass die Ge-
rinnsel nicht klumpig, sondern feinflockig erscheinen. Wiederholt man
dagegen die Procedur des Fillens, Decantirens und Wiederauflosens ein
paar Mal, so schwindet die Gerinnbarkeit mit Lab vollkommen. ScuMInT
dentet dies so, dass durch die Procedur des Fillens ete. zuniichst nur
die Alkalisalze und der Milchzucker entfernt werden, wihrend erst bei
energischerer Reinigung auch der bei der fermentativen Coagulation
wirksame, schwerer zu beseitigende Korper entfernt werden soll.

Der die Gerinnung vermittelnde Stoff geht also bei der Ansfiil-
lung des Caseins mit einer Siure so vollstiindig in die Filtrate iiber,
dass es, wenn man die Procedur des Fillens ete. ein paar Maal wieder-
Lolt, leicht gelingt, ihn ginzlich zu entfernen. Unter diesen Umstéinden
muss wohl auch das von mir durch 3 Mal wiederholtes Ausfiillen, durch
sorgfiltiges Zerreiben unter Wasser und Auswaschen und zuletzt durch
Behandeln mit Alkohol-Aether gereinigte Casein von dem gerinnungs-
vermittelnden Stoffe ganz frei sein; und es ist mir in der That auch
nie gelungen eine Losung von solchem Casein in maglichst wenig Al-
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kali mit Lab zu ecoagulirven. Nach Zusatz von Kalkwasser und Phos-
phorsiiure oder nach Zusatz von erst ein wenig mehr Alkali und dann
Natriumphosphat und Chlorcaleium gelingt es doch leicht eine in der
Wirme nicht, nach Zusatz von Lab dagegen rasch und schén gerinnende
Lésung zu erhalten.

Wenn schon das nach meinem gewihnlichen Verfahren gereinigte
(Casein den gerinnungsvermittelnden Stoff nicht enthiilt, muss wohl das
erst 3 Mal mit Chlorwasserstoffsiure gefiillte, dann in Natronlauge ge-
loste, durch Dialyse von den Chloriden befreite, endlich (zum vierten
Male) mit Schwefelsiure gefiillte, durch tagelanges Auswaschen von der
Siure befreite, mit Alkohol-Aether gereinigte Casein noch weniger von
diesem Stoffe verunreinigt sein konnen. Es ist desshalb von Interesse,
dass auch dieses Casein, welches in Wasser — mit Hiilfe von morrlmhst
wenig Alkali oder Alkaliphosphat gelost — nur mit Lab nicht gerin-
nende Liésungen giebt, nach Zusatz von einer geniigenden Menge Kalk
und Phosphorsiure mit Lab sehr schin gerinnende Losungen giebt.

Um ganz sicher zu sein, habe ich mich indessen nicht mit den
nun angefiirten Versuchen begniigen konnen, sondern ich habe auch
Versuche mit dem 6—8 Mal mit Siuren dl‘l&*'&fﬂ]lttz"ﬂ Casein angestellt.
Auch in diesen Versuchen ist es mir leicht geluun'un., die mit Lab nicht
gerinnenden Losungen des Caseins in Alkali oder Alkaliphosphat durch
Zusatz von einer passenden Menge Kalk und Phosphorsiure in Lisun-
gen zu verwandeln, welche nicht in der Wirme allein, nach Zusatz von
Lab dagegen sehr rasch gerannen.

Ich lege ein grosses Gewicht auf den Umstand, dass meine Casein-
lésungen nicht in der Wiirme allein sondern erst nach Zusatz von Lab
gerinnen. Es ist ndmlich leicht, durch Zusatz von zu viel Caleiumphos-
phat oder durch Zusatz von etwas zu viel Phosphorsiure im Verhiltniss
zn dem Kalke eine in der Wiirme allein auch ohne Labzusatz gerinnende
Caseinlosung darzustellen; und wenn man mit einem in Folge der che-
mischen Manipulationen schwerléslicher gewordenen Casein arbeitet, ist
es bisweilen recht schwer, eine nicht in der Siedehitze sondern nur nach
Zusatz von Lab gerinnende Caseinlisung zu erhalten. Wie in den firii-
heren Abhandlungen bemerke ich desshalb auch in dieser, dass ich es
nie unterlassen habe, das Verhalten der Caseinlésungen in der Wiirme
allein ohne Zusatz von Lab zn priifen..

Nach den nun angefiihrten Versnchen muss ich die gerinnungs-
vermittelnde Wirkung der Kalksalze als eine sichergestellte Thatsache
betrachten. Man kénnte zwar annehmen, dass ausser den Kalksalzen
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vielleicht noch ein zweiter, die Gerinnung vermittelnder Stoff' in der
Milech enthalten sei; aber dieser zweite Stoff wiirde nach dem oben Mit-
getheilten weder durch Dialyse noch durch 6—8-maliges Ausfillen des
(aseins von dem letzteren zu trennen sein, und es fehlt also gegenwirtig
jeder Grund zu einer solchen Annahme.

Wenn ich also die gerinnungsvermittelnde Wirkung der Kalksalze
als eine festgestellte Thatsache betrachte, bleibt er mir nun iibrig, die
widersprechenden Angaben von ALex. ScumipT zu besprechen.

Der erste Grund, warum Scomior nicht die Kalksalze (die Erd-
phosphate) als die gerinnungsvermittelnden Stoffe betrachten konnte,
war die Beobachtung, dass in einer nicht mehr gegen Lab reagirenden
Mileh die Eiweissstoffe und die Erdphosphate wiihrend der Dialyse
oleichmiissig abgenommen hatten. Sewypr fand nidmlich fiir 100 Theile
Eiweizsstoffe in der nach 8!'/;-stiindiger Dialyse rasch gerinnenden Milch
569 und in der nach 30-stiindiger Dialyse schlecht gerimnenden Mileh
5,20 Theile Erdphosphate.

Scamipt  scheint also der Ansicht zu sein, dass, wenn die Erd-
phosphate die gerinnungsvermittelnden Stoffe wiiren, die Gerinnung mit
Lab erst dann ausbleiben wiirde, wenn die Phosphate und das Casein
in ungleichem Maasse durch Dialyse entfernt worden wiiren; und den
Umstand, dass trotz der schwindenden Gerinnungsfihigkeit® die Relation
zwischen Eiweiss und Phosphaten eine fast unveriinderte bleibt, be-
trachtet er als einen Beweis fiir die Bedeutungslosigkeit der letzteren
hei der Gerinnung. -

Es 1zt offenbar, dass weder diese Voraussetzung eine richtice noch
dieser Bewels ein bindender sein kann. Es ist nimlich méglich, dass
nicht nur die Relation zwischen dem Casein und den Erdphosphaten
sondern auch der Procentgehalt der Milch, resp. der Caseinlésung an
diesen Stoffen einen michtigen Einfluss auf die Gerinnung ausiiben
konnte, und unter solehen Umstinden wiirde selbstverstiindlich der von
SeaMipT gezogene Schluss ein ganz irriger sein. Nun ist es in der That
leicht zu zeigen, dass der Procentgehalt der Milch an festen Stoffen
einen ungemein grossen Einfluss auf die Gerinnung auszuiiben im Stande
ist, und zu dem Ende ist es nur néthig, die Milch mit einer geniigen-
den Menge Wasser zn verdiinnen. Durch Verdiinnung mit destillirtem
Wasser wird offenbar kein Stofff aus der Milch entfernt; es wird dadurch
ebenso wenig die Relation zwischen Casein und Erdphosphaten verin-
dert und dennoch ist es moglich, durch Verdiinnung mit Wasser die
Gerinmmg ebenso vollstindig wie je durch Dialyse aufzuheben. Dieser
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sehr wichtige Umstand ist offenbar Scmmipr giinzlich entgangen, und
dadurch, dass er der durch Dialyse eintretenden Verminderung des Ca-
seins- und Erdphosphatgehaltes der Milch nicht Rechnung getragen hat,
ist er anch zu irrigen Schliissen gelangt. Unter diesen Umstinden muss
es mir also obliegend sein, zuniichst die Wirknng von Verdiinnung mit
Wasser auf die Gerinnung durch ein paar Versuche zu zeigen.

Die Ausfiihrung dieser Versuche geschah in folgender Weise. Von
einer und derselben moglichst frischen Mileh wurde eine Reihe von un-
gleich grossen Proben genau abgemessen und mit ebenfalls genau ab-
gemessenen, entsprechenden Mengen Wasser verdiinnt, so dass eine
Reihe Proben von derselben absoluten Grisse aber von zunehmendem
Wasser-, resp. abnehmendem Milchgehalte erhalten wurde. Sammtliche
diese Proben wurden darauf in ein mit Wasser von einer bestimmten
Temperatur theilweise gefiillies, geriumiges Becherglas eingesetzt und
auf die erwiinschte Temperatur gebracht. Darauf wurde zu allen Proben
dieselbe Menge einer gleichfalls auf dieselbe Temperatur erwiirmten
Fermentlosung gesetzt und die Zeit genau notirt. Dadurch, dass simmt-
liche Proben in einem durchsichtigen Becherglase=erwirmt wurden, war
es moglich, ohne die Probirrérchen herauszunehmen, durch Drehen oder
leises Schiitteln derselben den Zeitpunkt genau zu bestimmen, da die
Fliissigkeit dickfliissiger wurde, was fast unmittelbar vor dem festen
Gerinnen geschah. In den rasch gerinnenden Proben ist es sehr leicht
diesen Punkt genan zu bestimmen, aber bei den héheren Verdiinnungs-
graden ist dies dagegen sehr schwierig. In den sehr verdiinnten Proben
entsteht niamlich selbstverstindlich keine feste sondern eine flockige
Gerinnung, weleh letztere zudem nicht wie mit einem Schlage auftritt,
sondern erst feinkdérnig und dann flockig wird. Wenn man die Probir-
rirchen bei dem Schiitteln sehr schief hiilt, kann man doch ziemlich
leicht sehen, wann die an den Winden zuriickfliessende Fliissigkeit ein
eigenthiimlich feinkiorniges Aussehen anzunehmen anfingt, und wenn
man nun das Réhrehen von Zeit zu Zeit herausnimmt und die Fliissig-
keit in diinneren Schichten betrachtet, kann man mit einiger Uebung
ziemlich genau den Zeitpunkt bestimmen, da die erste deutliche Ge-
rinnung  auftritt.  Selbstverstindlich kann dieser Zeitpunkt schwerlich
genan auf Minuten angegeben werden; aber in den mehr verdiinnten
Proben, in welchen die Gerinnung erst nach Stunden stattfindet, ist dies
auch gar nicht nithig.

Zu jedem Versuche wurde nur ganz frische, amphoter aber iiber-
wiegend alkalisch reagirende Kuhmileh verwendet. Der Gehalt an Ca-
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sein wurde nach der Methode von Horre-Sevier (Fillen mit Essigsiure
und Kohlensiiure); der Gehalt an unléslichen Salzen dagegen nach der
Methode von Avnex. Scowmmr (Fillen mit Alkohol) bestimmt. Die Fer-
mentlésungen waren nach dem oben angegebenen Verfahren bereitet und
wenn ich in dieser Abhandlung von einem Fermentgehalte: F = 1/,
oder 500 u. 8. w. spreche, soll dies bedeuten, dass der aus 1 Ce. Gly-
cerinextract mit 10 Ce. 97-procentigem Alkohol erhaltene Niederschlag
in 100, resp. 500 u. 8. w. Ce. Wasser gelost wurde. Da die Verdiin-
nung mit Wasser stets vor dem Fermentzusatze geschah, beziehen sich
.lllt‘.ﬂug‘iben iiber den Wassergehalt (W) auf das Gemisch von Milch
und W asser vor dem Zusatze von fexmcntlusung, und die Verkiirzung
W = 'Y, Yy, u. s. w. bedeutet also, dass in dem fraglichen Gemische
auf 1 Vol. Wasser 4 resp, 9 Vol. Milch enthalten waren.

Nach diesen vm‘:msgesrﬂm.k’mu Bemerkungen kann ich zu den Ver-
suchen ibergehen.

Die zu diesem Versuche benutzte Milch enthielt 2,06 7, Casein und 0,360 7,
Erdphosphate.  Von der TFermentlosung, F = [, kamen auf je 10 Ce. des
Gemisches von Mileh und Wasser 2 Ce. IhL Temperatur war 38,5—39° C. Ich lege
hier die Versuchsergebnisse moglichst kurz dar.

Menge des zuge-

setzten Wassers. (rerinnungszeit.

I3 W= 0 e O ootond. 1 Mins 30 See
2. f e T B ot e it L 2 3
3. s e e Rl [ e 2
4. L R L T e st i B 3 »
3. e e v U § i 3 » 3D Sec.
S e T e e | B
T Wess=aile T S s W = e Lt e T S
PR TR D s s
9. W ol L N e e S D L A By

i Keine Gerinnung innerhalb 9
10, VL= S S S Stunden, die Reaction schwach
11. Y i [ e cviavererers ovireves % gauer. Im Laufe der Nacht waren
12 T TR - e alle 3 Proben reichlich geronnen.

e Beaction stark sancr.

Der Versuch lehrt also, dass die ‘l.’c-rc'[l'immug mit Wasser eine
sehr gerinnungswidrige ‘i‘n:l\un-‘f ausiiben kann. Zwar wirken in dieser
Beziehung kleine Wasserzusiitze nur wenig, bisweilen sogar nicht nach-
theilig, aber selbst bei ‘-.E':dumaung mit nur dem gleichen Vol. Wasser
aiebt sich diese Wirkung in sehr schlagender Weise kund und bei noch
grosseren © Verdiinnungen bleibt die Labgerinnung génzlich aus. Statt
der Coagulation des Caseins findet nimlich in diesem Falle die Aus-
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fillung desselben durch eine Milchsinregiihrung statt, und die gerin-
nungshemende Wirkung der Verdiinnung mit Wasser kann desshalb
auch in noch schlagender Weise durch Versuche mit milchzuckerfreien
Caseinlosungen gezeigt werden.

Unter diesen Umstiinden, und da der eben angefiihrte Versuch
schlagend genug ist, halte ich es nicht fiir nithig, noch andere, ganz
analoge Verdiinnungsversuche mit Milch anzufiihren, sondern ich gehe
zn den Versuchen mit Losungen von reinem Casein iiber.

Die Liésungen von reinem Casgein wurden in der Weise bereitet,
dass ich eine abgewogene Menge des bei 100" C. oder in Vacuo iiber
Schwefelsiure getrockneten Caseins in Kalkwasser léste und daranf eine
sehr verdiinnte Phosphorsiure zusetzte. Dabeir wurde nicht auf ein Mal
die gesammte Menge Kalkwasser zugesetzt, sondern ich verfuhr so, dass
ich das Casein erst in nur wenig Kalkwasser loste und darauf abwech-
selnd Kalkwasser und verdiinnte Phosphorsiure zufiigte bis eine in der
Siedehitze nicht, mit Lab dagegen schén gerinnende Caseinlésung er-
halten wurde.

Da es, wegen des Nucleingehaltes des Caseins, nicht maglich ist,
durch Eintrocknen der Losung, Einischerung des Riickstandes und Be-
stimmung der Phosphorsiure- und Kalkmenge der Asche den Gehalt ei-
ner Caseinlosung an Calcinmphosphat genau zn ermitteln, so verfuhr
ich, um den Gehalt meiner Losung an Casein, Kalk und Phosphorsinre
zu bestimmen, in der Weise, dass ich das Casein in einer abgemessenen
Menge Kalkwasser loste, diese Liosung mit cbenfalls genan abgemesse-
nen Mengen von Kalkwasser und verdiinnter, mit Uranlésung titrirter
Phosphorsiiure versetzte, die fertige Lisung in ein graduirtes Gefiiss
iiberfiilhrte und durch Nachspiilen mit Wasser auf ein genau bestimmtes
Volom brachte. Von dieser Lisung, deren Gehalt an Phosphorsiure
also genau bekannt war, wurde ein genan abgemessenes Volum einge-
trocknet, der Riickstand gewogen, eingeiischert, der Gewichtsverlust als
Casein berechnet und zuletzt die Menge des Kalkes durch Fillung mit
Oxalsiiure und Titration mit Chamileon bestimmt. Abgesehen davon,
dass bei Anwesenheit von Caleiumearbonaten und Phosphaten die Menge
des Caseins durch Einiischerung, selbst wenn der Gliihriickstand mit
Ammoniumearbonat behandelt wird, nicht genau bestimmt werden kann,
entsteht bei diesem Verfahren ein (ganz zu vernachlissigender) Fehler
dadurch, dass bei der wiederholten Priifung der Caseinlosung gegen
Wirme und Lab ‘ein Theil der Lisung verloren gehen muss. Da ich
indessen diese Priiffung stets in der Weise aunsfiihre, dass ich jedesmal
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nur ein paar Tropfen der Caseinlosung auf einem Uhrglischen erhitze,
resp. mit Lab gelinde erwiirme, und da ich es nach einiger Uebung so
weit gebracht habe, dass ich zu einer solchen Priifung im Ganzen hoch-
stens !/, Ce. der oft 150—200 Ce. betragenden Versuchsfliissighkeit ver-
wende, muss der bei der Berechnung des Phosphorsiuregehaltes (wel-
cher iibrigens nie mehr als 0,1°); betrug) vielleicht entstehende Fehler
nur ein sehr kleiner, gar nicht in Betracht kommender werden. Wenn
ich simmtliche zugesetzte Phosphorsiure als neutrales Caleinmphosphat,
(‘ayPoQs, berechnete, blieb doch ohne Ausnahme stets in den Casein-
lisungen ein nicht unbedentender Rest von Kalk iibrig, welcher wahr-
scheinlich theils als Carbonat und theils als Caseinverbindung in den
Lisungen enthalten war.

In der nun angegebenen Weise wurden die Lésungen von reinem
(Casein stets bereitet und deren Gehalt an Casein, Kalk und Phosphor-

siure bestimmt. Ich fithre desshalb in dem Folgenden — gleichgiiltig.
ob es um Verdiinnungs- oder andere Versuche sich handelt — einfach

die Zusammensetzung der Losungen an. Iie Verdiinnungsversuche sind
in ganz derselben Weise wie die entsprechenden Versuche mit Mileh
ausgefiihrt worden, und da sie alle iibereinstimmende Resultate gegeben
haben, ist es gewiss geniigend, nur den folgenden Versuch anzufiihren.

Die Caseinlosung enthielt 3,705 %), Casein, O,112 ° CaO und 0,054 °), Phos-
phorsiure (P,0;). Von der Fermentlosung, F' = '/, kamen auf je 10 Ce. Versuchs-
fliissigkeit 2 Ce. Die Temperatur schwankte zwischen 36 und 37" C. Der Wasser-
cehalt W bezieht sich auf die Versuchsfliissigkeit vor dem Fermentzusatze. Die
Versuchsergebnisse waren folgende.

Menge des zuge-

setzten Wassers. -~ Gerinnuigszeit.,
l. W =0 0 Stund. 0 Min. 45 Sec.
2. W=t (1 1 » 300
:‘} 1\\-7 = l,r_l ﬂ n E B
1. B PR B o Ak L hisy
a. i SRS S A B S e ([T
3. W = % .| Beine Gerinnung inner-
i W — B e i halb 24 Stunden.

Zusatz von Wasser zu einer Lisung von Casein und Kalksalzen
in Wasser iibt also einen sehr michtigen Einfluss auf die Gerinnung aus,
wenn auch dieser Einfluss erst bei Zusatz von grisseren Wassermengen
in schlagendster Weise zur Geltung gelangt. Durch Zusatz von einer
geniigenden Wassermenge ist es also sogar mdoglich, die Gerinnungs-
fihigkeit einer Caseinlésung giinzlich zu vernichten, ohne dass dabei ir-
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gend ein Stoff aus der Liésung entfernt oder die Relation zwischen (la-
sein und Kalksalzen geiindert wird, und es ist also leicht ersichtlich,
dass das erste, von ScumipT gegen die gerinnungsvermittelnde Wirkung
der Kalksalze angefiihrte Argument von keiner Bedeutung sein kann.
Bei der Dialyse gehen niimlich nicht nur Erdphosphate und — bei An-
wendung von dem Scumiprschen geleimten Papiere — Casein in die
Diffusate iiber, sondern es geht auch umgekehrt Wasser in die Milch
iiber und die Dialyse wirkt also wie eine starke Verdiinnung mit Wasser.
In der That war auch in dem von Scumipr angefiihrten Versuche nach
30-stiindiger Dialyse die Menge des Eiweisses fast anf die Hilfte und
die Menge der Erdphosphate fast auf ein Viertel der urspriinglichen
Mengen herabgesunken, und diese Versuche von Scumipr beweisen also
gar nichts gegen die gerinmungsvermittelnde Wirkung der Kaiksalze.

Eine andere Beobachtung Scmvipre, derzufolge die, nach Entfer-
nmung aller loslichen Salze durch Dialyse, wihrend der Umwandlung der
Milch auns einer gegen die Labwirkung sehr empfindlichen in eine nicht
mehr coagulirbare Fliissigkeit getrennt gesammelten und concentrirten
Diffusate, welche nur eine geringe Menge der Erdphosphatverbindungen
aber auch keine Alkalisalze enthalten, unwirksam sein sollen, beweist
ebenfalls gar nichts gegen die Bedeutung der Kalksalze fiir die Gerin-
nung. Wenn man das Casein in Kalkwasser lost und mit selir ver-
diinuter Phosphorsiure neutralisirt, wird man nimlich sogleich finden,
dass nicht nur die Anwesenheit von Erdphosphaten iiberhanpt sondern
vielmehr die Anwesenheit von einer nicht zun kleinen Menge dieser
Salze, ein fiir die Gerinnung nothwendiges Bedingniss ist, und wenn
man des oben beziiglich der Wirkung von Verdiinnung mit Wasser Ge-
sagten sich erinnert, ist es leicht verstindlich, warum der durch Dia-
lyse wasserreicher und bedeutend caseindirmer gewordenen Mileh nicht
durch weiteres Verdiinnen mit den zwar concentrirten, aber doch nur
eine geringe Menge der Erdphosphatverbindungen enthaltenden Diffusa-
ten die Gerimmungsfihigkeit wiedergegeben werden konnte.

Gegen eine gerinmungsvermittelnde Wirkung der Kalksalze spricht
vielmehr die Angabe Scimiprs, dass die Wirksamkeit der aus saurer
Milch erhaltenen Diffusate sich noch erhalten soll, wenn die Erdphos-
phatverbindungen durch Kochen mit Alkohol gefillt und die Filtrate im
Wasserbade his zur vollstindigen Entfernung des Alkohols eingeengt
werden. Es ist sehr zn bedanern, dass Scnmint es nicht fiir néthig er-
achtet hat, diese Behauptung durch einen Versuch oder irgend einige
Detailangaben zu beweisen, und es ist dies nm so mehr zn bedanern,

Nova Acta Heg. Soc. Sc. Ups. Ser. 111 5
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als es mir trotz mehrmals wiederholter Versuche noch nie gelungen ist,
diese Angaben von Scumipr zu bestitigen.

ScomipT sagt nur, dass er die aus sanrer Mileh erhaltenen Diffusate
durch Kochen mit Alkohol gefillt und die Filtrate 1im Wasserbade
bis zur vollstindigen Entfernung des Alkohols verdunstet hatte, aber er
spricht gar nicht von einer Neutralisation in diesem Falle. Es ist nun
offenbar, dass ohne eine genaue Neutralisation der Diffusate diese Ver-
suche ganz werthlos sind, und ich kann also gar nicht glauben, dass
Scamipr die Neutralisation unterlassen habe. Im Gegentheil will ich ge-
rade von der Voranssetzung ausgehen, dass Scumipr die Diffusate wirk-
lich neuntralisivt hat; aber auch in diesem Falle entsteht die wichtige
Frage, wann die Neutralisation ausgefiihrt wurde. Hat Scnwipr die Dif-
fusate vor dem Fiillen mit Alkohol, resp. vor dem Verdunsten des letz-
teren, oder erst nach dem Verdunsten des Alkohols neutralisirt, und hat
er im ersteren Falle anch die Reaction der vom Alkohol befreiten concen-
trivten Losung gepriift, resp. nithigenfalls corrigirt? Es wiire sehr wich-
tig dies zu wissen, denn eine vor dem Fillen mit Alkohol oder vor dem
Verdunsten des letzteren stattfindende Neutralisation ist nicht gentigend.
Es 1st mir nimlich mehrmals begegnet, dass die, vor dem Fillen mit
Alkohol, mit Alkali zu amphoterer Reaction versetzte Flissigkeit wihrend
der Verdunstung des Alkohols wieder eine saure Reaction angenommen
hatte, ind in diesem Falle gerann auch das Gemisch von concentrirtem
Diffusat und Caseinlésung') leicht, bisweilen sogar ohne Labzusatz.
Wenn ich dagegen die vom Alkohol befreite, concentrirte Fliissigkeit erst
wiederum nentralisirt hatte, erwies sie sich auch als ganz wirkungslos.

Uebrigens sagt Scumipt zwar, dass er die Erdphosphatverbindun-
gen durch Kochen mit Alkohol ausgefillt hat, aber es folgt darans noch
nicht, dass er dadurch auch allen Kalk ausgefilllt hiitte. Mir ist es
wenigstens nicht gelungen, durch Erhitzen znm Kochen mit dem 10-
fachen Vol. 97-procentigen Alkohols alle Kalkerde zu entfernen. Nach
der Filtration und dem Verjagen des Alkohols kounte ich nidmlich stets
Spuren von Kalk nachweisen, was vielleicht daher riihrte, dass die Dif-
fusate neben phosphorsaurem auch in Alkohol, besonders in heissem,

1) Zu diesen Versuchen habe ich im Allgemeinen nicht durch Dialyse eerin-
nungsunfihig gewordene Mileh, sondern — um reinere Resultate zu erhalten — .Illﬁg-
lichst neutrale Losungen von Cascinnatron verwendet. In jedem Versuche iiberzengte
ich mich dabei, vor dem Fillen mit Alkohol, von der Fihigkeit der neutralisivten
[nftuszate, mit dicsen Cageinlosungen schin mit Lab gerinnende Gemische zn gnhnn,
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loslichen milehsauren Kalk enthielten. Es ist moglich, dass die Diffusate
unter verschiedenen Verhiltnissen eine verschiedene Menge von mileh-
saurem Kalk enthalten kénnen, und da, wie ich durch besondere Ver-
suche ermittelt habe, der githrungsmilchsaure Kalk eine entschieden oe-
rinnungsvermittelnde Wirkung ausiiben kann, mnss man bei diesen Ver-
suchen die Aufmerksamkeit nicht nur auf die Erdphosphate sondern
auch auf den etwa vorhandenen milchsauren Kalk richten. In meinen
Versuchen war indessen die in den Filtraten zuriickgeblichene Kalk-
menge eine so geringe, dass die erst neutralisirten, dann mit Alkohol
gefillten, darauf filtrirten, concentrirten und néthigenfalls wiedernm neu-
tralisirten Diffusate gegeniiber der Labgerinnung als ganz unwirksam
gich erwiesen.

Wie aus dem Obigen ersichtlich ist, wird es also, wegen des Man-
gels an detaillirten Angaben in Scmyinrs Abhandlung, kaum méglich,
den Werth seiner Angabe zu beurtheillen. Da ich aber, wenn ich
nur fiir eine neutrale Reaction und eine Ausfillung der Kalksalze bis
auf verschwindend kleine Spuren Sorge getragen hatte, in keinem einzi-
gen Versuche ein nach dem Fillen mit Alkohol gegeniiber der Labwir-
kung noch wirksames Filtrat erhalten habe, kann ich auch dieser An-
eabe Scoyints keine Beweiskraft gegeniiber der von mir festgestellten,
gerinnungsvermittelnden Wirkung der Kalksalze zumessen.

Dagegen werden die iibrigen Angaben Scumiprs erst dann leicht
erklirlich, wenn man von der gerinnungsvermittelnden Wirkung der
Kalksalze ausgeht. Dass (vergl. Scuyinr pag. 41) sowohl die coagulable
als die dieser Figenschaft durch Dialyse beraubte Mileh bei qualitativer
Untersuchung ziemlich betrichtliche Mengen von Erdphosphaten ent-
hielt, lisst sich — abgesehen davon, dass in dem von Scumipr ange-
fiihrten Versuche die Menge der Erdphosphate, wie die quantitative Be-
stimmung zeigte, durch Dialyse auf ein Viertel der urspriinglichen Menge
herabgesunken war — leicht, wie schon oben gezeigt wurde, durch die
in Folge der Dialyse stattgefundene Verdiinnung mit Wasser erkliren.
Die Gerinnungsunfihigkeit trotz der Anwesenheit von Erdphosphaten
hiingt ndmlich von dem geringen Gehalte der dialysirten Milch an sol-
chen Salzen wie auch von dem kleinen Casein- und dem grossen \Vasser-
oehalte derselben ab.

Dass die Gerinnungsfihigkeit des mit Essigsiure gefiillten Caseins
erst durch ein mehrere Male wiederholtes Ausfillen und Wiederauflosen
verloren geht, steht in vorziiglicher Uebereinstimmung mit der That-
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sache, dass die Erdphosphate erst durch wiederholtes Ausfillen des Ca-
seins entfernt werden kionnen.

Auch die unzwelfelhaft selir auffallende Beobachtung Scuminrs,
dass nar die wilvend der Dialyse saver gewordenen Diffusate gerinnungs-
vermittelnd wirken sollen, lasst sich sehr schom mit der gerinnungsver-
mittelnden Wirkung der Kalksalze vereinbaren. Wenn die Mileh wiih-
rend der Dialyse sauer wird, muss nimlich eine reichliche Menge von
[irdphosphaten nicht nur ans der Verbindung mit dem Casein freige-
macht werden sondern auch in die Diffusate iibergehen kionnen. Hierzu
kommt noch der sehr wichtize Umstand, dass das Sauerwerden der Milch
wihrend der Dialyse in Scmmiprs Versuchen nur bei Anwendung von
Pergamentpapier stattfand. Durch solches Papier diffundirt nimlich be-
deutend weniger Eiweiss als durch geleimtes Papier, und da das in die
Diffusate iibergegangene Eiweiss bei der Concentration der Diffusate
gerinnt und dabei die Erdphosphate mit niederreisst, miissen auch die
mit Leimpapier erhaltenen, eiweissreichen Diffusate nach der Concentra-
tion bedeutend dirmer an Erdphosphaten als die mit Pergamentpapier
erhaltenen werden. Dem ist auch so, und die Menge der von ScuMIDT
in dem concentrirten, filtrirten Diffusate von wihrend der Dialyse sauer
gewordenen Mileh gefundenen Erdphosphate war etwa 4 Mal so gross
wie die, welche von ihm in dem mit Leimpapier, von der wihrend der
Dialyse nicht sauer gewordenen Milch, erhaltenen Diffusate gefunden
wurde. Es ist also leicht begreiflich, warnm gerade die wihrend der
Dialyse sauver gewordene Mileh die wirksamen Diffusate liefert, und es
ist ebenso leicht begreiflich, warnm weder eine nachtriigliche Siuerung
etwas nitzen noch die Wirme den gerinnungsvermittelnden Stoff' ver-
nichten kann.

Die Angaben von Avexaxper Scamipr sind also nicht mehr dunkel
sondern im Gegentheil leicht verstindlich. Mit der von mir bewiesenen
gerinnungsvermittelnden Wirkung der Erdphosphate stehen sie nicht nur
nicht 1m Widerspruche sondern vielmehr im besten Einklange, und diese
Wirkung der Kalksalze muss ich also fortwihrend als eine ganz sicher
festgestellte Thatsache betrachten.

Fiir die Gerinnung des Caseins mit Lab ist also, abgesehen von
dem Casein und dem Fermente, die Anwesenheit von einer geniigenden
Menge Caleiumphosphat ein nothwendiges Bedingniss, wobei doch nicht
zu iibersehen ist, dass die Phosphorsinre auch durch andere Siiuren, wie
Schwefelsiiure oder Kohlensinre, und der Kalk durch andere alkalische
Erden, wie Baryum, Strontinm und Magnesium ersetzt werden kann. Die
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Bedeutung der Erdsalze fiir die Gerinnung liegt, wie ich schon in einer
friitheren Abhandlung behauptet habe, nicht darin, dass sie die chemische
Wirkung des Ferments vermitteln, wenn sie auech ‘nicht ohne Einfluss
auf die fermentative Umsetzung selbst sind, sondern darin, dass die
Ausscheidung eines Gerinnsels erst durch sie bedingt wird. Man muss
nimlich bei der Casein- wie bei der Fibrinogengerinnung scharf zwischen
der durch Fermentwirkung vermittelten, chemischen Umwandlung des
Gerinnungssubstrates (des Caseins, resp. des Fibrinogens) und dem Anf-
treten eines Gerinnsels in der Fliissigkeit unterscheiden. Die chemische
Umsetzung des Gerinnungssubstrates kann sehr wohl stattfinden, ohne
dass sie durch eine Gerinnung oder irgend eine andere sichtbare Ver-
inderung der Versuchsfliissigkeit sich kund giebt, und die Caseingerin-
nung mit Lab ist besonders dazu geeignet, dies zu zeigen. Man kann
nimlich zeigen, einerseits, dass die durch Lab vermittelte, chemische
Umsetzung des Caseins auch bei vollstindiger Abwesenheit von Kalk-
salzen und ohmne irgend eine sichtbare Verinderung der Fliissigkeit von
Statten gehen kann, und andererseits, dass die Ausscheidung des fer-
mentativen Umwandlungsproduktes, also die Gerinnung der Flissigkeit,
durch die Unfihigkeit des Kises das Calciumphosphat zu losen, resp.
von dem letzteren in Lésung gehalten zu werden, bedingt ist. Um das
von mir zu diesem Zwecke gewdhnlichenfalls eingeschlagene Verfahren
dem Leser leicht verstindlich zu machen, scheint es mir am besten zu
sein, hier einen Versuch anzufiihren. Ich will dabei nur die Bemerkung
vorausschicken, dass es bei dem Wiederholen von diesem Versuche nicht
nothwendig ist, stets mit Liosungen von den hier nur beispielsweise an-
gefiilhrten Concentrationen zu arbeiten. Ich habe mehrmals ihnliche
Versuche mit Losungen von anderem Chlorcaleium- und Natriumphos-
phatgehalte ausgefiihrt.

Von einer Natriumphosphatlosung, welche 055 °f; Na,HPO, enthielt,
wurden 50 Ce. abgemessen und darin 6 Gm. bei 100° C. getrockneten,
reinen (aseins gelost. Von dieser Losung wurden 2 Proben aunf je 20
Ce. abgemessen und die eine ¢ mit 1 Ce. Fermentlésung, B = Yoo
versetzt. Darauf wurden beide Proben in einem Wasserbade aunf 37° C.
erwiarmt. Da nach Verlauf von einer halben Stunde in keiner Probe
eine sichtbare Verinderung stattgefunden hatte, wurden heide Proben
herausgehoben und die Probe o, um das Ferment zu zerstoren, gekocht.
Die andere Probe b wurde auch der Controle halber gekocht und da-
rauf mit 1 Ce. derselben aber vorher gekochten Fermentlisung versetzt.
Nach dem vollstindigen Erkalten wurden beide Proben mit je 20 Ce.
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einer Chlorcaleinmlésung von 0%, CaCl, versetzt. Dabei konnte
die Pobe & allmihlich mit der ganzen Menge CaCl,-losung versetzt wer-
den, ohne dass ein bleibender Niederschlag entstand; es wurde wie ge-
wohnlich eine weisse Flissigkeit von dem Aussehen der abgerahmten
Milch erhalten. In der Probe a dagegen, welche der Wirknng des Fer-
mentes ausgeseizt worden war, entstand schon nach Zusatz von nur
wenig CaCly-16sung ein bleibender Niederschlag und nach Zusatz von 20 Ce.,
war das Ganze in einen dicken Brei von zerriihrtem Kise verwandelt.

Iheser Versuch lehrt also, dass trotz der Abwesenheit von Kalk-
salzen In der Probe « eine fermentative Umwandlung des Caseins in
Kiise (Caseum) in dieser Probe stattgefunden hatte, und das Auftreten
der Gerinnung erst nach dem Zusatze von CaCl, riihrte daher, dass das
in Natriumphosphat losliche, in Caleinmphosphat dagegen unlésliche oder
wenigstens schwerlésliche Produkt der fermentativen Umwandlung des
Caseins (der Kiise) durch Zusatz von CaCl, seines Lisungsmittels be-
raubt wurde. Ihe Rolle der Erdphosphate ist also hauptsichlich die,
das Auftreten eines Gerinnsels zu ermiglichen; aber wenn die Kalksalze
auch ke nothwendiges Bedingniss fiir die chemische Umsetzung des
(Caseins darstellen, werden wir doeh spiiter finden, dass sie nicht nur
auf die Ausscheidung des Kises sondern auch auf den fermentativen
Vorgang selbst einen michtigen Einfluss ausiiben kiémnen.

Der Kiise unterscheidet sich von dem Casein nicht nur durch die
Unfiahigkeit grissere Mengen von Caleinmphosphat in Lésung zu hal-
ten, resp. von demselben gelist zu werden, sondern auch — wenigstens
gilt dies von dem unter gewdhnlichen Versuchsbedingungen erhaltenen
Kiise — durch eine im Allgemeinen geringere Lislichkeit. Nachdem wir
nun oben die Unabhingigkeit der chemischen Umsetzung von der An-
wesenheit von Kalksalzen kennen gelernt haben, kann man also fragen,
ob es doch nicht méglich sein wiirde, eine auch bei Abwesenheit von
Kalksalzen gerinnende Caseinlésung zu bereiten. Wenn niimlich der
Kiise auch in Alkalien schwerldslicher als das Casein ist, muss wohl
wahrscheinlich die fiir die Lésung des Caseins eben geniigende, kleinste
Alkalimenge eine fiir die Lisung der entsprechenden Menge Kiise un-
geniigende sein, und dementsprechend wiirde auch eine mit maglichst
wenig Alkali bereitete Caseinlésung durch Lab gefillt werden konnen.

Um iiber diese Frage zu entscheiden, habe ich einige Versuche
angestellt, aber trotzdem, dass ich zu der Auflisung des Caseins so
wenig Alkali verwendete, dass die Losungen eine entschieden saure Re-
action besassen, und trotzdem, dass ich diese Losungen in einigen Fillen
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sogar durch Dialyse noch weiter reinigte, ist es mir noch nicht gelungen,
eine Losung von reinem Casein in méglichst wenig Alkali durch Lab
zu coaguliren. Fiir die Erklirnng dieses Versuchsergebnisses hieten
sich offenbar mehrere Moglichkeiten dar; aber ich habe noch nicht Zeit
gehabt, diese Frage zum Gegenstande einer ausfiihrlichen Untersuchung
zu machen, und die Zahl der von mir bisher ausgefithrten Versuche ist
iibrigens keine so grosse, dass ich es wagen sollte, die Gerinnungsfihig-
keit der mit moglichst wenig Alkali bereiteten Caseinlisungen giinzlich
in Abrede zu stellen.

Es wird, als etwas fiir die Fermente Charakteristisches, oft ange-
geben, dass sogar fast verschwindend kleine Mengen von ihnen unge-
mein grosse Mengen eines anderen Stoffes chemisch umsetzen kinnen,
und auch in dieser Hinsicht sind die Versuche mit Casein und Lab sehr
belehrend. Ich will dies mit einem Beispiele zeigen. Von dem oft er-
wihnten Glycerinextracte, welches 02", mit dem 10-fachen Volumen
97-procentigen Alkohols fillbare Substanz enthielt, wurden 4 Ce. mit
Alkohol gefillt, der Niederschlag rasch auf ein Filtrum gebracht, mit
Alkohol nachgewaschen, ausgepresst und zuletzt in 100 Ce. Wasser ge-
lost. Von dieser Lisung, welche also hichstens 0010, feste Stoffe ent-
hielt, wurde 1 Ce. mit 99 Ce. Wasser verdiinnt und also eine nene Li-
sung, mit einem Gehalte von hichstens 0.0001", festen Stoffen, erhalten.
Von dieser Lisung wurden 2 Ce. mit 20 Ce. einer in der Wirme allein
nicht gerinnenden Caseincaleinumphosphatlosung, mit einem Gehalte von
4,2°%, Casein, gemischt und im Wasserbade auf 37,5 —38" C. erwéirmt. Nach
Verlauf von etwa 1 St. 15 Min. war das Gemisch so vollstindig geronnen,
dass in den klaren Molken kein unverindertes Casein nachzuweisen war.

Die zn dem Gerinnungsversuche verwendete Fermentlosung ent-
hielt nach dem Obigen héchstens 0,0001%, feste Stoffe, und die absolute
Menge von festen Stoffen in den zu dem Versuche verwendeten 2 Ce.
betrug also 0000002 Gm. Die Caseinlésung enthielt 4,2, Casein und die
absolute Menge Casein in den zu dem Versuche verwendeten 20 Ce. Ca-
gseinlosung war also 010 Gm. In diesem Falle wurden also durch 1
Gewichtstheil Lab nicht weniger wie 420000 Gewichtstheile Casein coa-
gulirt.  Nun ist aber zn bedenken, dass der mit Alkohol in dem Gly-
cerinextracte erzeugte Niederschlag nicht nur das Labferment, sondern
anch Pepsin und Eiweiss enthielt; und es kann also wahrscheinlich
hichstens nur die Hilfte von dem mit Alkohol erzeugten Niederschlage
als Lab berechnet werden. Unter dieser Voraussetzung wiirden also
200000 Gewichtstheile Casein von 1 Gewichtstheil Lab coagulivt werden
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kimnen, und doch ist, wie ich glaube, die Grenze damit noch mcht er-
reicht worden.

Ich habe schon behauptet, dass die Kalksalze nicht nur anf die
Ausscheidung des Kises sondern auch auf den fermentativen Vorgang
selbst eimwirken konnen, und diese letztere Wirkung giebt sich in sehla-
cender Weise kund durch eine aunsserordentlich grosse Beschleunigung
der Gerinnung. Als Belege fiir diese Behauptung will ich hier einige
Versuche anfithren.

Zn diesen Versuchen bereitete ich mir eine Reihe von CaCl,-losun-
gen verschiedener aber genau bekannter Stirke, setzte von diesen Lo-
sungen der Mileh, resp. der Caseinlésung genan abgemessene Mengen
zu und verdiinnte dann, wenn nothig, mit so viel Wasser, dass alle Pro-
ben, mit Ausnahme von dem ungleichen Chlorealeinmgehalte, durchaus
dieselbe Zusammensetzung hatten. Da die Gerinnung mit Lab nach ei-
nem passenden Chlorcaleinmzusatze schon bel Zimmerwirme sehr rasch
von Statten geht, wurden die Proben weder vor noch nach dem Lab-
zusatze erwirmt, und die Versuche wurden also bel Zimmerwirme auns-
gefithrt. Als Controle diente eine zweite Reithe von in derselben Weise
angeordneten Proben ohne Fermentzusatz. Die Angaben iiber den Pro-
centgehalt an CaCl, beziehen sich auf die Versuchsfliissigkeit vor dem
Fermentzusatze. In Bezug auf die Bestimmung der Menge des Caseins
und der Erdphosphate in der Mileh, resp. der Caseinlisung, wie in Be-
zug auf die Beschaffenheit der Fermentlosungen ete., gilt das bei den
oben angefithrten Versuchen schon Gesagte. Ich fiithre hier zuerst ei-
nen mit Kuhmilel ausgefiithrten Versueh an.

Die Milch enthielt 2,53%; Cagein und 0,345°%; unlisliche Salze. Die durch Zu-
satz von OaCly-lésung und Wasser in jeder Probe stattgefundene Verdiinnung der
Mileh mit Wasser war: W = . Von der Fermentlésung, F = Y, kam auf je
10 Ce. Versuchsfliissickeit nur 1 Ce. Die Temperatur war wihrend der ersten 2
Stunden ziemlich constant 14° C., stieg aber wihrend der folgenden 5 Stunden auf
17 C. und fiel wiederum wihrend der niichsten 2 Stunden auf 15* C. herab. Am

|'1‘.-|;__,=‘1.*:m'11_'1| 'I":Lgu, nach Verlauf von 24 Stunden, war die Zimmertemperatur 13,5% G,
(rehalt der

Versuchsilitssigheit (rerinnungszeil.
an CaCl,. )
1 Onoo °f; CaCly ........... Nach 24 Stunden keine Gerinnung | Reaction amphoter
2. 0,010 » B eecvrnenen. Nach 24 Stonden keine Gerinnung Vaher itherwieg. sauer.
3. Dozo » P e Gerinnung nach 8 Stund. 30 Min. (Reaction amphoter).
4 D050 » A ety e W TR (| R 46 »
5. oo » g W - Ay 4 »
0. (hsng » g ) A LR =y 1 R )



————

Zur Kexxrsigs peEs Casgins usp DER WierkuxnG peEs LaprerMentes. 65

1. Looo %, Cally ... ... Gerinnung nach 0 Stund. 3 Min.
5, J.000 » A B " pid Ty 8 @
9. 10000 o -. i " I | LR 20 »

In keiner der Controleproben war mach Verlauf von 24 Stunden eine Gerin-
nung sichtbar.

Der nun angefithrte Versuch zeigt also in schlagendster Weise die
gerinmungsheschlennigende Wirkung des Chlorealeinms und er lehrt wei-
ter, dass diese Wirkung nur bis zu einem gewissen Grade mit der Menge
des zugesetzten Chlorcaleinms zunimmi, um von da ab wieder abzuneh-
men. Das Optimum lag in diesem Versuche bei etwa 05 %, CaCl,.

Die gerinnungsbeschlennigende Wirkung des Chlorcaleiums  fritf
auch bei Anwendung von reinen Caseinlésungen sehr shon hervor, und
um dies zn zeigen, fiihre ich hier noch 2 Versuche mit einer Lisung
von reinem (lasein an.

Diec Caseinlésung enthiclt 286", Casein, 0,164%, Ca,Po0; und 0,054, Ca0.
Sie gerann nicht in der Wirme allein sondern erst nach Zusatz von Lab. Die durch
Zusatz von CaCl,-losung und Wasser in jeder Probe statteefundene Verdimnung der
Caseinlosung mit Wasser war: W = !, Von der Fermentlosung, F = /., kam
anf je 10 Ce. der Versuchsfliissigkeit 1 Ce.  Die Temperatur in den Versuchsfliissig-
keiten schwankie wihrend der 4 ersten Stunden nur zwischen 13" C. und 16,5% €.

(zchalt der

Versuchsfliissighedt (Ferinnungszod.
an CaCl,.
1. D000 %, CaCl, ... ... Gerinnung nach 3 Stund. 40 Min,
2. Oo1a » K » A TR e L TR
i Oozo0 » 1 i+ no A i 10 =
4. D040 @ i e i i i i h »
h (hosy » 1A T ; 0 i il i i | i
1. OiGo » T A P " e ok 3 .n
T Lgz0 » T i T P 4 3
5. (hs40 » B o ] i Uh G » 30 Sec.
9. l.2za » N LR B IR 19 »
10, 2.agn 0 iz e i gt 1E 8 »
10 L D000 B TN Ly i 0 » a%

Da die reinen Caseinlésungen stetz weit rascher als die Mileh mit
Lab gerinnen, wird der Unterschied zwischen der chlorcalciumfreien
Probe und den chlorcalcinmhaltigen nicht so gross wie in dem vorigen
Versuche mit Milch, aber nichtsdestoweniger ist anch in diesem Versuche
der Unterschied so ausserordentlich gross, dass, wiihrend die chloreal-
ciumfreie Probe Nrv. 1 erst nach 3 St. 40 Min. gerann, diejenige Probe
dagegen, welche 0,160°, CaCl, enthielt, schon innerhalb 3 Minuten ge-
ronnen war. Auch in diesem Falle zeigte es sich also, dass die Wir-
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kung des Chlorealciums nur zu einem gewissen Grade mit steigenden
Chlorcaleinmmengen zunimmt und von da ab wieder abnimmt. Diese
Wirkung des Chlorcalecinms macht sich noch geltend bei sehr grosser
Verdiimnung der Caseinlisungen mit Wasser, und es ist sogar moglich,
die schiadliche Emwirkung von Verdinnung mit Wasser durch Zusatz
von CaCly ginzlich aufzuheben. Folgender Versuch wird dies zeigen.

Dieselbe Cascinlosung wie zu dem vorigen Versuche aber mit =o viel CaCl,-

losung und Wasser verdiinnt, dass in jeder Probe der Zusatz von Wasser, W = [,
war. Von der Fermentlisung, F = Y., kamen auf je 10 Ce. Versuchsfliissigheit 2

Ce. Die Temperatur der Versuchsflissigkeiten schwankte wihrend der ersten 6 Stun-
den zwischen 17 und 18" €. Awm folgenden Tage schwankte die Temperatur in der
noch nicht geronnenen Probe, 1, zwischen 17 und 15° C. Nur die Probe 2 wurde
crwirmt.

(rehalt der

Versuchsfliissigleit (Ferinnunigszeit.
an CaCl,.

1. 0,000 %, CaCl, .. Keine Gerinnung bei Zimmerwirme innerhalb 48 St
2. 000 & u <o Keine Gerinnung bei 38—40° C. innerhalb 48 St.
3. Do » » ... RKeine Gerinnung hei Zimmerwirme innerhalb 45 St
4. O,020 » AR Keine Gerinnung binnen 65t. Gerinnung wihrend der Nacht.
0. (Losa = " cevenmnesnnmesanns seeeeees A@eFinDUng nach 1 Stund. 40 Min.
0. (Losgn » " R o i L B TR o v ) i b » 30 Sec.
7. higo = » e PR u PR | S ik, ¢
5. (hazn » A psaate RSN a 0 i I 1 a
9. l],r}.u] a T Sl b o B 0 w0 1 3 «
11, 1,250 o ] B L i v X 11 »
11" 2860 » u e e e ) w0 1 a8
12 5:lli_llr (] 1 (] ] 1 ] Hl—' u

In diesem Versuche trat also die gerinnungsheschlennigende Wir-
kung des Chlorealeiums in schénster Weise hervor, und die Gerinnung
wurde sogar iiberhaupt erst durch Zusatz von CaCly erméglicht. Dass
es in diesem Versuche ebenso wenig wie in dem vorigen und den iibri-
gen von mir angestellten nur um eine blosse Aunsfillung des unveriin-
derten Caseins durch das CaCly, sich handelte, zeigten die Controlever-
suche. © Da, wie aus diesem Versuche hervorgeht, die schidliche Wir-
kung wvon Verdiinnung mit Wasser durch Zusatz von einem Kalksalze
wieder aufeehoben werden kann, diirfte es wohl erlanbt sein, anzuneh-
men, dass das Ausbleiben der Gerinmung nach stiirkerer Verdiinnung
der Milch, resp. der Caseinlésung, mit Wasser wenigstens zum Theil
von der dadurch herbeigefiihrten Verminderung des Gehaltes an Kalk-
salzen herriihre.

Wie in dem wvorigen Versuche lag auch in diesem das Optimum
fiir das CaCly bei etwa 0,2%,;, und wie in allen anderen von mir ange-
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stellten Versuchen mit diesem Salze trat auch in diesem eine mit wach-
senden Mengen des Salzes erst raseh ansteigende und dann wieder ab-
nehmende gerinnungsbeschlennigende Wirkung auf. Diese Wirkung des
Chlorcaleiums ist iibrigens von Interesse auch wegen der Analogie, welche
wie in anderen Hinsichten so auch in dieser zwischen der Casein- und
der Fibrinogengerinnung hbesteht. Wie bei der Caseingerinnung nimmt
nimlich auch bei der Gerinnung des Fibrinogens — wie ich dies schon
andererorts gezeigt habe — die Gerinnungsgeschwindigkeit mit steigen-
den Chlorcaleinmmengen bis zu einem gewissen Grade zu, um von da ab
mit weiter gesteigerten Mengen stetig abzunehmen. Da die Wirkung des
Chlorealeinms auf die Caseingerinnung eine constante, leicht zu bestiiti-
gende, ist, halte ich es nicht fiir néthig, weitere Versuche hier anzu-
fithren.

Wenn also beziiglich der Wirkung von Ca Cl, eine grosse Uberein-
stimmung zwischen der Casein- und der Fibrinogengerinnung obwaltet,
soll dagegen nach AvLexanpeEr Scnmipt in Bezung auf das Verhalten zu
Alkalisalzen ein grosser Unterschied zwischen den beiden Processen be-
stehen. Wihrend niamlich die Alkalisalze, nach Scumiprs Ansicht, noth-
wendige Bedingungen fir die s. g Fasertoffeerinnung (die Gerinuung
des Fibrinogens) darstellen, sollen sie dagegen fiir die Gerinnung des
Caseing ein Hinderniss abgeben.

Auf die Frage, in wie weit die neutralen Alkalisalze ein nothwen-
diges Bedingniss fir die Fibrinogengerinnung darstellen, werde ich hoffent-
lich in ener anderen Abhandlung ausfiihrlicher eingehen kénnen, und ich
will desshalb hier nur die von Scumipr fir die hemmende Wirkung der
neutralen Alkalisalze auf die Caseingerinnung beigebrachten Beweise etwas
niher ins Auge fassen.

Die von Scumint angefithrten Beweise sind folgende. Erstens hatte
er gefunden, dass die Gerinnungsfihigkeit der Milch durch das Entfernen
simmtlicher Alkalisalze mittelst Dialyse eine Steigerung erfihrt, wiihrend
umgekehrt Zusatz von den concentrirten Diffusaten die Gerinnung ver-
zogert oder ginzlich verhindert, und er hatte weiter auch beobachtet,
dass Zusatz von einer concentrirten Kochsalzlosung in derselben Weise
wie Zusatz von den Diffusaten wirkte.

Ohne dass ich damit eine hemmende Wirkung der neuntralen Alkali-
salze anf die Caseingerinnung in Abrede stellen will, muss ich gestelien,
dass ich diese Angaben von Avexaxper Scumit unméglich als Beweise
gelten lassen kann. Dass die Milch durch das Entfernen der lislichen
Salze eine gesteigerte Gerinmungsfihigkeit erlangen kann, beweist nim-
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lich micht, dass die auf die Fibrinogengerinnung vortheilhatt eimwirkenden
neutralen  Alkalisalze eine hemmende Wirkung auf die Caseingerinmung
ansiiben, denn dieser an sich gewiss rvichtigen Beobachtung kann anch
eine ganz andere Erklirung gegeben werden. Schon in meiner ersten
(aseinabhandlung habe ich niimlich bei Besprechung derjenigen Umstinde,
welche einen Einfluss auf die Caseingerinnung ausiiben kénmen, die Ge-
genwart von gewissen Salzen als ein die Gerinnung stérendes Moment
hervorgehoben, und ich bezeichnete dabei das auch auf die Fibrinogen-
gerinnnng  nachtheilig emwirkende Alkaliphosphat als das — unter den
von mir untersuchten Salzen — am schidlichsten wirkende. Ich fand
sogar, dass schon eine geringe Menge eines amphoter reagirenden Ge-
misches von neutralem und saurem Alkaliphosphat die Gerinmung be-
dentend verzégern oder sogar verhindern kann; und da die Milch den
cang und giben Vorstellungen gemiiss anch Alkaliphosphate enthéilt, muss
sic, =elbst wenn sie keine neutralen Alkalisalze enthielte, nach dem Ent-
fernen der Alkaliphosphate durch Dialyse eine gesteigerte Gerinnungsfihig-
keit erlangen. Ob die Entfernung der neutralen, anf die Fibrinogengerin-
nung vortheilhaft einwirkenden Alkahsalze auch zum Theil die gesteigerte
Gerinnungsfihigkeit der Milch bedingt habe, bleibt also durch die Dialyse-
versuche ganz unentschieden.

Dass emn Zusatz von den concentrirten Diffusaten die Germmnung
verzogerte oder giinzlich verhinderte, kann ich ebenso wenig als einen
Beweis fir eine gerinnungshemmende Wirkung der neutralen Alkalisalze
gelten lassen. Abgesehen von dem Gehalte der Diffusate an Phosphaten
muss nimlich schon die ber dem Zusatze von Diffusaten unvermeidhche
Verdiinnung  der Mileh an sich eine hemmende Wirkung entfalten, und
Scampr  hat es giinzlich unterlassen, die durch die Verdiimnung allem
hervorgebrachte hemmende Wirkung durch Controleversuche gesondert zun
bestimmen. Es bleibt also ganz unentschieden, i wie weit in ScuamnTs
Versuchen die gerinnungshemmende Wirkung der Diffusatzusitze dwrch
die Salze oder durch die Verdimnung hervorgebracht worden sen.

Die Beobachtung, dass Zusatz von concentrirter Kochsalzlosung die
Gerinnung verzigerte, wihrend Zusatz von Milchzuckerlésung ohne Wir-
kung blieb, ist leider anch kein bindender Beweis, da jede Angabe iiber
die Menge der zugesetzten Kochsalzlosung fehlt und es also nicht moglich
ist zu sagen, ob das Salz oder die Verdiinnung die hemmende Wirkung
hervorgebracht habe. Uebrigens ist nicht zu tibersehen, dass der Versuch
mit concentrirter Kochsalzlosung am wenigsten geeignet ist, einen wesent-
lichen Unterschied zwischen der Cascin- und der Fibrinogengermuung zu
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beweisen; denn wenn es auch maglich ist, durch Zusatz von concentrirter
Kochsalzlésung die Cascingerinnung zu verzigern oder zu verhindern, darf
man doch nicht vergessen, dass auch die Fibrinogengerinnung mit der grossten
Leichtigkeit durch concentrirte Kochsalzlosung aunfeehoben werden kann.

Wenn man sich nun weiter erinmert, dass es leicht gelingt mittelst
der Kochsalzmethode Caseinlosungen darzustellen, welche trotz der Verun-
reinigung mit Na Cl sogar noch rascher als die Mileh mit Lab gerinnen,
80 muss es etwas schwierig werden, an eine stark gerinnungshemmende
Wirkung dieses Salzes zu glauben. Ich habe es desshalb auch fiir wich-
tig gehalten, die Wirkung der neutralen Alkalisalze auf die Caseingerin-
nung zuin Gegenstande einer besonderen Untersuchung zn machen, nnd
obwohl ich mit mehreren Salzen Versuche angestellt habe, bin ich doch nur
mit dem NaCl und dem Ka Cl eimgermaassen fertig, wesshalb ich auch
nur iiber die Wirkung dieser Salze hier berichten kann.

Meine mif. diesen Salzen ausgefiihrten Versuche sprechen nun in
der That micht fiir einen grossen Unterschied zwischen der Casein- und
der Fibrinogeugerinnung, sondern sie zeigen im Gegentheil, dass aunch
in Bezug aunf die Wirkung der Neutralsalze eine gewisse Ubereinstimmung
zwischen den beiden Processen obwaltet. So wie das Kochsalz je nach
der Versuchsanordnung beférdernd oder hemmend auf die Fibrinogen-
gerimnung  virken kann, ebenso wirkt es nidmlich auch anf die Casein-
gerimnung nach Umstinden entweder beférdernd oder hemmend ein,
und es ist sogar moiglich eine solche Versuchsanordnung zu treffen, dass
die Caseingerinnung erst nach Zusatz von Na Cl oder Ka Cl von Statten
geht. Da die Chloralkalien also, wie bei der Fibrinogengerinnung so
auch bei der Gerinnung des Caseing, je nach der Versuchsanordnung einen
wechselnden, sogar entgegengesetzten Finfluss ausiiben kénnen, ist es
mir auch néthig gewesen, eine nicht unbedentende Menge von Versuchen
anzustellen. Leider ist es mir nun, wegen des schon ziemlich grossen
Umfanges dieser Abhandlung, nicht moglich, hier eine grossere Zahl von
Versuchen anzufithren, und ich muss mich also daranf beschrinken, die
obigen Behauptungen nur durch ein paar Versuche zu erhirten.

Zu denjenigen Versuchen, in welchen eine Verdiinnung mit Wasser
nicht vermieden werden mussie, wurden die Salze in wissriger Lisung
verwendet, wobei selbstverstindlich Sorge dafiir getragen wurde, dass
simmtliche Proben nur in Bezug auf den Salzgehalt von einander ab-
wichen und sonst ganz gleich waren. Wenn dagegen die Verdinnung
mit Wasser vermieden werden musste loste ich das getrocknete und
gewogene Salz in die Mileh auf und verdiinnte mit mehr Mileh bis eine,
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Losung von 20 Gm Salz in 100 Ce. Mileh erhalten wuarde.  Diese Mileh
wurde daraul mit frischer Mileh in den erwiinschten Verhiilinissen ver-
mischt. Da die Kalksalze, wie ich oben gezeigt habe, cinen ausserordent-
lich grossen Einfluss aul die Caseingerinnong ausiiben, habe ich nur mit
canz reinen Salzen gearbeitet. Da die Neutralsalze, wenn sie in grosse-
rer Menge vorhanden sind, das Casein bei Korperwirme auch ohne Lab-
zusatz ausfillen konnen, was besonders leicht mit den reinen Lisungen
von Caseincaleinmphosphat gelingt, habe ich es nie unterlasgen anch Con-
troleversuche ohne Lab anzustellen. Iie Angaben iiber den Gehalt an
Neutralsalzen wie auch iiber die durch Zusatz von Salzlésung allein oder
von Salzlésung und Wasser stattgefundene Verdimnung mit Wasser be-
zichen sich auf die Versuchsflisssigkeit vor dem Fermentzusatze. = Im
Ubrigen diirfte die Versuchsauordnung ohne Weiteres leicht verstindlich
sein. Ich fiihre zuerst ein paar Versuche mit Milch an.

Die Milch enthielt 206 % Casein und 0,360 % unlisliche Salze. Das Koelisalz wurde in
dicsem Versuche direct in der Milch gelist und cs fand also keine Verdinnung mit Wasser stait,
Von der Fermentlizung, I = IIlI“-' kam 1 Ceo. anf je 10 Coo Versnchslissigheit. Die Temperatur
var d8—38,5° €,

Gehalt dev Versuchs-

TR . b f
fliissigheit an Na Cl (Ferinnunygszeit

Nioo 13 Ouooo % NaCl Gerinnung nach 3 Min. 30 bec.
¥ 23 0010 % NaGl I:0 d:e 3 Min.

i 3y Oyoes % NaCl [0 d:o 3 Min.

v 4y Duose ¥ MaCl Do dio 3 Min.

w Ay 0100 % NaCl Do dio 3 Min.

» 6 O2p0 % MNaCl I dio 3 Min.

v 1) hsuo % NaCl o do 3 Min., 30 Sec.
» B) 1,000 % NaCl | R il 4 Min.

1- 9y 2500 % NalCl o d:o T Min.

» 10) 5,000 % NaCl Do di 11 Min.

v 113 10000 % NaCl Do dic 21 Min,

i es nicht immer leicht ist die Germnnungszeit genau anf Broch-
theile einer Minute anzugeben, kann ich kein Gewicht darauf legen, dass
fiir die Na Cldreie Probe 1 die Gerimnungszeit eine halbe Minute linger
als fiir die 5 nachfolgenden, chlornatriumfreien Proben war.  In_ diesem
Versuche, in welchem keine Verdinnung mit Wasser stattgefunden hatte,
war also keine beschleunigende sondern im Gegentheil eine hemmende
Wirkung des Salzes zn sehen. Diese hemmende Wirkung trat indessen
erst bei einem Zusatze von 1 % Na Cl sicher anf, und selbst die Wirkung
von der grissten Kochsalzmenge, 10 %, war eine schwiichere als die
hemmende Wirkung, welche oft von derselben Salzmenge anf die Fibrinogen-
cerinnung ausgeiitbt wird.
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Anders gestaltet sich die Wirkung des Kochsalzes bei Verdiimnung
der Mileh mit Wasser. In diesem Falle kann niimlich — wie der fol-
gende Versuch zeigen wird — das Kochsalz eine die Gerinmung befir-

dernde Wirkung ausiiben.
Dieselbe Milch wie =0 dem vorigen Versuche, Das Na Ol worde in wiesriger Lisung zo-
gesetzt g0 dass die Verdiinnung in allen Proben W =1 war. Von der Fermentlosung, F = 5l

kam anf 10 Ce. Versuchsfliissigheit 1 Ce.  Die Temperatur war 38,5—39° (.

(rehalf der Versuehs-

fliissigkeit an Na C! Gerinnungszeit
g N:o 1) hooo %% Na Cl Gerinnung nach 9 Min.
» 3) 0p2s % NaCl Do d:0 7 Min.
3) D050 % NaCl I dio 6 Min. 30 Sec
» 4) 0,100 % NaCl Do doe G Min.
» 3y 0,250 % Na O [¥:0x o 3 Min. 30 Sec.
n 6) D500 % NaCl [ die. 4 Min.
# T) lLooo % NaCl D:n d:v 6 Min.
» B} 2500 % NaCl [0 dio 9 Min.
» 9) 5,000 % NaCl Do d:e 16 Min.

In diesem Versuche trat also eine unzweifelhalt gerinnungsbeschleu-
nigende Wirkung des Kochsalzes hervor, eine Wirkung, welche mit der-
jenigen des Chlorealeiums darvin iibereinstimmt, dass die Gerinnungs-
geschwindigkeit mit steigenden Salzzusiitzen bis zu einen gewissen Grade
gnnimmt, um von da ab mit weiter gesteigerten Salzzusiitzen wieder ab-

zunchmen.

In derselben Weise wie das Na Cl wirkt — wie die folgenden Ver-
auch das Ka Cl.

suche H{ﬁgﬂn werden

o

Die Milch enthiclt 2,53 % Casein und 0,345 % unlisgliche Balze. In dem Versuche a Baud
keine Verdiinnung mit Wasser statt; in b dagegen war iiberall die Verdiinnung mit Wasser, 1= 1.
Von der Fermentlisung, F = l;, kam in beiden Versuchen 1 Ce. auf je 10 Ce. Versuchsiliissig
keit. Die Temperatur in beiden Versuchen 39—30,5° C.

. Keing Verdinnung mit Wasser.

(rehalt der Versuwchs-

fliissigheit an Ka CI GentiEngseci

N 1) 0,000 % Ka l Gerinnunz nach 2 Min.
» 23 Uinoe % Kacl Iro div 2 Min.
» 3) 0O,250 % EnCl Do il 10 2 Min.
» 4} 0500 ¥ KaCl [BET dio 2 Min. 30 Sec.
p §) 1,000 % KaCl [0 dio 2 Min, 30 Sec.
# 6) 2500 % KaCl Do dio 3 Min.
» T) S.000 % KaCl o d:e 6 Min.

n  B) 10,000 % KaCl o dqwo 10 Min.
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b, Verdiionung mit Wasser, W = }I_

Gehalt der Fﬁ‘.ﬁr:‘fesl—

fliissigheit an Ka Ol Gernnnungszeit
N:a 1) Oyoop % KaCl Gerinnung nach 27 Min.
] 2} O,025 % KaCl o d:o 16 Min.
3) Oyoso % KaCl o d:e 11 Min.

" 4) Mioo % Ka Cl Do (i B G Min. 30 Sec
a) Daso % KaCl Do d:o 4 Min.
6} D500 % KaCl [0 d:o 3 Min.
7)) lLooo % KaCl D0 d:o b Min.

i By 2,500 % RKaCl [}:0 i B T Min. 30 Sec.
W 9y So00 % KaCl I0:0 dwo 14 Min,
p  10) 10000 % KaCl I:n d:ie 22 Min.

Der Versuch a zeigt wiedernm, dass die gerinnungshemmende Wir-
kung der Chloralkalien nur emme schwache, erst bei grisserem Salzzusatze
sich kundgebende ist, und der Versnch § zeigt, dass die Chloralkalien
ehenso wohl anf die Casein- wie auf die Fibrinogengerinnung einen giinsti-
gen Finfluss ausiiben konnen.  Besonders dentlich tritt die beschlennigende
Wirkung des Salzes in diesem Versuche hervor, und man sieht iibrigens
sogleich wie die Gerinnungsgeschwindigkeit mit steigenden Salzzusitzen
erst zn und dann wieder abnimmt. Ein anderer Umstand, von einem be-
sonderen Interesse ist die Beschaffenheit der Gerinnsel, Die Festigkeit der
Gerinusel st piimlich am gréssten in denjenigen Proben, welche die grosste
Gerinnungsgeschwindigkeit zeigten, und in dem zuletzt angefiihrten Ver-
suche b waren die Gerinnsel in der Ka Cl-freien Probe 1 locker und flockig,
in den Proben mit grisserer Gerinnungsgeschwindigkeit waren sie fester,
in den Proben 5, 6 und 7 hldeten sie eine feste, zusammenhingende Masse
und in den Proben 8 9 und 10 waren sie wiedermm weniger fest.

In derselben Weise wie anf die Milch wirken die Chloralkalien auch
anf die Lésungen von reinem Caseincaleinmphosphat, doch kann man in
den Versuchen mit solchen Lisungen die gerimnungshemmende Wirkung
leichter als die gerimnungsbefordernde constativen.  Wenn man gerinnungs-
ihige Lésungen von Caseincaleinmphosphat von etwa demselben Casein-
gehalte wie die Mileh bereitet, so kann man leicht, wenn die Verdiinnung
mit Wasser vermieden wird, die gerinnungshemmende Wirkung der Chlor-
alkalien beobachten, wiithrend man umgekehrt nach Verdiinoung mit Was-
ser die gerinnungsbefordernde Wirkung constativen kann.  Da es mdessen
weniger leicht gelingt die gerinnungsbeschleunigende Wirkung #u zeigen,
will ich mich damit begniigen nur diese durch einen Versuch zun zeigen.

Die Caseinlisung  enthielt 3011 % Casein, 0203 % Cay I",: 0, und D043z % Cal. 10

Ce, dieser Losung mit 1 Ce einer Fermentlisung, F = Lo, versetzt, geranmen bei 37° C. fast angen-
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blicklich. Wit so wiel Wasser verdiinnt, dass 117 = [rh war, gperann sie bel derselben Temperatur
gar nicht wit Lab inperbalb 24 Stunden. In dem nun anzofibrenden Versuche war I — &
Von der Fermentlosung, F = . kam 1 Ce. auf je 10 Ce. Versuchsflissigkeit. Die Temperatuy
= 39° 0

Grehalt der Versuchs-

HH S-Ei:yﬁ'ﬁ'ir an Na (1 (rerinnu RgsZel

N 1) Q0,000 % NaCl Keine Gerinnung innerhalb 24 St
»  2) D500 % WaCl Gerinnung nach L S
# 33 Loun % NaCl o dzp 0 St 26 M.
» 4} Ho00 % NacCl o o 1 5. 13 Min.

In diesem Versuche gerann also die verdiinte Na Cl-freie Caseiulosune
gar nicht mit Lab, wihrend die 3 Na Cl-haltigen Proben mehr weniger
rasch gerannen, und dieser Versuch lehirt also, dass die Chloralkalien auch
unter Umstinden nothwendige Bedingungen fiir die Caseingerinnung wer-
den konnen. Wie durch Zusatz von Ca Cl, kanu also die schidliche Wir-
kung von Verdiinnung mit Wasser aunch durch Zusatz von Chloralkalien
anfgehoben werden.

Fassen wir das Bisherige zusammen, so wird man es wohl nich
befremdend finden, wenn ich der Ansicht Scmaiprs nicht ganz beitreten
kann. Wenn namlich Scamipr vou einer hemmenden Wirkung der neu-
tralen Alkalisalze auf die Caseingerinnung spricht, will ich zwar gern die
Berechtigung einer solchen Behauptung zngeben; wenn er aber daraus
weiter folgert, dass die beiden Processe, die Casein- und die Fibrinogen-
gerimnnng threm Wesen nach selr verschiedener Arvt sein miissen, kann
ich nicht mehr mit thm einverstanden sein.

‘Es ist ndmlich walr, dass die neutralen Alkalisalze hemmend auf
die Caseingerinnung wirken kénnen, aber dieselbe Wirkung iiben sie auch
auf die Fibrinogengerinnung aus, und in dieser Beziehung herrscht also
kein Gegensatz zwischen den beiden Processen. Die hemmende Wirkung
der neuntralen Alkalisalze auf die Caseingerinnung ist iibrigens nur eine
schwache und vor Allem scheinen grossere Kochsalzmengen weit weniger
hemmend auf die Casein- als auf die Fibrinogengerinnung einzuwirken.
Ieh habe sogar wiederholt gesehen, dass nicht einmal ein Zusatz von 20
% Na Cl die Caseingerinnung verhindern oder bedeutend verzigern kann,
und es scheint sogar, als wirkten sehr grosse Kochsalzmengen wiederum
oiinstic auf die Gerinnung. Da indessen sehr grosse Kochsalzmengen
auch ohne Lab das Casein ausfillen kénneu und da die néthigen Controle-
versuche mit nicht kleinen Schwierigkeiten verbunden sind, will ich mich
iiber die Wirkung von sehlr grossen Kochsalzmengen nicht weiter hier ans-
sprechen.

Nova Actas Reg. Soc. Sc. Ups. Ser. 11 10
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Es ist weiter unzweifelhaft wahr, dass die Chloralkalien emen giin-
sticen Einfluss auf die Fibrinogengerinnung ausiiben kinnen, aber dasselbe
;_:;Eh_‘. wie ich gezeigt habe, ;guq:h fiir die Caseingerinnung. Die giinstige
Wirkung der Ll loralkalien auf die Fibrinogengerinnung ist eine doppelte,
i so fern als dadurch einerseits die Gerinnung beschlennigt und anderer-
seits die Menge und Festigkeit des Gerinmungsproduktes vermehrt wivd.
[n ganz derselben Weise oiebt sich auch die ginstige Wirkung der Chlor-
alkalien anf die Caseingerinnung kund. Einerseits ‘wird niimlich dadurch
die Germnung beschlennigt und anderverseits die Menge und Festigkeit
des Gerinmsels vermehrt. Die Wirkung der Chloralkalien auf die Menge
des Gerinnungsproduktes kann bei der Fibrinogengerinnung =o weit gehen,
dass eine Gerinnung iiberhaupt erst nach Zusatz von einer gentigenden
Salzmenge stattfindet, und ganz dasselbe haben wir eben in einem (Gerin-

=
nungsversuche mit Casein beobachtet.

[n Bezng aut die Wirkung der neutralen Alkalisalze besteht also
zwischen den beiden Processen nicht, wie ScHMIDT anglebt, ein wesentli-
cher Gegensatz sondern vielmehr eine grosse Ubereinstimmung. Dass auch
in Bezug auf die Wirkung des Chlorcaleiums eine solche U |;L1m|1hr1|11rnutw
vorhanden ist, habe ich schon oben gezeigt. Es ist nun offenbar, dass I}L]
der Casein- wie der l111111mg_=;L1:;_,L11111]1m1g clle wechselnde, oft sogar entge-
vengesetzte  Wirkung eines Salzes von der Relation zwischen dem E.-ll.ce,
dem Wasser und dem gerinnungsfiligen Eiweisse abhingiz sein muss,
nnd es ist desshalb unicht leicht zu sagen, bis zu welchem Grade eine Uber-
einstimmung  oder ein Unterschied in Bezung auf die Wirkung der- Salze
zwischen den beiden Processen obwaltet. Die Wirkung der Salze auf’ die
Fibrinogengerinnung ist nédmlich nur fir Losungen von unbekannter Zn-
sammensetzung festgestellt worden, aber allem Anscheine nach sind bisher
unr relativ fibrinogenarme Flissigkeiten mit relativ easeinreichen Lisangen
verglichen worden, und es ist also sehr wohl moglich, dass Casein- und
Fibrinogenlosimgen von demselben procentischen Gehalte an Kiweiss ge-
geniiber derselben Salzmenge ganz anders sich verhalten. Es konnen also
in Bezug auf eine Ubereinstimmung oder einen Unterschied in der Wirkung
der neutralen Alkalisalze auf die Casein- und Fibrinogengerinnung nur mit
der grossten Vorsicht bestimmte Schliisse gezogen werden; aber nach den
bisher gewonnenen Erfahrungen ist die Ubereinstimmung grosser als der
Unterschied.

Selbst wenn iibrigens in Bezug auf die Wirkung der Neutralsalze
nur ein bestimmter Unterschied zwischen den beiden Processen hestinde.
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wiirde dies nach meiner Ansicht gar nicht beweisen, dass die beiden Pro-
cesse ihrem Wesen nach verschiedener Art sein miissen. Das Labferment
ist nimlich allem Anscheine nach ebenso wenig mit dem Fibrinfermente
identisch wie das Casein mit dem Fibrinogen identisch ist, und nun hat
Nassg ') bekanntlich eine bestimmte Abhiingigkeit der Fermente in ihrer
Wirkung von der gleichzeitigen Anwesenheit von Salzmolekiilen cefunden,
eine abhingigkeit, welche specifisch fiir jedes Ferment ist. Ebenso wenig
wie man die Zuckerbildung aus Stiirke mittelst Diastase als einen von der
Zuckerbildung mit Speichel threm Wesen nach sehr verschiedenen Process
auffassen kann, weil ein Kochzalzgehalt von 4 2 anf jene eine hemmende
nnd anf diese eme giinstige Wirkung ansiibt, ebenso wenig wiirde man,
nach meiner Ansicht, berechtigt sein, wegen einer ungleichen Wirkung der
Neutralsalze auf die beiden Processe, die Casein- und die Fibrinogengerin-
nung als zwei threm Wesen nach grundverschiedene Processe aufznfassen.

Dda ich nun zudem gefunden habe, dass beziiglich der Wirkung von
Chlorcaleium und Chloralkalien kein scharfer Gegensatz sondern vielmehr
eine oute [%ereiust{nnnung zwischen den beiden Processen obwaltet,
finde ich es. in Anbetracht der grossen Ubereinstimmung, welche anch in
anderen Hinsichten zwischen der Casein- und der Fibrinogengerinnung
besteht, nicht mehr moglich anzunehmen, dass — wie ALEXANDER SCHMIDT
glanbt — die heiden Processe ihrem Wesen nach sehr verschiedener Art
seln miissen.

Yy Orro Nasse: Untersuchungen fiber die ongeformten Fermente.  PHiggers Arciny Bd 11















COLUMBIA UNIVERSITY LIBRARIES

This book is due on the date indicated below, or at the
expiration of a definite period after the date of borrowing, as
provided by the rules of the Library or by special arrange-
ment with the Librarian in charge.

DATE BORROWED

DATE DUE

DATE BORROWED

DATE DUE

czalii4amMios










