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Die nachfolgenden Mittheilungen stiitzen sich zum Theil auf eine vor
einem halben Jahre im hiesigen physiologischen Institute von dem Herrn stud.
Kappeller unter meiner Leitung ausgefiihrte Untersuchung, deren Resultate der-
selbe in seiner Inauguraldissertation unter dem Titel: »Untersuchungen
iber das Casein» der Oeffentlichkeit iibergeben hat.

Da dussere Griinde den Dr. Kappeller an der genaueren Durchfiihrung
seiner Arbeit hinderten und ihr deshalb neben den unzweifelhaften Resultaten,
welche sie aufweist, noch manches Schwankende und Unsichere anhaftet, der
Weg aber, welchen er einschlug, dem Ziele niither zu fithren versprach, so
hielt ich die Miihe, diesen Weg noch einmal zu gehn, fiir keine vergebliche.
Ich habe deshalb simmtliche Versuche Kappellers einer nochmaligen Revision
unterworfen, ebenso die Methoden, deren er sich bedient hat. Indem es mir
gelang die letzteren in mancher Hinsicht zu verschiirfen, wurde es mir auch
moglich ihnen eine ausgedehntere Anwendung zu geben, als es von Seiten
Kappellers geschehen ist.

Diese Arbeit hat mir zuniichst dazu gedient, die Ueberzeugung von der
Richtigkeit der wesentlichsten Angaben Kappeller’s in mir zu befestigen. Der
Versuch, dieselben aus der eng umgrenzten Wirkungssphére einer Dissertations-
schrift heraus zu heben und sie einem weiteren Leserkreise zugiinglich zu
machen, wire mithin an sich gerechtfertigt; er wird aber von der Sache ge-
fordert, wenn man in der Lage ist, manche Erginzung und Verbesserung
anzubringen.

Ich werde in dem Nachfolgenden die von Kappeller gefundenen Thatsachen
von demjenigen abzuheben suchen, was ich meinerseits hinzu gethan; ebenso
werde ich mich seinen Beweisfilhrungen gegeniiber verhalten. Wo ich glaube
einer seiner Schlussfolgerungen nicht beistimmen zu konnen, werde ich die
Griinde fiir mein abweichendes Verhalten, moglichst mit Thatsachen belegt,
angeben. In Betreff der Anordnung des mitzutheilenden Materials werde ich
jedoch meine eigene Wahl treffen.

Das ausschliessliche Objekt dieser Untersuchungen war die Kuhmilch.
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Reingewinnung des Caseins.

Als geeignetste Methode zur Beschaffung reinen Caseins schien sich
Kappeller zuniichst die Dialyse darzubieten; es sollte abgerahmte Milch
auf diese Weise vollstindig von allen krystalloiden Bestandtheilen befreit,
dann das sich voraussichtlich ausscheidende Casein durch Filtriren von der
Fliissigkeit getrennt und durch Aether vollkommen entfettet werden. Wenn
dieses Casein in dem gesammelten und auf das Volum der urspriinglich ver-
wendeten Milch eingeengten Diffusat sich wieder aufloste und sich in dieser
Losung wie in der Milch selbst verhielt, so war anzunehmen, dass es wihrend
der Dialyse selbst keine Verdnderung erlitten.

Diese Methode fiihrte jedoch nicht zum Ziele, zwar schied sich das Casein
allmithlich vollkommen aus, bald als feiner, in der Fliissigkeit sich leichtver-
theilender Niederschlag, bald in einer dem Boden des Dialysators ziemlich fest
anhaftenden Schicht. Nach dem Abfiltriren und Auswaschen ergab die Aschen-
analyse nur noch unwiigbare Spuren von phosphorsaurem Kalk, aber das so
gewonnene Casein entsprach offenbar nicht mehr dem in der Milch enthaltenen;
es war unloslich in Natronlauge, in Essigsidure und in dem Milchdiffusat,
also in denjenigen Stoffen, welche seine Auflésung in der Milch bis zum
Moment der dialytischen Trennung bewirkt hatten; dass die letzteren selbst
withrend der Dialyse keine Verinderung erlitten hatten, wird sich spéter zeigen.
Das durch Dialyse gereinigte Casein ist also jedenfalls ein wesentlich ver-
dndertes.

Im Blutserum ist bekanntlich ein Eiweisskorper enthalten, dessen chemi-
sches Verhalten dem des Casein sehr nahesteht, die fibrinoplastische Substanz
(Paraglobulin, Serumcasein). Bei dem Versuch, denselben durch Dialyse von
den iibrigen Serumbestandtheilen zu trennen, bin ich auf ganz éhnliche Schwie-
rigkeiten gestossen, wie Kappeller beim Casein. Derselbe wird zwar nicht ganz
unloslich in Natron, Essigsiure und in den Diffusatbestandtheilen des Blut-
serum; es ist aber hierbei zu beriicksichtigen, dass er von vornherein viel
leichter loslich in diesen Agentien ist als das Casein. Es geniigt, dass seine

* Loslichkeit wihrend der dialytischen Ausscheidung betriichtlich abnimmt. In

einer anderorts erscheinenden Abhandlung iiber das Blutserum behandle ich
diese Erscheinung ausfiihrlicher und gebe zugleich die Griinde an, welche mich
zur Annahme veranlassen, dass die durch die Dialyse hewirkte ausgedehnte
Beriihrung mit der atmosphérischen Luft unter Mitwirkung der Zimmerwirme
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die Hauptursachen fiir diese mit der dialytischen Ausscheidung verkniipfte Um-
wandlung der in Rede stehenden Eiweisskorper ist.

Ich habe jedoch gefunden, dass die Dialyse sehr gut am Platze ist, wenn
es sich darum handelt, gewisse mit griosserer Diffusionsgeschwindigkeit begabte
krystalloide Bestandtheile der Milch vollstindig aus der Milch zu entfernen und
auf diese Weise relativ reines Casein darzustellen. Die Stoffe, von welchen
das Casein auf dem Wege der Dialyse leicht befreit werden kann, sind die in
Wasser loslichen Salze der Milch und der Milchzucker. Um dieselben aus der
Milch zu entfernen, bringe ich 25 Cem. frischer, abgerahmter Milch in einen
mit de la Rue’schem Pergamentpapier {iiberspannten Dialysator von 137 mm.
Durchmesser und tauche denselben in ein 500 Cem. destillirtes Wasser ent-
haltendes Gefiiss; dieses Wasser wechsele ich wihrend des ersten Tages etwa
alle 20 Minuten, am folgenden Tage jedoch nur stiindlich. Der hiufige Wechsel
des iusseren Wassers im Laufe des ersten Tages ist nothwendig, um diejeni-
gen krystalloiden Bestandtheile der Milch, welche ihre spontane Sduerung und
(aseinausscheidung herbeifithren, zu entfernen, bevor sie noch zur Wirkung
kommen; versiumt man diese Vorsichtsmassregel, so findet man die Milch im
Dialysator meist schon am zweiten Tage geronnen. Diesem Uebelstande ent-
geht man mit Sicherheit durch sehr héufigen Wechsel des dusseren Wassers,
wenigstens wiihrend der ersten 10 Stunden der Dialyse.

Nach spiitestens 30— 36 Stunden entferne ich die Milch aus dem Dialy-
sator; durch mehrfach zusammengelegtes aschenfreies Papier filtrirt liefert sie ein
fast fettfreies opalisirendes, neutral reagirendes Filtrat, in welchem fast simmt-
liches Casein sich noch in Losung befindet, welches aber, wie die Aschenana-
lyse lehrt, auch keine Spur von ldslichen Salzen mehr enthiilt; ich habe
namentlich die vollige Abwesenheit der Chloralkalien und der phosphorsauren
Alkalien mehrfach constatirt, da;gegen hinterliess der getrocknete Riickstand
der dialysirten Milch beim Veraschen stets eine betrichtliche Menge von
Kalk und Magnesiaphosphat.

Aus dieser von den loslichen Salzen befreiten Milch wird das Casein
durch Ansiuern vollkommen gefillt, das Filtrat enthilt stets noch eine geringe
Menge von Albumin, welche unter Mitwirkung der bereits vorhandenen Siure
durch Kochen coagulirt wird. Nach nochmaligem Filtriren erhielt ich eine
eiweissfreie Fliissigkeit, welche sich bei Anwendung der Trommer’schen Probe
als vollig zuckerfrei erwies.
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Da nach Entfernung simmtlicher in Wasser loslichen Salze der Milch das
Casein in Losung blieb, ohne irgend welche Verdnderung seiner Eigenschaften
zu zeigen, so folgt aus diesen Versuchen zunichst, dass diese Salze an dem
gelosten Zustande desselben in der Milch keinen Antheil haben. Es bleibt als
Losungsmittel nur der phosphorsaure Kalk (und Magnesia) iibrig, resp. die
Verbindungen in welchem die Erdphosphate in der Milch priexistiren.

Lisst man die Dialyse der Milch nun noch iiber die angegebene Zeit
hinausdauern, so scheidet sich im Dialysator allmiihlig simmtliches Casein in
unloslicher Gestalt aus. Iu das Diffusat gehn dabei geringe Mengen von Al-
bumin iiber, welche beim Eindampfen gerinnen und durch Filtriren entfernt
werden konnen. Das strohgelb gefirbte Filtrat reagirt anfangs neutral, doch
findet bald ein Umschlagen in die alkalische Reaktion statt; vollkommen ge-
trocknet, hinterlisst dasselbe einen braunen Riickstand, welcher beim Verkoh-
len den bekannten Geruch nach verbrannter Hornsubstanz entwickelt, also
jedenfalls stickstoffhaltig ist und beim Verglithn eine Asche zuriicklisst, welche
nur aus phosphorsaurem Kalk und Magnesia besteht. Der Umschlag in die
alkalische Reaktion beruht jedenfalls nur auf dem Eintritt von Zersetzungen
in den organischen Bestandtheilen des Diffusates, welche mit Amoniakentwicke-
lung Hand in Hand gehn.

Es geht hieraus hervor, dass die Auflosuug der phosphorsauren Erden in
dem neutral oder alkalisch reagirenden Diffusat der Milch nur durch die er-
withnten organischen Bestandtheile desselben bewirkt sein konnen, nach deren
Zerstorung durch Verbrennen sie deshalb auch als in Wasser unlésliche Asche
zuriickbleiben; in welchen Verbindungen sie aber hier bestehen, habe ich noch
nicht ermittelt. Diese verbrenunlichen, krystalloiden Bestandtheile der Milch
und zwar wahrscheinlich grade diejenigen, welche die Losung der Erdsalze
bewirken, sind nun auch die Losungsmittel fiir das Casein, dessen Ausschei-
dung im Dialysator deshalb mit ihrem Uebertritt in das Diffusat gleichen
Schritt halt.

Ich werde in einer spiiteren Arbeit den Beweis liefern, dass auch die
fibrinoplastische Substanz im Blutserum durch die organischen, krystalloiden
mit den Erdphosphaten verbundenen Bestandtheile des Blutserum in Losung
erhalten wird, so dass dieselbe, so lange diese Stoffe noch in gentigender
Menge vorhanden sind, trotz vollkommener dialytischer Entfernung der viel
schneller diffundirenden in Wasser loslichen Mineralbestandtheile des Blut-




serum durchaus in Losung bleibt. Aus dieser neutralen Lisung werden beide
Eiweisskorper durch Anséuern gefillt, doch zeigt sich hierbei, so lange die
neutralen Alkalisalze noch zugegen sind, der Unterschied, dass die fibrinopla-
stische Substanz eines hohen Verdiinnungsgrades zu ihrer Féllung bedarf, was
beim Casein nicht der Fall ist.

Ganz anders als die spiiteren verhalten sich die zuerst gesammelten Diffu-
sate der Milch; da die Trennung der einzelnen Diffusatbestandtheile von ein-
ander durch die fraktionirte Dialyse nur auf den Unterschieden ihrer Diffusions-
geschwindigkeit beruht, so ist es wohl moglich die langsam diffundirenden,
die Erdphosphate enthaltenden, organischen Atomcomplexe der Milch durch
Dialyse frei von den iibrigen Salzen und dem Milchzucker zu erhalten, nicht
aber umgekehrt die letzteren, welche als die rascher diffundirenden Stoffe in
die ersten Diffusate iibergehn, auf diesem Wege von den ersteren zu befreien.
Deshalb beobachtet man stets, dass nach beendeter Entfernung des Milch-
zuckers und der loslichen Milchsalze ein Theil des Caseins im Dialysator sich
bereits in unlislicher Gestalt ausgeschieden hat, wihrend andrerseits das”
Diffusat nach dem Trocknen und Verbrennen stets einen mehr oder weniger
betriichtlichen Riickstand von phosphorsaurem Kalk hinterlisst. Dieser Um-
stand wirkte indess durchaus nicht storend auf die Untersuchung, weil die-
selbe, sich ja eben nur auf das in Losung zuriickgebliebene Casein bezog,
welches sich hier in allen Stiicken wie das urspriinglich-~in der Milch selbst
enthaltene verhielt. Das in fein vertheilter Gestalt ausgeschiedene Casein er-
leichtert sogar noch die weitere Untersuchung, da es beim Zusammenballen auf
dem Filtrum die Fettkiigelchen der Milch mit einschliesst und dadurch eine fast
vollkommene Entfernung des Milchfettes durch blosses Filtriren ermoglicht.

Die zusammengegossenen, auf dem Dampfbade eingeengten und filtrirten
Diffusate der ersten 24—30 Stunden stellen stets eine stark sauer reagirende,
gleichfalls gelblich gefiirbte Fliissigkeit dar, auch wenn die Milch im Dialysator
bis zuletzt neutral reagirte; mit Natfonlauge neutralisirt, tritt die saure Reak-
tion bei einer Temperatur von 30—35° C. schon nach wenigen Stunden wieder
ein; bei gewdhnlicher Zimmerwiirme dauert es meist 20—24 Stunden, ehe
dieser Umschlag wahrnehmbar wird. Da die Milch im Dialysator in denjeni-
gen Versuchen, auf welche ich mich hier beziehe, bis zuletzt neutral reagirte,
so war die saure Reaktion der eingedampften Diffusate offenbar nachtriiglich,
withrend der Tage des Sammelns und des Abdampfens im Diffusat, eingetreten.
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Viel grosser ist die Neigung des Milchdiffusates zur spontanen Sduerung,
wenn dasselbe statt durch Abdampfen in der Wirme, kalt im luftleeren Raume
iiber Schwefelsiure, eingeengt worden ist. Da man in den luftleeren Raum
jedoch nur geringe Quantititen Fliissigkeit bringen kann, so kommt es darauf
an, schon durch die Dialyse selbst ein moglichst concentrirtes Diffusat zu er-
halten ; dieses erreicht man am besten, wenn man den Dialysator in moglichst
wenig Wasser taucht, (ich nehme gewshnlich gleiche Volumina Milch und
ausseres Wasser) und das letztere wiihrend 24 Stunden nicht wechselt; wenn
man nach Ablauf dieser Zeit das Diffusat im Vacuum etwa auf das halbe Volum
einengt, so erhilt man eine hinreichend concentrirte, saure Losung der krystal-
loiden Bestandtheile der Milch; dieselbe erscheint weisslich triibe von Nieder-
schligen, deren Natur ich noch nicht bestimmt habe; das Filtrat ist farblos
und schwach opalisirend. Die gelbliche Farbe der in der Wirme concentrirten
Diffusate ist also durch die Einwirkung der hohen Temperatur bedingt. Der
Milchzucker ist hierbei jedenfalls nicht der einzige gelb firbende Korper, da
auch die milchzuckerfreien Diffusate dieselbe Farbe, wenngleich weniger intensiv,
beim Eindampfen in der Wirme annehmen. Dasselbe gilt auch von den Diffu-
saten des Blutserum, welches bekanntlich keinen Milchzucker enthilt. '

Neutralisirt man das kalt concentrirte Diffusat, so wird es selbst bei ge-
wohnlicher Zimmertemperatur schon im Laufe weniger Stunden wieder sauer,
dieser Process wiederholte sich nach einander, so oft ich die saure Fliissigkeit
immer wieder neutralisirte. Die Féhigkeit des Milchdiffusates zur spontanen
Séuerung war also durch die in der Abdampfschale herrschende Temperatur,
welche doch immer ziemlich weit von der Siedetemperatur des Wassers ent-
fernt war, nur geschwicht, nicht vernichtet. Aber selbst durch Kochen des
kalt oder heiss eingeengten Diffusates bewi~“te ich nur eine Verzigerung der
spontanen Sduerung um circa 24 Stunden.

Da die Milchfette im Dialysator zuriickbleiben, so wird man in Hinsicht
auf das Material fiir die Sdurenbildung im Diffusat zunichst an den Milch-
zucker zu denken haben. Es wird sich spéter herausstellen, dass auch schon
die ganz frische Milch ein chemisches, milchsiiurebildendes Ferment enthilt;
der Annahme jedoch, dass dieses Ferment, den bisherigen Erfahrungen zu-
wider, diffussionsfihig sein und durch Siedhitze nicht vollkommen zerstort
werden sollte, steht vielleicht als wahrscheinlicher die Vermuthung gegeniiber,
dass es sich um gewisse organische, diffusionsfihige, durch Siedhitze nicht
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zu zerstorende Stoffe handelt, aus welchen sich das Ferment, nach dem der
vorhandene Vorrath desselben durch Kochen zerstort worden, von Neuem wieder
entwickelt; so wiirde sich das Vorkommen des Fermentes in dem Diffusat
iiberhaupt, so wie auch das langsamere Sauerwerden der in der Wirme ein-
gedampften resp. der gekochten Diffusate erkliren. Maiglicherweise ist aber
auch das Sauerwerden der Milchdiffusate iiberhaupt nicht durch die Gegen-
wart eines chemischen, nicht organisirten, milchsiurebildenden Fermentes be-
dingt, sondern nur durch das Auftreten der von Pasteur entdeckten, die Milch-
siiuregihrung bewirkenden niederen Organismen.

Giesst man alle Diffusate von einem bis zur moglichst vollstiindigen Ent-
fernung simmtlicher krystalloiden Bestandtheile der Milch fortgesetzten Diffu-
sionsversuch zusammen und dampft sie ein, so erhiilt man eine Fliissigkeit,
in welcher die siurebildenden Ursachen diejenigen, welche den bereits erwiihn-
ten Umschlag in die alkalische Reaktion bewirken, bei Weitem iibercompen-
siren ; eine solche Fliissigkeit verhiilt sich in Allem wie diejenige, welche durch
Abdampfen der ersten Diffusate gewonnen worden; in der That unterscheiden
sich ja auch beide nur durch ein Mehr oder Weniger in Betreff der die Auf-
losung der Erdphosphate bewirkenden organischen Substanzen, beide enthalten
simmtlichen Milchzucker und simmtliche in Wasser loslichen Salze der Milch.

Es mag nicht iiberfliissig erscheinen, hier noch einer Vorsichtsmassregel
Erwihnung zu thun. Die Milch nimmt némlich wihrend der Dialyse sehr
betriichtliche Wassermengen auf, so dass ihr Volum sich im Laufe von ein Paar
Tagen nicht selten verdrei- und selbst vervierfacht. Es droht deshalb die Ge-
fahr des Zerreissens beim Wasserwechsel, welcher man am Besten durch tig-
liche Erneuerung des Pergamentpapieres vorbeugt; man ist ferner gendthigt,
die anfangs in nur einen Dialysator gebrachte Milch bald auf mehrere zu
vertheilen; besser noch concentrirt man sie im Vacuum auf ihr urspriingliches
Volum und fihrt dann mit der Dialyse fort. —

Ich kehre jetzt zu Kappeller’s Versuchen, reines unveriindertes Casein dar-
zustellen, zuriick. Es wurde zu diesem Zwecke folgendes Verfahren einge-
schlagen.

Frische unmittelbar aus dem Euter kommende Milch wurde zur Absetzung
des Rahmes auf einige Stunden kalt gestellt, dann die unteren Schichten mit-
telst einer Messpipette herausgehoben, mit dem fiinffachen Volum Wasser ver-
diinnt, das Casein mit Essigsiure gefillt, durch wiederholtes Decantiren mit




grossen Mengen Wasser gereinigt, filtrirt und auf dem Filtrum sorgfiltig aus-
gewaschen, bis das Waschwasser sich bei Anwendung der Trommer’schen Probe
als vollig milchzuckerfrei erwies. Es galt nun noch die von dem gefillten
Casein eingeschlossenen Milchserumbestandtheile moglichst vollstindig zu ent-
fernen. Zu dem Zwecke wurde das von dem Filtrum abgeschabte Casein in
wenig Wasser gebracht, durch anhaltendes Schiitteln fein vertheilt und durch
tropfenweises Zusetzen von verdiinnter Natronlauge gelost; der grosste Theil
des in der Losung immer noch enthaltenen Fettes liess sich nun durch Fil-
triren durch ein vier- bis fiinffaches Filtrum entfernen, der Rest wurde durch
Schiitteln mit Aether, eine Manipulation, welche durchaus keinen verindernden
Einfluss auf das Casein ausiibte, fast giinzlich beseitigt; der Aether wurde durch
Abgiessen und darauf durch gelindes Erwirmen der Caseinlosung vollkommen
entfernt und die letztere, die nun durchsichtig und opalisirend erscheint, auf
24 Stunden behufs Entfernung des iiberschiissigen Natrons und der vom Casein
beim Fillen mit Essigsiure eingeschlossenen verunreinigenden Beimengungen
in den Dialysator gebracht. Das dussere Wasser wurde nun wihrend der ersten
vier Stunden viertelstiindlich gewechselt, um so die iiberschiissige Natronlauge,
durch welche das Pergamentpapier allmiihlig vollstindig macerirt wird, mog-
lichst rasch zu entfernen, dann der Inhalt des Dialysators herausgenommen,
auf zwei neue Dialysatoren vertheilt und nun das iussere Wasser nach linge-
ren Zeitintervallen gewechselt. Nach Ablauf von 24—30 Stunden wurde die
Dialyse unterbrochen und die Fliissigkeit zu den weiter anzustellenden Ver-
suchen benutzt.

Wihrend der Dialyse war stets simmtliches iiberschiissiges Natron davon-
gegangen, gewohnlich aber auch zugleich ein Theil des zur Auflosung des
Caseins erforderlichen; zu Ende der Dialyse erschien die Fliissigkeit daher meist
von ausgeschiedenem Casein getriibt, welches durch Filtriven vollstindig ent-
fernt wurde. Das Filtrat reagirte trotz seines Natrongehaltes neutral, das
Casein spielt demnach dem Natron gegeniiber die Rolle einer Siure. Die
Aschenanalyse ergab, abgesehen von einer geringen Menge Natron, nur noch
Spuren von Erdphosphaten; Milchzucker war in der Losung gar nicht ent-
halten.

Es fragt sich nun: ist das so gereinigte Casein identisch mit dem in der
Milch enthaltenen, oder ist dasselbe etwa durch die Darstellungsmethode selbst
veriindert worden. Kappeller fiihrt fiir die Identitit den Umstand an, dass
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seine gereinigte Caseinlosung, nach Hinzufiigung von etwas Milchdiffusat, wiederum
die Eigenschaft zeigte durch Lablosung coagulirt zu werden. Diese Angabe,
auf welche ich spiter zuriickkommen werde, ist richtig, es fragt sich nun aber
noch, ob das in der angegebenen Weise behandelte Casein auch im Diffusat
der Milch loslich ist und ob sein Verhalten in dieser Losung mit dem in der
Milch selbst iibereinstimmt. ; G

Zur Entscheidung dieser Frage stellte ich mir zuniichst Milchdiffusat
durch dreitigiges Dialysiren und Abdampfen in der Wirme, bis das Volum
desselben mit dem der in den Dialysator gebrachten Milch iibereinstimmte,
dar. Nach dem Filtriren wurde die Fliissigkeit neutralisirt, wobei ich mich
nicht des Reagenspapieres, sondern um grissere Genauigkeit zu erzielen, einer
blauen und rothen Lakmustinktur bediente. Aus einer anderen Portion frischer
Milch hatte ich mir nach dem so eben angegebenen Verfahren eine gereinigte
Caseinnatronlosung dargestellt. Aus derselben fillte ich nun aber das Casein
durch einige Tropfen verdiinnter Essigsiure, filtrirte, wusch nach, schabte den
Filterriickstand ab, brachte ihn in das neutralisirte Diffusat, schiittelte und filt-
rirte vom Ueberschuss ab. Das Filtrat enthielt betriichtliche Mengen von Ca-
sein in Losung und stellte zugleich eine Fliissigkeit dar, welche sich in Be-
treff der bekannten von diesem Eiweisskorper abhingigen Erscheinungen ganz
wie die Milch selbst verhielt Die Fliissigkeit konnte wie die letztere bis zu
einem gewissen Grade angesiiuert werden, ohne dass das Casein ausgeschieden
wurde, durch stirkeres Ansduern wurde dasselbe als ein im Ueberschuss des
Féallungsmittels und in verdiinnter Natronlauge leicht loslicher Niederschlag
gefillt, Kochen bewirkte keine Gerinnung, beim Stehen in einer Temperatur
von 25—30° C. schied sich der Eiweisskorper nach Verlauf von 10—20 Stun
den von selbst unter Sauerwerden der Eliissigkeit aus, in der gekochten Fliis-
tigkeit fand eine Verzogerung dieser spontanen Caseinausscheidung um cirea
24 Stunden Statt, beim Abdampfen bildete sich eine Haut, die jedoch gleich
zu Boden sank und diesem fest anhaftete, durch Digeriren mit Lablosung
wurde das Casein mit den spiter zu erwiihnenden fir die durch Lab bewirkte
Gerinnung charakteristischen Eigenschaften ausgeschieden, kurz die Ueberein-
stimmung dieser Fliissigkeit mit der Milch war eine so durchlagende, dass
man keine Ursache hat an der Identitit des in beiden enthaltenen Caseins zu
zweifeln.

Man hat nach diesen Erfahrungen durchaus keinen Grund, das durch
5]
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Essigsdure aus der Milch gefillte Casein als geronnene, coagulirte, unlaslich
(d. h. in Wasser unloslich) gewordene Modifikation zu bezeichnen und der-
selben gar ein in Wasser losliches primidres Casein, das gewiss bis jetzt noch
von Niemandem gesehen worden ist, gegeniiberzustellen. Das Casein ist eben
an sich ein in Wasser unldslicher, in gewissen anderen Stoffen loslicher Eiweiss-
kiirp;er; es kann aus seiner natiirlichen Losung durch gewisse Einwirkungen
ohne Veridnderung seiner chemischen Eigenschaften gefillt werden; als coagu-
lirte, unlosliche Modifikation kann dasselbe jedoch, nach Analogie des in Was-
ser loslichen Albumins, nur angesehen werden, wenn es bei der Fillung zu-
gleich in seinen fritheren Losungsmitteln unloslich geworden ist. Auch dieses
kommt, wie sogleich gezeigt werden wird, vor.

Es fragte sich nun: in welchem Verhiltniss steht das durch den Eintritt
der spontanen Siuerung der Milch, ferner das durch Digeriren mit Labfliissig-
keit gefillte Casein zu dem genuinen? Sind beide als einfache, durch die in
beiden Fillen in der Milch sich entwickelnde Milchsiure, herbeigefiihrte Siaure-
fillangen zu betrachten? In diesem Falle mussten ihre Eigenschaften mit den-
jenigen iibereinstimmen, welche das durch Essigsiure aus der frischen Milch
gefillte Casein zeigt. ‘

Kappeller bestimmte nun, um diese Frage zu beantworten, den Loslich-
keitsgrad des in gleichen Mengen frischer Milch durch Zusetzen von Essig-
siure (und Milchséiure), durch spontane Siuerung und durch Digeriren mit Lab
gefillten und ausgewaschenen Caseins in 1°/, Natronlauge und in 2°/, Essig-
siure. Es fand sich, dass das spontan gerounene Casein in Betreff seiner
Loslichkeit in den genannten Agentien vollkommen mit dem durch Siurezusatz
gefillten ibereinstimmte, wihrend das durch Digeriren mit Lab gewonnene
sich durch seine Schwerldslichkeit in beiden auszeichnete. Nach den Bestim-
mungen von Kappeller bedurfte die letztere Caseinmodifikation zu ihrer Auf-
losung 5 bis 6 Mal mehr Natronlauge und 16 bis 18 Mal mehr Essigsiure
als die beiden anderen. Ich finde diese Unterschiede nach meinen Versuchen
als noch zu klein angegeben und glaube, dass Kappeller der Schlussmoment
der Auflosung durch die die Fliissigkeit stark triilbenden Fettpartikelchen ver-
deckt worden ist; dieses konnte um so eher geschehen, da man, um die
Auflosung zu befordern, genithigt ist, das Casein wihrend des Alkali- oder
Siurezusatzes durch kriftiges Schiitteln moglichst fein zu vertheilen. Man
verfihrt deshalb sicherer, wenn man wiihrend des Zutropfens der lésenden




®—

T
o

i M

Agentien von Zeit zu Zeit kleine Proben der Fliussigkeit abnimmt und stark
mit Wasser verdiinnt; man erkennt dann leicht etwa noch ungeldst gebliebenes,
in grioberen oder feineren Flocken suspendirtes Casein und kann sich im Falle
sehr feiner Vertheilung desselben zwischen den Fettpartikelchen auch dadurch
Sicherheit verschaffen, dass man zusieht, ob die verdiinnte Probe nach Zusatz
von etwas Natronlauge durchsichtiger wird. Bei solchem Verfahren fand ich,
dass viel grossere Natron- resp. Essigsiuremengen zur Auflosung des durch
Digeriren mit Lab ausgeschiedenen Caseins erforderlich waren, als Kappeller
angiebt, so dass der einfachste Ausdruck fiir den von demselben gefundenen
Unterschied wire: das durch Sdurezusatz resp. durch die spontane Siuerung
gefillte Casein ist in verdiinnter, das durch Labeinwirkung ausgeschiedene aber
nur in concentrirter Essigsdure resp. Natronlauge loslich.

Hiernach wiire also nur das bei der spontanen Gerinnung der Milch sich
ausscheidende Casein auf eine einfache S#urefillung zu beziehen, nicht aber
das durch Lab coagulirte. In der That geniigt auch, wie Kappeller durch
besondere Bestimmungen ermittelt hat, die bei der Milchgihrung sich ent-
wickelnde Siduremenge vollkommen, um aus einer anderen ebenso grossen
Qnantitdt frischer Milch bei der Temperatur, bei welcher die spontane Ge-
rinnung stattgefunden hatte, simmtliches Casein in leicht loslicher Gestalt
momentan zu fillen, wihrend die Labgerinnung des Caseins, wie sich spiiter
ergeben wird, zwar auch bei saurer Reaktion der Milch stattfinden kann,
aber dann nur bei einem Siuregrade, welcher an sich selbst beim Erwirmen
nicht hinreicht das Casein zu fillen.

Auch das #dussere Ansehen beider Caseinmodifikationen war ein sehr ver-
schiedenes. Das durch Siurezusatz resp. durch spontane Siuerung aus der
Milch gefillte Casein erschien heim Waschen mit Wasser feinflockig und sank
langsam zu Boden, wogegen das durch Lab coagulirte grosse, rasch zu Boden
fallende Klumpen von elastischer Consistenz bildete, welche sich in Wasser nur
nach Zusatz von Natronlauge oder Essigsiure bei beginnender Auflosung feiner
vertheilen liessen.

Zur Ergiénzung dieser Beobachtungen fiige ich hinzu, dass das durch spon-
tane Siuerung ausgeschiedene und gewaschene Casein sich in neutralem Milch-
diffusat leicht aufléste und dabei eine in allen Stiicken mit der bereits beschrie-
benen kiinstlichen Mileh iibereinstimmende Losung lieferte, wogegen die Lab-

modifikation des Caseins sich in eben derselben Fliissigkeit als durchaus un-
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16slich erwies. Ich kann demnach Kappeller nur beistimmen, wenn er, um den
Unterschied mit einem Worte auszudriicken, das durch Lab ausgeschiedene
Casein, als coagulirte, geronnene, unlosliche Modifikation von der durch
Saure einfach gefillten unterscheidet.

Erwihnenswerth ist noch, dass die zur Filllung des Caseins aus der Mileh
erforderliche Siduremenge innerhalb gewisser enger Grenzen von der Tempera-
tur umgekehrt abhiingig ist, so dass erwidirmte Milch einer geringeren Quanti-
tit Siure zur vollkommener Fillung des Caseins bedarf als kalte. Bei der
spontanen Siuerung tritt deshalb immer ein Stadium ein, in welchem die Milch
bei gewohnlicher Temperatur noch flissig ist, beim Erwiirmen aber sogleich
»gerinnt.« Ferner ergab sich auch, dass die im Augenblicke der Fillung in
der Milch herrschende Temperatur die Loslichkeit des ausgeschiedenen Caseins
in Natron und Essigsdure beeinflusste; dasselbe erschien um so schwerer 16s-
lich je héher die Fillungstemperatur war, doch bewegten sich auch diese
Unterschiede nur innerhalb enger Grenzen, so dass selbst nach Einwirkung einer
Temperatur von 50° C. das gefillte Casein auch nicht annihernd den Grad von
Schwerloslichkeit zeigte, den das durch Lab coagulirte regelmissig darbietet.

Die sogenannte spontane Milchgerinnung.

Die Richtigkeit der allgemein verbreiteten Annahme, dass die spontane
Caseinausscheidung auf der Entstehung von Milchsiiure aus Milchzucker beruht,
ldsst sich folgendermassen beweisen. Man entferne aus der Milch in der friither
angegebenenWeise simmtlichen Milchzucker durch Dialyse, filtrire dann, lasse zum
Ueberfluss das im Dialysator hinzugetretene Wasser im Vacuum abdunsten,
nehme von der Fliissigkeit zwei Proben ab, lose in der einen etwas durch
wiederholtes Auflosen in Wasser und Féllen durch Alkohol gereinigten Milch-
zucker auf und lasse beide Proben warm stehen. Nach Verlauf von 3—4
Stunden findet man dann die mit Milchzucker versetzte Probe stark sauer
geworden und sdmmtliches Casein ausgeschieden, dagegen bewahrt die milch-
zuckerfreie Probe ihre neutrale Reaktion wenigstens 1'/, bis 2 Tage, oft noch
ldnger, dann erst wird sie sauer, die Sduerung nimmt langsam zu und gleich-
zeitig stellen sich ebenso langsam an Masse zunehmende Triilbungen von aus-
geschiedenem Casein ein. Diese spit eintretende spontane Siiuerung und Casein-
fillung in milchzuckerfreier Milch erklirt sich aus der Zersetzung der in der
dialysirten Milch zuriickgebliebenen Fette.
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Eine wisserige Losung von Milchzucker, welches durch wiederholtes Um-
krystallisiren gereinigt worden ist, lisst sich 5—8 Tage lang warm aufbewah-
ren, bevo'r sie sauer wird; wenn nun derselbe Milchzucker, in dialysirter Milch
aufgelost, ihr in wenigen Stunden eine stark sauer reagirende Reaktion ertheilt,
so liegt es nahe von den Pasteur’schen organisirten Fermenten abzusehen und
in der Milch nach einem sog. chemischen Ferment zn suchen. Ich fillte daher
die durch Dialyse ihres Zuckergehaltes beraubte Milch durch starken Alkohol,
liess das Coagulum einige Tage unter Alkohol stehen, filtrirte dann, trocknete
den Riickstand im Vacuum, zerrieb und extrahirte ihn mit Wasser und filt-
rirte. Das Filtrat reagirte neutral und behielt diese Reaktion bei tagelang
fortgesetzter Beobachtung trotz der Aufbewahrung an einem warmen Ort; ein
Gemisch aus gleichen Theilen dieses Filtrates und einer miissig concentrirten
Losung gereinigten Milchzuckers war aber schon nach 7 Stunden nachweisbar
sauer geworden und nach 21 Stunden war die entwickelte Sduremenge so gross,
dass durch Zugiessen der Fliissigkeit zu einer ihr gleichen Menge frischer,
auf 25¢ C. erwiirmter Milch simmtliches Casein der letzteren gefillt wurde.
Es kann nicht wundern, dass die reine Fermentlosung doch immer betricht-
lich schwiicher auf den Milchzucker wirkte, als die dialysirte Milch, weil die
Darstellung der ersteren mit Verlusten verkniipft ist, besonders dadurch, dass
sich aus dem durch Alkohol coagulirten Casein nicht alles Ferment durch
Wasser extrahiren lésst.

Eine andere Methode, durch welche sich eine reine, namentlich, worauf
es ankommt, keinen Milchzucker enthaltende und deshalb keine Neigung zum
Sauerwerden besitzende Fermentlosung darstellen lisst, ist folgende : man fille
aus etwa 25 Cem. Milch das Casein durch Zutropfen von Essigsdure, wasche
den Niederschlag durch wiederholtes Deeantiren und zuletzt auf dem Filtrum,
vertheile ihn dann in viel Wasser, lose ihn durch verdiinnte Natronlauge
wieder auf, fille nochmals mit Essigsiiure, decantire, filtrire und wasche wieder,
bringe die Substanz endlich, nachdem man sie durch Schiitteln mit Wasser
moglichst fein vertheilt und dann das letztere durch Abgiessen entfernt hat,
unter Glycerin; nach 2—3 Tagen filtrire man durch Leinwand, versetze das
Filtrat mit dem 20fachen Volum Alkohol und lasse das Gemisch wieder ein
Paar Tage stehen; es bildet sich ein nur unbedeutender Bodensatz, welchen
man durch Filtriren abtrennt und auf dem Filtrum im luftleeren Raum trock-
net; dann fiillt man das Filtrum mit Wasser, welches, nachdem es die den
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Wiinden desselben anhaftende Schicht erweicht hat, langsam durchtropft. Das
Filtrat reagirt neutral, enthdlt keinen Milchzucker und besitzt deshalb keine
Neigung zum Sauerwerden, bewirkt aber die Entstehung von Milchsidure in
einer Milchzuckerlosung. Auf diese Weise lidsst sich das milchsiurebildende
Ferment auch aus ganz frischer Milch darstellen. Statt des durch Essigsiiure
gefillten habe ich mich in anderen Fillen mit gleichem Erfolge auch des
durch spontane Séuerung der Milch ausgeschiedenen und sorgfiltig gewasche-
nen Caseins zur Darstellung des Glycerinauszuges bedient. Immer erhilt man
aber bei Anwendung dieser Darstellungsmethode eine schwachwirkende Fer-
mentlsung, weil man eben nur auf diejenigen Fermentmengen angewiesen ist,
welche von dem gefillten Casein eingeschlossen werden und auch dann noch
beim Extrahiren mit Glycerin und spiiter mit Wasser weitere Verluste erleidet.
Audrerseits ist aber die sorgfiltige Entfernung der Milchserumbestandtheile
und namentlich des Milchzuckers geboten, weil man sonst eine sehr unreine
zuckerhaltige Fermentlosung erhilt, die von selbst sauer wird und es deshalb
unmoglich macht, dasjenige zu beobachten, worauf es ankommt: dass es nim-
lich einen Korper in der Milch giebt, welcher das Material zur Milchsiure-
bildung nicht selbst darbietet, welcher aber, mit Milchzucker zusammenge-
bracht, in diesem sofort die betreffende Umsetzung einleitet.

Um aus frischer Milch das Ferment zu gewinnen, kann man auch ein
einfacheres Verfahren einschlagen, durch welches man zwar immer eine
kriftié wirkende, aber nicht immer eine reine Fermentlosung erhilt. Man
fallt niémlich die Milch nicht durch Siure, sondern coagulirt sie sogleich durch
grosse Mengen Alkohol, wechselt denselben mehrere Male, um den Milch-
zucker moglichst zu entfernen, extrahirt nach wenigen Tagen das noch feuchte
Coagulum mit Glycerin und verfihrt weiter wie friiher angegeben. Es ist mir
einige Male gelungen auf diese Weise Fermentlosungen zu erhalten, welche
entweder gar keinen oder doch nur hiochst geringe Mengen von Milchzucker
enthielten, bei ldngerem Stehen deshalb neutral blieben oder doch nur
schwach sauer wurden, immer aber auf reine Milchzuckerlosungen sehr kriiftig
einwirkten.

Eine andere Methode ist folgende: man lisst die Milch spontan sauer
merden, filtrirt nach beendeter Caseinausfilling das Serum und bringt das
Filtrat in den Dialysator. Durch sehr hiufigen Wasserwechsel kann man es
erreichen, dass die Fliissigkeit innerhalb 24 Stunden von der Milchsiure, dem
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Milchzucker und den loslichen Milchsalzen vollstindig befreit ist; sie stellt nun
eine neutrale Fermentlosung dar, welche ausser dem specifischen Bestandtheil
nur noch etwas Albumin und geringe Mengen der organischen krystalloiden
Bestandtheile der Milch enthilt und kann ohne Weiteres zu den Versuchen
mit Milchzucker benutzt werden. Auf diese Weise habe ich die am kriiftigsten
wirkenden Fermentlosungen erhalten. i

Um die Wirksamkeit einer Losung des milchsiurebildenden Fermentes,
welche nach irgend einer der beschriebenen Methoden dargestellt worden, zu
priifen, kann man sich statt des Milchzuckers auch der frischen Milch bedienen,
wo dann der beschleunigte Eintritt der spontanen Sduerung und Kiseausfillung
die Gegenwart des Fermentes in der zugesetzten Fliissigkeit anzeigt. Anderer-
seits ist eine nach dem frither angegebenen Verfahren dargestellte reine Lisung
von Caseinnatron sehr gut geeignet, um die Mitwirkung des Milchzuckers bei
der spontanen Milchgerinnung zu illustriren. FEine solche Losung triibt sich
bei lingerem Stehen in der Wiirme durchaus nicht, auch nicht nach Zusatz
einer reinen Losung von milchséiurebildendem Ferment, nach Zusatz von Milch-
zucker aber stellten sich die Caseinniederschlige und die saure Reaktion, selbst
wenn iiberschiissiges Natron vorhanden war, sehr bald ein und zwar geschieht
dieses auch ohne Zusatz von Ferment, weil die Caseinlésung von vorneherein
Beimengungen des specifisch wirkenden Stoffes enthilt.

Es ist wohl als sicher anzusehen, dass der in der Milch und der im
Milchdiffusat spontan eintretende Siuerungsprocess ihrem Wesen nach identische
Vorginge sind; ob aber auch ihre Ursachen identisch sind, d. h. ob auch im
Diffusat das in der Milch von Anfang an enthaltene Ferment das Wirksame
ist, mag dasselbe nun als solches hineindiffundirt sein, oder mag es sich in
demselben aus irgend welchem Material entwickelt haben, oder ob es sich hier
um Gihrungen durch organisirte Fermente handelt, ist eine Frage, welche ich
mit Sicherheit nicht beantworten kann. Auffallend ist, dass man mit einer
gekochten Losung des milchsdurebildenden Fermentes Erfahrungen macht,
welche ganz den Erscheinungen entsprechen, welche das Milchdiffusat nach dem
Kochen darbietet. Die Siedetemperatur zerstort nimlich keineswegs die Wirk-
samkeit des Fermentes, sie schwiicht sie nur und nicht selten so wenig, dass
die Wirkung auf Milchzucker oder auf frische Milch nur um wenige Stunden
verzogert erscheint. Wollte man nun auch hier an eine nach der totalen Zer-
storung des chemischen Fermentes auftretende Wirkung niederer Organismen
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denken, so fragt sich doch, warum eine reine, unter den gleichen iusseren Be-
dingungen aufbewahrte Milchzuckerlosung im Unterschiede von einer mit ge-
kochter Fermentlosung versetzten tagelang ihre Reaction nicht iindert, warum
sich also jene Organismen hier nicht eben so méchtig entwickeln wie dort; es
scheint kaum denkbar, dass durch Hinzufiigen einer wiisserigen Fliissigkeit,
welche nur Spuren geloster Stoffe enthiilt, die Milchzuckerlésung soweit verin-
dert werde, dass sie nun den geeigneten Boden darbieten sollte zu verhiltniss-
miissig michtiger Entwickelung organisirter Gihrungserreger. Ich komme daher
auch hier auf die bereits ausgesprochene Vermuthung zuriick, dass sich das
milchsdurebildende Ferment aus einem durch Sieden nicht zerstérbaren diffu-
sionsfihigen Bestandtheil der Milch fort und fort entwickelt; dass Spuren die-
ser fraglichen Muttersubstanz des Fermentes in alle meine Fermentlosungen
iibergegangen sein konnen, ja dass ihre giinzliche Ausschliessung vielleicht iiber-
haupt gar nicht moglich ist, liegt auf der Hand.

Auch Kappeller hat das milchsdurebildende Ferment aus der Mileh dar-
zustellen gesucht, indem er dieselbe durch Alkohol coagulirte, nach einigen
Tagen filtrirte und den getrockneten umnd zerriebenen Riickstand mit Wasser
extrahirte. Auf diese Weise erhilt man jedoch eine sehr unreine Ferment-
losung, die in ihrer Zusammensetzung vergleichbar ist mit diluirtem Milch-
diffusat; Kappeller’s Fermentlosung reagirte daher auch von vorneherein sauer
und musste deshalb vor der Zumischung zum Milchzucker neutralisirt werden,
was aber die Wiederkehr der sauren Reaktion in der unvermischten Ferment-
losung nicht hinderte; nun zeigte sich zwar, dass in dem Gemisch mit Milch-
zuckerlosung die saure Reaktion schon nach 1—2 Tagen auftrat, in der un-
vermischten dagegen das eine Mal erst nach 8, das andre Mal gar erst nach
23 Tagen, ich glaube jedoch, dass zufillige Unempfindlichkeit des von Kappel-
ler benutzten Reagenspapieres ihn gehindert hat, das viel frithere Auftreten
der sauren Reaktion in seinen Fermentlosungen zu bemerken, womit aller-
dings zugegeben ist, dass ein Unterschied in dem Siduregrad der von ihm be-
obachteten Fliissigkeiten existirt haben muss. So lange ich aber bei der Dar-
stellung der Fermentlosung das von ihm angegebene Verfahren befolgte, fand
ich diese Unterschiede immer nur sehr unbedeutend, gewdhnlich bezogen sie
sich gar nicht auf die Zeit des Eintrittes der sauren Reaktion, sondern auf
die Intensitit derselben, ein Umstand, welcher die ganze Methode, wenn man
Sicherheit erlangen wollte, zu einer weitlinfigen und wenig eleganten machte.
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Kappeller giebt tibrigens auch schon an, dass das milchsiurebildende Ferment
von Glycerin aufgenommen wird.

Kappeller giebt ferner an, dass von zwei Portionen frischer Milch, von
welchen die eine sogleich nach der Melkung, die andere erst nachdem sie drei
Stunden bei 35° gestanden durch Alkohol coagulirt wurde, die letztere ihm
eine Fermentlosung geliefert habe, deren Wirksamkeit diejenige der aus der
ersten Portion erhaltenen betriichtlich iibertraf; hieraus wiirde eine allmihlig
fortschreitende Entwickelung und Anhiufung des milchsiurebildenden Fermentes
in der Milch folgen. Ich habe in Betreff dieses Punktes keine eigenen Er-
fahrungen gesammelt; bei der Darstellung der Fermentlosungen spielen so
viele unberechenbare, die Wirksamkeit derselben beeinflussende Faktoren mit,
dass es vielleicht iiberhaupt schwer sein mochte in dieser Hinsicht zu einem
sicheren Urtheil zu gelangen. Sollte sich aber die Angabe Kappeller’s bestii-
tigen, so wiirde sie die Deutung, welche ich meinen Erfahrungen mit gekochtem
Milchdiffusat und gekochten Losungen des milchséurebildenden Fermentes ge-
geben, wesentlich stiitzen.

Es ist bekannt, dass die gekochte Milch sich ebenso verhiilt wie das
gekochte Milchdiffusat, d. h. dass der spontane Siuerungsprocess in ihr nicht
aufgehoben, sondern nur verzdgert erscheint. Es fragt sich nun, ob die Siede-
temperatur nicht zugleich auch das Casein derart verdndert, dass es aus seiner
natiirlichen Losung durch die sich entwickelnde Milchsiure schwerer gefillt
wird als aus der nicht gekochten Milch. Ich kochte deshalb eine neutrale
concentrirte Losung von Caseinnatron und versetzte sie nach dem Erkalten
mit dem halben Volum eines gleichfalls sehr concentrirten Milchdiffusates; in
diesem Gemisch waren nun also neben dem Natron zugleich die natiirlichen
Losungsmittel des Casein’s enthalten. Xine andere Portion der Caseinnatron-
l6sung mischte ich in gleichem Verhiltniss mit ungekochtem Milchdiffusat und
brachte beide Mischungen in eine iussere Temperatur von 30° Nach Ver-
lauf von einigen Stunden begannen beide Mischungen sich zu triiben und zwar
gleichzeitig, ein paar Stunden spiter war in beiden simmtliches Casein bei
stark saurer Reaktion der Fliissigkeiten ausgefillt. Die Verzogerung der spon-
tanen Caseinausscheidung tritt also nicht ein, wenn die Wirkung der Siedhitze
nur das Casein betrifft und nicht die Diffusatbestandtheile der Milch.
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BDie durch Lab bewirkte Milchgerinnung.

Es ist bereits erwiihnt worden, dass das durch Labeinwirkung aus der
Milch ausgeschiedene Casein sich durch seine ausserordentliche Schwerloslich-
lichkeit in Natron und Essigséiure und seine Unloslichkeit im Diffusat der Milch
von dem durch Siuren gefillten Casein unterscheidet. Wenn nun die Gerin-
nung des Caseins durch Lab nach der verbreiteten Annahme nur die Folge
wiire der Entwickelung von Milchsiure aus Milchzucker, wenn es sich also
hierbei nur um eine indirekte Fermentwirkung handelte, so ist kein Grund
einzusehen, warum das durch die entstandene Siure gefillte Casein ein andres
sein sollte, als das durch die spontane Siuerung, also gleichfalls durch indirekte
Fermentwirkung oder das einfach durch Zusatz von Essigsiiure, Milchséiure u. s. w.
ausgeschiedene. Der Unterschied in der Beschaffenheit des Caseins bleibt aber
bestehen, auch wenn man die kiinstliche Ansiduerung oder die spontane Siue-
rung der Milch bei derselben Temperatur eintreten lésst, bei welcher die Coa-
gulation durch Lab stattfand. Offenbar reicht man also mit der Annahme einer
blos indirekten Fermentwirkung von Seiten des Labs nicht aus, wenigstens
muss man sich noch irgend eine andre Wirkung desselben hinzudenken, welche
sich mit derjenigen der entstandenen Sdure combinirt und den Schlusseffekt
dadurch modificirt.

Aber es fragt sich, ob iiberhaupt eine Nothigung vorliegt zur Annahme
einer Siurebildung als Ursache der Coagulation des Caseins durch Lab, ob es
nicht wenigstens eben so nahe liegt, an eine direkte Fermentwirkung des Labs
zu denken und demgemiiss in demselben nach einem Ferment zu suchen, dessen
unmittelbare Wirkung sich nicht auf den Milchzucker bezieht, sondern auf die
Eiweisssubstanz selbst, die er aus einem in Milchserum loslichen in einen eben
darin unloslichen Korper verwandelt.

In der That lisst sich die Sdure als Ursache der Labgerinnung des Caseins
vollkommen ausschliessen, schon durch den Umstand, dass dieselbe auch bei
entschieden alkalischer Reaktion stattfinden kann, ohme dass das coagulirte
Casein eine andre Beschaffenheit zeigte als nach der Coagulation mittelst Lab
bei neutraler oder schwach saurer Reaktion der Milch. Die Reaktion erscheint
also zunéchst als etwas fiir diese Art der Caseingerinnung gleichgiiltiges, freilich
nur, wie sich zeigen wird, innerhalb gewisser enger Grenzen.

Dass die Wirkung des Labs auch bei alkalischer Reaktion der Milch
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stattfinden kann, ist schon frither von Selmi und Heintz behauptet worden;
Heintz hat in jiingster Zeit seine Behauptuno wiederholt, nach Kappeller’s
Befunden mit vollem Recht. Letzterer fand wiederholt in einem schwach al-
kalischen Gemenge von Milch und kiinstlichem Labsaft nach beendeter Ge-
rinnung die Reaktion der Molke unveriindert alkalisch. Es zeigte sich aber
zugleich, dass von der Reaktion die Gerinnungstemperatur abhiingt; sie war
bei alkalischer Reaktion am hochsten, bei neutraler niedriger und bei saurer
am niedrigsten. Auch Heintz hatte frither gefunden, dass die Labgerinnung
der Milch bei alkalischer Reaktion hohere Temperaturen erfordert als bei saurer;
nach seinen Versuchen trat die Gerinnung in schwach alkalisch reagirender
Milch erst bei circa 60° und zwar nach einer viertel- resp. halbstiindigen Ein-
wirkung dieser Temperatur ein®). Kappeller gelang es, indem er eine sehr
kriiftig wirkende Labfliissigkeit benutzte und dieselbe zu gleichen Theilen mit
der Milch mischte, die Gerinnungstemperaturen yiel tiefer hinabzudriicken.
In dem einen Versuch erfolgte die Gerinnung in der alkalischen Fliissigkeit
bei 37°, in der neutralen bei 28° und in der sauren schon bei 20°, im zweiten
Versuch, welcher nur mit einer alkalisch und einer sauer reagirenden Probe
angestellt wurde, betrug die Gerinnungstemperatur 42 resp. 27°; dabei ist her-
vorzuheben, dass in allen diesen Versuchen die Coagulation momentan erfolgte,
sobald die angegebenen Temperaturgrade erreicht waren.

Bei der Wichtigkeit dieser Versuche habe auch ich nicht unterlassen
wollen, eigne Erfahrungen zu sammeln. Eine sehr kriftig wirkende Labfliissig-
keit gewann ich, indem ich die abgeschabte. und mit Glaspulver zerriebene
Schleimhaut eines frischen Kalbsmagens 24 Stunden lang bei einer Temperatur
vop etwa 5° mit verdiinnter Salzsiure von 0,129/, extrahirte, sie dann mit
Natronlauge neutralisirte und wegen der Triibungen, welche sich hierbei immer
einstellten, nochmals filtrirte. Diese neutrale Fliissigkeit wurde alsdann zu
den Versuchen je nach Bediirfniss entweder als solche, oder nachdem sie mehr
oder weniger stark alkalisch oder sauer gemacht worden, angewendet. Die
Mischung bestand immer aus 5 Theilen Milch und 1 Theil Labfliissigkeit, sie
wurde in ein Probirglischen gefiillt, die Kugel eines Thermometers in die
Flissigkeit getaucht und das Gléschen in Wasser von 60—70° gesenkt und

*) Heintz, Lehrbuch der Zoochemie p. 688, Journal fiir praktische Chemie, N. F.

Bd. VI p. 38l.
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in dem Moment des Gerinnungseintrittes wieder herausgehoben; beim Herum-
rithren mit der Thermometerkugel erkennt man diesen Moment sehr leicht
daran, dass die Milch plotzlich als compakte Masse den Bewegungen der Kugel
folgt. Die Gerinnungstemperatur wurde stets in wenigen Sekunden erreicht,
sie lag bei den meisten meiner Versuche unter 45°.

Ich sah bald, dass iusserst feine Unterschiede der Reaktion auf die Ge-
rinnungstemperatur von dem grossten Einfluss sind, weshalb ich, um moglichst
feine Abstufungen zu erreichen, mich besonders bei diesen Versuchen nicht des
Reagenspapieres, sondern immer nur einer blauen und einer rothen Lakmus-
tinktur bediente. Nur bei Priifung der Reaktion der frischen Milch musste ich
mich an das Reagenspapier halten.

Wenn die Milch von vorneherein schwach alkalisch oder amphoter rea-
girte, so wurde sie ohne Weiteres zum Versuch benutzt; war sie schwach sauer,
was bisweilen vorkam, so wurde sie so lange mit hochst verdiinnter Natron-
lauge versetzt, bis sie amphoter oder selbst schwach alkalisch reagirte. Der
Labfliissigkeit aber ertheilte ich mit Zuhiilfenahme der rothen Lakmustinktur

~ immer eine sehr schwach alkalische Reaktion, welche etwas stirker war, wenn

die mit ihr zu mischende Milch nicht entschieden alkalisch, sondern amphoter
reagirte. So konnte ich als ziemlich gewiss annehmen, dass nach dem Zusammen-
mischen beider Fliissigkeiten die Reaktion immer alkalisch war, auch wo das
Reagenspapier, in Bezug auf den einen Mischungsbestandtheil, die Milch, mir keine
sichere Auskunft zu geben schien, eine Annahme, welche auch durch den Erfolg be-
stitigt wurde. War die Coagulation eingetreten, so wurde die triibe Molke filtrirt,
und die Reaktion des Filtrates mit rother sowohl als blauer Lakmustinktur gepriift.

Ich fand bei allen diesen Versuchen die Reaktion der Molke stets ent-
schieden alkalisch, nicht amphoter, ausser wo ich absichtlich dem Gemisch
vor der Gerinnung die amphotere Reaktion ertheilt hatte. Die Alkalescenz
war freilich, absolut gemessen, eine sehr geringe, durch Reagenspapier oft
nicht nachweishare, sie war aber eben doch entschieden vorhanden und da
dafiir gesorgt war, dass das Gemenge von Milch und Labfliissigkeit auch vor
der Gerinnung eine nur #Husserst geringe Alkalescenz besass, so ist es schon
nach diesen Versuchen kaum denkbar, dass sich wihrend der Coagulation iiber-
haupt eine Siure entwickelt haben konnte. Die Gerinnungstemperatur lag bei
diesen Versuchen zwischen 34 bis 41° war also trotz der unzweifelhaften al-
kalischen Reaktion der Fliissigkeit durchaus nicht auffallend hoch; natiirlich
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war sie bei neutraler (amphoterer) oder schwach saurer Reaktion eine viel
niedrigere; im letzteren Falle sank sie nicht selten auf 20—25°,

Es kam mir in diesen Versuchen darauf an, dem Gemisch von Milch und
Labfliissigkeit eine zwar unzweifelhafte aber doch fusserst schwache alkalische
Reaktion zu ertheilen ; wenn es sich aber nur darum handelt, nach beendeter Lab-
gerinnung eine alkalisch reagirende Molke zu beobachten, so braucht man
nicht so #ngstlich zu verfahren; im Gegentheil ist natiirlich die alkalische
Reaktion nach der Gerinnung um so deutlicher je stirker die Alkalescenz vor
derselben war; man bemerkt nur, dass die Gerinnungstemperatur wichst mit
der Alkalescenz; durch Vermehrung des Labzusatzes kann sie dann wieder
herabgesetzt werden, doch wird im Allgemeinen mit der Zunahme der Alkales-

cenz die Coagulation immer schwieriger, sie verziogert sich mehr und mehr, .

und endlich tritt sie gar nicht mehr ein. So wie aber hier die Labgerinnung
der Milch nach der Seite der Alkalescenz hin eine Grenze findet, so werden
wir einer solchen Grenze auch auf der entgegengesetzten Seite begegnen.
Der Annahme von Soxhlet gegeniiber, es konne trotz der alkalischen
Reaktion freie Milchséiure vorhanden gewesen und die Coagulation des Caseins
bewirkt haben, fiihre ich mit Heintz, dessen Ausfiihrungen ich mich ganz an-
schliesse, an, dass in meinen Versuchen die nach der Gerinnung zuriickbleibende
Fliissigkeit immer nur alkalisch und nicht amphoter reagirte, d. h. sie fiirbte
rothe Lakmustinktur blau und liess blaue unveriindert; sie konnte also unméglich
freie Milchséiure enthalten. Wenn die Milchséure zunéichst alkalisch reagirende Salze
bildet und die saure Reaktion nach Soxhlet erst dann eintreten kann, wenn
wirklich reichlich freie Milchséure vorhanden ist, so habe ich mich mit Heintz
davon iiberzeugt, dass ohne Lab die Fillung des Caseins durch Milchsiure
selbst beim Erwidrmen der Milch eben auch nur bei sehr deutlich saurer Reak-
tion eintritt, also bei verhiltnissméssig reichlichem Vorhandensein von freier
Milchsdure. Wir wissen ausserdem nun, dass das durch Siure gefiillte Casein
in gewissen anderen Bestandtheilen der Milch bei alkalischer, neutraler (ampho-
terer) und schwach saurer Reaktion sich wieder auflést, also kann dasselbe
durch Milchsiiuremengen, welche diese Reaktionen bestehen lassen, auch nicht
aus der Milch gefillt werden, und wenn das Lab die Ausscheidung trotzdem
bewirkt, so muss durch die Einwirkung desselben das Casein so verindert
worden sein, dass es in seinen fritheren Lésungsmitteln unléslich geworden ist ;
es muss also ein andres Casein sich hierbei ausscheiden, als bei der Siure-
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fillung, was ja auch in der That der Fall ist, und das setzt auch eine andre
Fillungsursache im Labsaft voraus.

Wenn man also auch die Moglichkeit zugeben wollte, dass beim Digeri-
ren der Milch mit Labfliissigkeit Milchsdure entsteht, so miisste ihre Menge,
wie die angefiihrten Beobachtungen zeigen, doch so gering sein, dass es eben
nur zur Bildung von milchsauren Salzen und nicht von freier Milchsiure kommt
und dann muss die Coagulation des Caseins durch irgend eine andre Eigen-
schaft der Labfliissigkeit bedingt sein. Welcher Art diese Eigenschaft ist, er-
giebt sich leicht aus der Beobachtung, dass die Labflissigkeit durch einmaliges
Aufkochen ihre Fihigkeit, das Casein zu coaguliren, vollkommen einbiisst; die
Wirkung blieb in meinen Versuchen aus, selbst bei schwach saurer Reaktion
des Gemisches von Milch und gekochter Labfliissigkeit, und bei Erwirmung
bis auf 60° Natiirlich durfte der Sdurezusatz nicht so gross sein, um das
Casein bei der gewiihlten Temperatur an sich zu fillen; die saure Reaktion
des Gemisches war aber immerhin deutlich nachweisbar.

Es ldsst sich aber auch ferner beweisen, dass man es bei der Coagu-
lation der Milch durch Lab nur mit dieser Fermentwirkung zu thun hat und
dass von einer gleichzeitigen Entstehung von Milchsdure iiberhaupt gar nicht
die Rede sein kann. Kappeller fand nédmlich, dass im Lab allerdings auch ein
milchsiurebildendes Ferment enthalten ist und ich kann die Richtigkeit dieser
Beobachtung bestiitigen, aber dieses Ferment wirkt ausserordentlich langsam, so
dass die ersten Spuren der gebildeten Milchsiure sich erst nach vielen Stun-
den nachweisen lassen ; dasselbe kann hier also bei der in wenigen Sekunden
erfolgenden Gerinnung durch Labeinwirkung nicht in Betracht kommen.

Man kann sich von der Existenz dieses milchsdurebildenden Ferments
leicht iiberzeugen, wenn man eine neutrale oder besser noch alkalische Lab-
losung zu etwa 1 Th. in 2 Th. Milchzuckerlosung bringt und das Gemisch
in die Wirme stellt; nach 8 —12 Stunden findet man die Reaktion desselben
sauer, wihrend die getrennt aufbewahrten Fliissigkeiten ihre Reaktion tage-
lang unveriindert erhalten. Auch hier zeigt sich, dass Kochen die Wirksam-
keit des Fermentes nicht vernichtet, sondern sie nur schwicht.

‘Dieser letztere Umstand konnte bei Gerinnungsversuchen mit Milch und
Labfliissigkeit zu Irrthiimern Veranlassung geben. Ist die letztere nimlich
gekocht worden, so wirkt sie zwar nicht sogleich; lisst man nun aber das Ge-
misch stehen, so findet man nach Ablauf einer nicht genauer zu bestimmenden
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lingeren Zeit, dasselbe geronnen; durch Wirme wird diese Gerinnung beschleu-
nigt, immer tritt sie frither ein, als cet. par. die spontane Gerinnung in der
reinen Milch. Man konnte nun an eine verzigerte, durch das Caseinferment
des Labsaftes bewirkte Gerinnung denken. Eine solche hat aber durchaus nicht
stattgefunden, sondern nur eine durch das milchsdurebildende Ferment des
Labsaftes, dessen Wirksamkeit durch Kochen eben nicht ganz vernichtet wird,
bedingte Beschleunigung der spontanen Gerinnung, was namentlich dadurch
bewiesen wird, dass das unter diesen Umstiéinden ausgeschiedene Casein die
Eigenschaften des einfach durch Ansiuern gefillten besitzt, d. h. in Natron
und Essigsdure leicht loslich ist. §

Es giebt also neben einer Caseinfillung durch Siure auch eine Casein-
coagulation durch Fermentation und durch die Untersuchung der Beschaffen-
heit des ausgeschiedenen Produktes lassen sich beide Processe auseinander-
halten. Von dieser Fermentation muss gesagt werden, dass sie bei alkalischer
neutraler und saurer Reaktion stattfinden kann, dass aber die saure Reaktion
fiir ihren Ablauf die giinstigste, die alkalische die ungiinstigste ist. Die Siure
ist also nur als eine unterstiitzende, befordernde iussere Bedingung zu be-
trachten, wie die Wirme, nicht als wesentliche Ursache. Ja noch mehr, beide
Arten der Fillung schliessen sich aus. Wo die Lablésung so stark sauer rea-
girt, dass die Séure an sich das Casein ausfillt, da findet man dasselbe immer
leicht loslich in Natron, Essigsiure und im Milchdiffusat, das Caseinferment
kommt in diesem Falle also gar nicht zur Wirkung und hiemit ist zugleich
die Grenze gegeben fiir die Wirksamkeit dieses Fermentes nach der Seite der
Saure hin. Wo aber das Gemisch von Milch und Labfliissigkeit sc¢hwa ch sauer,
neutral oder alkalisch reagirt, da kann es trotz nachtriiglicher Siureentwicke-
lung. durch das milchséurebildende Ferment doch niemals zu einer Siurefillung,
wie bei der spontanen Gerinnung, kommen, sofern das Caseinferment zugegen
ist, welches ja nur der gekochten Labfliissigkeit fehlt. Man denke sich die
alkalische Reaktion so stark, dass die Wirkung des Caseinfermentes aufgehoben
ist und die Milch fliissig bleibt. Es wird nun Milchséure entwickelt werden,
durch welche das iiberschiissige Alkali langsam abgestumpft wird; sobald aber
die Abstumpfung so weit fortgeschritten ist, dass das Caseinferment wieder
wirksam werden kann, so wird die Coagulation erfolgen miissen. Dieses kann
je nach der Menge der zugesetzten Labfliissigkeit, nach ihrer Wirksamkeit
und nach der Hohe der Temperatur schon bei noch alkalischer oder erst bei




jiic PN e

neutraler oder schwach saurer Reaktion geschehen, immer aber muss es ge-
schehen, bevor die Sidure sich soweit angehiuft hat, dass sie an sich im Stande
wire, eine Fillung zu bewirken; auch die geringsten Quantititen von Casein-
ferment wiirden, eben weil ihre Wirksamkeit mit der sauren Reaktion wiichst,
der einfachen Sdurewirkung zuvorkommen.

Im Magen wird je nach dem Mengenverhiltniss zwischen Mileh und
Magensaft und je nach dem Gehalt des letzteren an freier Sdure sowohl Casein-
coagulation als auch Caseinfillung vorkommen konnen. Fiir den darauf folgen-
den Process der Verdauung aber scheint die Art der vorangegangenen Caseinfil-
lung gleichgiiltig zu sein; bei kiinstlichen Verdauungsversuchungen wenigstens
vermochte ich keinen Unterschied in der Verdaulichkeit der beiden Casein-
modifikationen wahrzunehmen.

Ich glaube, dass die Annahme einer indirekten auf Milchsiurebildung be-
ruhenden Wirkung des Magensaftes auf die Milch schon durch die angefiihrten
Boobachtungen widerlegt ist. Zum Ueberfluss stellte ich noch Versuche mit
milchzuckerfreier Milch an. Der Zucker war auf dialytischem Wege innerhalb
24 Stunden vollstindig entfernt worden. Das Gemisch dieser Milch mit Lab-
fliissigkeit reagirte schwach alkalisch und gerann bei 42 ° unter Beibehaltung
der alkalischen Reaktion. Doch war der Niederschlag nicht klumpig sondern
feinflockig; er war ferner an Masse geringer als bei normaler Milch. Letzteres
erklirt sich aus dem Umstande, dass ich Verluste an Casein durch ziemlich
betriichtliche Auscheidungen im Dialysator erlitten hatte, ausserdem war die
Milch durch Wasserzutritt stark verdiinnt worden. Es ist bei Anstellung dieses
Versuches daher immer rathsam die dialysirte Milch vor dem Labzusatz im
Vacuum zu concentriren. :

Im zweiten Bande von Maly’s Jahresberichten iiber die Fortschritte der
Thierchemie findet sich eine Mittheilung von O. Hammarsten, aus welcher zu
ersehen ist, dass dieser Forscher in Betreff der durch Labsaft bewirkten Milch-
gerinnung unmittelbar vor Kappeller und mir und auf anderen Wegen als wir
zu Resultaten gelangt ist, welche mit den hier dargelegten im Wesentlichen
durchaus iibereinstimmen. Auch Hammarsten bestiitigt die schon frither von
anderen Forschern gemachte Angabe, dass frische, alkalisch gemachte Milch
durch neutralisirten Magensaft bei unverindert alkalischer Reaktion des Ge-
misches coagulirt wird; er fand ferner gleichfalls, dass das von ihm nach einer
von der unsrigen abweichenden Methode milehzuckerfrei erhaltene Casein durch
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»Lab« bei amphoterer oder alkalischer Reaktion coagulirt wird; er erginzt
diese Mittheilung weiter durch die Beobachtung, dass das von ihm isolirte
und genauer untersuchte Caseinferment, von welchem er angiebt, dass das-
selbe bei neutraler saurer und alkalischer Losung wirke, am besten bei saurer,
auf den reinen Milchzucker ganz ohne Wirkung ist. Auch er fand endlich,
dass das Infus der Magenschleimhaut neben dem Pepsin und dem Lab noch
ein milchsiurebildendes Ferment enthilt, trennt aber ebenfalls die Caseinaus-
scheidung durch die Milchsiure von der eigentlichen Kiisebildung durch Lab
als einen besonderen chemischen Process ab. In dieser Uebereinstimmung der
von Hammarsten und uns gemachten Beobachtungen liegt gewiss eine Garantie fiir
ihre Richtigkeit, und ebendeshalb halte ich die ausfiithrlichere Darlegung unsrer
Untersuchungen auch jetzt fiir niitzlich, abgesehen davon, dass die bei den-
selben vorzugsweise in Anwendung gekommene dialytische Methode wohl auch
im Hinblick auf weitere Forschungen in diesem Gebiete fruchtbringend zu
werden verspricht.

Ist nun der Milchzucker bei der Labgerinnung der Milch gewiss nicht
betheiligt, so geht aus dem zuletzt angefithrten Versuch mit dialysirter Milch
weiter hervor, dass auch die in Wasser loslichen Salze der Milch fiir dieselbe gleich-
giiltig sind; ja Vermehrung des normalen Salzgehaltes der Milch durch Zusatz
von Kochsalz steigerte sogar die Gerinnungstemperatur, wirkte also hemmend auf
die Fermentation. Aber es blieb noch unentschieden, ob nicht die Gegenwart
irgend einer der in der dialysirten Milch neben dem Casein zuriickgebliebenen
unbekannten Substanzen, eine nothwendige Bedingung fiir die fermentative
Coagulation des letzteren darstellt, dhnlich wie die Gegenwart der Salze zum
Zustandekommen der durch die Hitze bewirkten Albumingerinnung erforder-
lich ist. Es war ja denkbar, dass die dialysirte Milch neben den das Casein
losenden, noch andere bei der Labgerinnung desselben in specifischer Weise
mitwirkende Stoffe enthielt. 5

Kappeller suchte diese Frage zu entscheiden, indem er kiinstlichen Ma-
gensaft auf seine durch Dialyse gereinigten Losungen von Caseinnatron ein-
wirken liess; die Reaktion nach dem Zusammenmischen durfte bei diesen Ver-
suchen natiirlich immer nur neutral oder schwach alkalisch sein. Das Re-
sultat war der eben gesetzten Moglichkeit giinstig; er fand, dass die Coagula-
tion nur eintrat, wenn er dem Gemenge von reinem Casein und Magensaft

neutralisirtes Milchdiffusat zugesetzt hatte. Hiaufig war der Effekt sogleich
4
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sichtbar, in anderen Fillen schied sich im ersten Moment nur ein Theil des
Caseins aus, wihrend der Rest im Laufe von einigen Stunden nachfolgte, und
zwar bei unverindert neutraler oder alkalischer Reaktion. Zuletzt wurden die
Fliissigkeiten immer sauer, doch kann es sich nach dem Fritheren auch in
den Fillen, wo die Caseinausscheidungen sich bis in die Sduerungsperiode ver-
schleppten, nur um fermentative Wirkungen und nicht um einfache Fillungen
durch die Sdure gehandelt haben; man vergesse hierbei nicht, dass zufolge
der Zusammensetzung der Versuchsfliissigkeiten die Sdure sich wiederum bis
zu einem gewissen Grade angehiuft haben musste, ehe sie als solche das Ca-
sein hiitte fillen konnen. Kappeller suchte nun weiter festzustellen, welche
Bestandtheile des Milchdiffusates die Wirkung des Labsaftes auf das Casein
vermittelten. Die durch Veraschen des Milchdiffusats erhaltenen ldslichen Salze
fand er in dieser Hinsicht gleichfalls unwirksam, nicht aber den Milchzucker,
obgleich derselbe nicht so kriftig wirkte, wie das Gesammtdiffusat. Er schloss
hieraus, dass der Milchzucker, noch mehr aber gewisse andre noch unbekannte
Extraktivstoffe der Mileh, Vermittler der Labsaftwirkung seien, aber nur als
solche, nicht durch Siurebildung, wie sich aus dem Umstande ergebe, dass die
saure Reaktion wiederum fiir das Zustandekommen der Gerinnung nicht noth-
wendig, sondern nur foérderlich gewesen.

Die hiiufige Verzogerung der Gerinnung bei Kappeller wird sich wohl
daraus erkliren, dass es ithm bei Anwendung des Reagenspapieres nicht immer
gelang, die Flissigkeiten genau zu neutralisiren oder innerhalb derjenigen
Grenzen alkalisch zu machen, innerhalb welcher allein man eine sogleich ein-
tretende Gerinnung erwarten kann. Ich wiederhole, dass man sich in diesen
Grenzen mit Sicherheit nur mit Hiilfe der Tinkturen bewegen kann, wahrend
das Reagenspapier denjenigen Grad von Alkalescenz, der bereits hemmend
wirkt, kaum noch anzeigt. Zu dieser Erklirung der Kappeller’schen Angaben
glaube ich mich berechtigt, weil es mir bei Anwendung der Tinkturen aus-
nahmslos gelang, die Gerinnung sofort beim Erwirmen herbeizufiihren,
trotzdem ich den Fliissigkeiten stets eine entschieden alkalische Reaction er-
theilte. Auch hier énderte sich die Reaktion im Moment der Coagulation
niemals, die Sdurebildung erfolgte immer erst viel spiter wihrend des Ste-
hens der Fliissigkeiten in der Wirme, und dann klirte sich die Fliissigkeit durch
Verdauung des Niederschlages wieder; war aber die Labfliissigkeit vorher ge-
kocht worden, so erfolgte die Fillung des Casein’s erst in der Sduerungspe-
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riode und der Niederschlag war dann bleibend. Um nicht zu verdiinnte Fliis-
sigkeiten zu erhalten, loste ich bei diesen Versuchen das gereinigte Casein in
Substanz im Diffusat auf, entfernte den Ueberschuss durch Filtriren und setzte
dann die Labflissigkeit hinzu.

Es ist mir aber auch, immer indem ich beim Alkalisiren mit der dusser-
sten Vorsicht verfubr, im Gegensatz zu Kappeller gelungen die Caseincoagulation
ohne Zusatz von Michdiffusat in wissrigen Losungen von gereinigte m Casein-
natron zu bewirken. Doch glaube ich hieraus keinen Widerspruch gegen Kap-
peller’s Annahme, dass die coagulirende Wirkung des Caseins nur bei Gegen-
wart gewisser Diffusatbestandtheile der Milch erfolgt, ableiten zu diirfen. Ein
Mal nimlich war bei Gegenwart von Milchdiffusat die Coagulation immer viel
miichtiger als in der reinen Caseinlosung, so dass ich es vortheilhaft fand,
dieselbe, um die Wirkung des Labsaftes deutlich sichtbar zu machen, vor Zu-
satz des letzteren im Vacuum zu concentriren; dann aber waren die Casein-
lésungen niemals ganz rein, sie hinterliessen beim Veraschen immer Spuren
von Erdphosphaten und endlich habe ich nicht mit dem isolirten Caseinfer-
ment, sondern mit dem Infus der Magenschleimhaut gearbeitet, welches mog-
licherweise gleichfalls die von Kappeller priisumirten, die Caseinfermentation
vermittelnden Substanzen enthiilt. Nur insofern muss ich Kappeller wider-
sprechen, als ich dem Milchzucker einen solchen vermittelnden Einfluss nicht
zuschreiben kann; nur bei Gegenwart des ganzen Diffusates der Milch, nicht
durch Zusatz von Milchzucker allein gelang es mir, die Gerinnung des ge-
reinigten Caseins zu verstirken. Wenn es sich also um eine vermittelnde
Wirkung der Diffusatbestandtheile handelt, so ist dieselbe weder von den in
Wasser loslichen Salzen noch vom Milchzucker abhingig, sondern von irgend
welchen anderen Stoffen, vielleicht von denjenigen, welche mit den Erdphos-
phaten verbunden sind.

Kappeller hat auch bei diésen Versuchen den Loslichkeitsgrad des coa-
gulirten Caseins bestimmt; doch beanspruchen seine Zahlen keinen entschei-
denden Werth, da sie sich nur auf gleiche Volumina der unmittelbar aus dem
Dialysator erhaltenen Caseinlosungen beziehen; die letzteren waren aber immer
durch Wasserzutritt wihrend der Dialyse stark verdiinnt worden und besassen
ausserdem einen sehr wechselnden Gehalt an Casein; die Zahlen fielen daher
niedriger und dabei unregelmiissiger aus, als bei seinen fritheren Bestimmungen.
Doch liess sich auch bei diesen Versuchen feststellen, dass das vermittelst
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Labsaft coagulirte Casein schwerer loslich in Natronlauge und in Essigsiure
ist, als das durch Siure allein gefillte. Die Unterschiede sind namentlich
fiir die Essigsiure sehr bedeutend. —

Es ist kaum glaublich, dass ein und dasselbe Ferment im Magensaft, das
Pepsin, die doppelte Fihigkeit haben sollte, das Casein zu coaguliren und zu
losen, und es wire daher unsere nichste Aufgabe gewesen, das Pepsin von
dem Caseinferment zu isoliren. Dass diese Trennung moglich ist, dafiir biirgte
schon die Angabe Briicke’s, dass das von ihm dargestellte reine Pepsin gegen
Milch sich unwirksam verhiilt. Von dem Versuche aber, das Caseinferment rein
darzustellen, haben wir uns veranlasst gesehen abzusehen, da dieses von Seiten
Hammarsten’s, wie aus seiner citirten Mittheilung hervorgeht, schon geschehen
ist und derselbe uns eine ausfiihrlichere Arbeit verspricht, in welcher er uns
wohl auch iiber das von ihm zum Unterschiede vom Pepsin »Lab« genannte
Caseinferment genauere Auskunft geben wird.
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