119

Beitrage zur Kenntniss der Eiweisskoérper der
Kuhmileh

Dr. Karl Storch,

a. o. Professor und Adjunct am k. u. k. Militdy-Thierarznei-Institute in Wien.

Aus dem physiologischen Laboratorium des k. u. k. Militdr-Thierarznei-Institutes
in Wien.

Die &lteren Anschauungen iliber die Natur des Caseins, des
wichtigsten Eiweisskorpers der Milch, haben durch die neuesten
Forschungen eine wesentliche Umgestaltung erfahren. Dass
das Casein eine einheitliche Substanz ist, gilt gegenwartig als
erwiesen. Welche Eiweisskorper ausser dem Casein in der
Milch vorkommen, ist noch nicht entschieden. Im Jahre 1880
(Zeitschr. fiir Physiologie, 7) suchten noch Danilewsky und
Radehousen zu beweisen, dass das Casein ein Gemenge von
Caseoalbumin und Alkalialbuminaten darstellt. Das Caseo-
albumin sei mit dem Serumalbumin identisch. Gegen diese
Ansicht wendet sich (ebendaselbst) Hammarsten, welcher
die Einheitlichkeit des Caseins sicherstellt.

Duclaux (Compte-rendue, 98, 1884) hélt das Casein, im
Gegensatz zu den meisten Forschern, nicht fiir einen einheit-
lichen Stoff, sondern nimmt drei Caseine an: die feste Form
(das Casein der Autoren), die colloidale Form (Albumin und
Pepton) und die 16sliche Form.

E. Pfeifer (Maly's Fortschr. der Chemie, 1884) leugnet
das Vorhandensein anderer Eiweisskorper ausser dem Casein
in der Milch. Das Casein werde durch Sduren, Lab und Alkohol
in mehrere Modificationen, zu welchen das Casein a (Casein
der Autoren), das Casein & (das Milchalbumin), das Casein ¢
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(spontan gerinnendes Casein) und das nicht coagulirbare
Casein d gehoren, zerlegt.

S. Schmidt (Maly’s Fortschr. der Chemie, 1884) wies in
der Frauen- und Kuhmilch Casein, Albumin und Hemialbu-
mose nach.

Sebelien (Zeitschr. fir physiolog. Chemie, 9, 1886) brachte
das Casein durch Eintragen von Chlornatrium in die Milch zur
Ausscheidung. Durch Sattigung des Filtrates mit Magnesium-
sulfat wurde eine zweite Eiweisssubstanz, das Lactoglobulin,
ausgesalzen. Das Filtrat des Lactoglobulins enthélt noch einen
dritten, mit Essigsdure fallbaren Koérper, das Lactalbumin.

Hammarsten (Milchzeitung, 1888) unterschied das in
der Milch geloste Casein von dem durch Lab coagulirten.
Neben dem letzteren spaltet sich in Folge der Labwirkung von
dem Casein noch eine albumoseartige Substanz, das Molken-
eiweiss ab. Das durch Lab coagulirte Casein nannten Schulze
und Rose Paracasein oder Kidse, eine Bezeichnung, welche
auch von Hammarsten und Anderen adoptirt worden ist.

Séldner (Landwirthsch. Versuchst, 35, 1889) hilt das
Casein flr eine starke Séure, welche mit einer Base, und zwar
mit Kalk zu einem Salz in der Milch verbunden ist.

Halliburton (Journal of physiol, 1890) beschreibt in der
Milch gegentiber Sebelien nur zwei Eiweissstoffe, das Casein,
von ihm Caseinogen genannt, und das Lactalbumin. Zur Dar-
stellung des Caseins bedient er sich des Magnesiumsulfats.
Das Casein steht nach ihm zwischen Albuminaten und Globu-
linen. Von letzteren unterscheidet es sich dadurch, dass es in
der Siedehitze nicht gerinnt. Das Lactalbumin ist vom Serum-
albumin verschieden.

Sebelien (Maly’s Fortschr. der Chemie, 1891) hdlt
Halliburton gegeniiber an dem Vorkommen des Lactoglobu-
lins in der Milch fest.

Zu demselben Resultate wie Sebelien gelangte auf einem
anderen Wege auch Arthus (Arch. de physiol,, 1893). Er fallt
das Casein mit Essigsdure. In dem Filtrate bleibt noch ein
Coagulirbarer Korper zuriick. Dass es sich hier um Lacto-
globulin und Albumin handelt, ergibt sich aus Folgendem:
Trennt er das Milchserum durch Filtration vom Casein und
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sittigt er das Filtrat mit Magnesiumsulfat, so scheidet sich das
Lactoglobulin ab, widhrend das Lactalbumin noch geldst bleibt.
Man kann nach Arthus das Casein auch mit Lab zur Aus-
scheidung bringen, das Filtrat mit Magnesiumsulfat oder Chlor-
natrium ausfallen und in dem Filtrate des so ausgeschiedenen
Lactoglobulins das Albumin mittelst Essigsdure und Kochen
bestimmen.

Nach Béchamp (in Maly’s Fortschr. der Chemie, 1890)
enthalt die Milchmolke nach der Ausscheidung des Caseins
mit Essigsdure noch Lactalbumin und Galactozymose. Das
Lactalbumin wird aus der Caseinmolke mit Alkohol gefallt und
ist im Wasser unloslich, wéhrend die Galactozymose im Wésser
16slich ist.

Soldner (Maly’s Fortschr. der Chemie, 1895) stellt eine
basische Caseinverbindung mit 2-39°/, Kalkgehalt und eine
neutrale mit 1-55°/, Kalkgehalt auf. Courant hat endlich noch
eine saure Verbindung des Caseins mit dem Kalk in der Milch
nachgewiesen.

Die Frage, ob das Casein ein einheitlicher Korper ist und
welche Bedeutung ihm zukommt, wurde am griindlichsten
schon im Jahre 1884 von Hammarsten (l. c) studirt. Den
Beweis fiir die Einheitlichkeit des Caseins fliihrt Hammarsten
damit, dass er neutrale Caseinldésungen, welche er durch Ver-
setzen verdiinnter Milch mit sehr schwacher Essigsaure und
durch Losung des Niederschlages mit Natronhydrat gewinnt,
mit Chlornatrium oder mit Magnesiumsulfat fillt. Die Fallung
ist eine so vollstdndige, dass im Filtrate keine Spur eines
Eiweisskorpers mehr enthalten ist. Das Casein ist nach Ham-
marsten kein Gemenge von Nuclein mit einem Albuminkérper,
sondern es ist ein Nucleoalbumin. Es ist kein Natronalbuminat,
wie zuerst Danilewsky angenommen hat.

Auf Grund der Untersuchungen Hammarsten’s, S61d-
ner’s, Rohmann's u. A. lasst sich die Frage tiber die chemi-
sche Natur des Caseins gegenwdrtig in folgender Weise beant-
worten: Das Casein besitzt den Charakter einer im
Wasser unldslichen Sdure, welche mit Alkalien und
ErdalkalienimWasser l6sliche Salze bildet. Dass ausser
dem Casein in der Kuhmilch noch ein zweiter Eiweisskorper,
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das Lactalbumin, vorkommt, wird von Niemand mehr be-
stritten. Ob die Kuhmilch noch einen dritten selbstdndigen
Eiweisskorper enthélt und welchen chemischen Charakter er
hat, ist trotz der Untersuchungen von Sebelin und Arthus
noch nicht vollstdndig sichergestellt.

Bei den zu beschreibenden Untersuchungen habe ich
zundchst verschiedene Neutralsalze, welche der Milch bei ver-
schiedenen Temperaturen zugesetzt wurden, in Anwendung
gezogen. Die Salze wurden theils in fester Form, theils in
concentrirter Losung den Milchproben, die auf die Zimmer-
wiarme, auf 50° C. und endlich auf 100° C. erwdrmt wurden,
zugesetzt. Die Milch selbst wurde theils gesunden, zu Ver-
suchszwecken dienenden Kiihen des Thierarznei - Institutes
entnommen, theils aus dem Handel bezogen.

Die Milch habe ich méglichst fettarm und frisch zur Unter-
suchung auf Eiweisskdrper verwendet. Das Fett wurde durch
12 — 20stiindiges Aufrahmenlassen und Abschdpfen, oder
mittelst der Centrifuge entfernt.

Die Salze habe ich vor ihrer Beniitzung stets auf ihre
Reinheit gepriift und deren Losungen frisch bereitet.

I. Versuche mit Natriumsulfat.
Erste Versuchsreihe.

Circa 50 cme® frischer, alkalisch reagirender Magermilch,
spec. Gewicht 1'040, Fettgehalt 0-25 (nach der opt. Methode
Feser’s) werden mit festem Natriumsulfat tiberséttigt. Das Salz
wird durch Auskrystallisirenlassen aus einer saturirten Losung,
welche auf einen Theil destillirten Wassers drei Theile Glauber-
salz enthalt und bei 33° C. abgedunstet wird, hergestellt.

Ist die Sattigung der Milch mit dem Glaubersalz erreicht,
so bemerkt man bei Zimmertemperatur in ihr eine schwache
Fallung, die Milch triibt die Wandungen des Becherglases
nicht mehr gleichméssig, sondern mittelst feiner Flockchen.

Wird die durch das Glaubersalz gefallte Milch auf ein
Filter gebracht, so tropft von ihr langsam ein wasserklares
Filtrat ab. Uber Nacht setzt sich auf dem Filter eine feste,
zusammenhangende Masse ab, welche sich vom Filter als
Ganzes leicht loslosen ldsst.
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Eine Probe des Niederschlages, mit destillirtem Wasser
gut verrieben und dann im Reagensglase geschiittelt, liefert
eine milchdhnliche Ldsung, welche, neuerdings aufs Filter
gebracht, triib durchfliesst.

Man kann aus dem Versuch den Schluss ziehen, dass der
ausgeschiedene Eiweisskorper durch das Natriumsulfat nicht
in einen geronnenen Zustand, in welchem er im Wasser unlos-
lich wiére, versetzt wurde, sondern dass mit ihm nur eine Aus-
salzung stattgefunden hat.

Das wasserklare Filtrat dieses Eiweissstoffes, mit concen-
trirter Essigsdure versetzt, gibt in der Kilte eine deutliche
Fallung. Dasselbe enthédlt somit noch einen zweiten Eiweiss-
stoff, liber dessen chemischen Charakter spiter berichtet
werden wird. Nach dem Ausscheiden des zuletzt genannten
Niederschlages ist in dem klaren Filtrat noch ein dritter Ei-
weisskorper durch Erhitzen bis zum Kochen nachzuweisen.

Zweite Versuchsreihe.

Der durch das Glaubersalz ausgesalzene und auf dem
Filter gesammelte Eiweissstoff wird in eine Reibschale gebracht
und mit ebensoviel Wasser, als die zur Untersuchung ver-
wendete Milchmenge betrdgt, gut verrieben. Er 10st sich darin
vollstdndig. Die milchige Fllissigkeit wird centrifugirt und die
sich noch bildende diinne Rahmschichte vorsichtig abgeschopft.
Nun wird Glaubersalz im Uberschuss eingetragen und die
Fliissigkeit lange und griindlich geriihrt. Bei fortwadhrendem
Rithren und Schiitteln nimmt die Triibung allmélig zu, bis sie
den hochsten Grad erreicht hat. Ldsst man nun die Masse
10—12 Stunden stehen, so ballt sich am Boden des Gefidsses
ein flockiger Niederschlag zusammen. Die iiber demselben
stehende Fliissigkeitssdule ist vollstdndig klar.

Die von dem Niederschlage abfiltrirte klare Fliissigkeit 1dsst
durch die Essigsdure weder in der Kilte, noch bei der Siede-
hitze einen Eiweisskodrper mehr erkennen. Auch treten in ihr die
fur die EiweisskOrper charakteristischen Farben nach der An-
wendung desMillon’schen Reagens und der Biuretprobe nicht auf.

Der Versuch lehrt, dass der mit dem Natriumsulfat aus
der reinen Milch abgeschiedene' Eiweissstoff in verdiinnten
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Salzsolutionen 18slich und ‘neuerdings vdllig aussalzbar ist,
und dass sich durch die wiederholte Aussalzung kein anderer
in Wasser ldslicher Albuminkdrper von ihm abspaltet.

Versetzt man eine wasserige Losung des Eiweissstoffes
mit Essigsidure, so fallt er gianzlich heraus. In seinem Filtrate
gelingt keine der vielen Eiweissproben.

Dritte Versuchsreihe.

Zur Beantwortung der Frage, bei welchem Glau-
bersalzgehalte eine Fdllung in der Milch eintritt,
liess ich mit Hilfe einer Burette abgemessene Mengen der
concentrirten Natriumsulfatlosung auf ein bestimmtes Milch-
quantum einwirken und suchte das Mischungsverhiltniss genau
zu fixiren, bei welchem die erste Spur einer Fallung sich zeigt.
Das erste Auftreten der Fallung in der Milch ist nicht so leicht
festzustellen. Der Niederschlag erscheint ndmlich zundchst so
fein, dass an der Milch bei oberflachlicher Besichtigung keine
Verdnderung wahrnehmbar ist. Es gehort eine sehr gute Be-
leuchtung dazu, um das Auftreten der Fallung nicht zu liber-
sehen.

Da bei der Fallung durch das Glaubersalz die Temperatur
der Flissigkeit eine sehr wichtige Rolle spielt, so wurde auf
dieselbe bei den Untersuchungen stets Riicksicht genommen,
insbesondere wurde die erste Spur einer Fallung bei der Zimmer-
temperatur, dann bei 50° C. und endlich bei 100° C. fest-
gestellt.

In der Kélte, d.i. bei der Zimmertemperatur, ruft die con-
centrirte Natriumsulfatldsung in keinem Mischungsverhéltniss
eine Fillung in der Milch hervor, selbst dann nicht, wenn nur
ein Tropfen Milch auf 10 cm?® getropft wird.

Werden die Fliissigkeiten 1angere Zeit hindurch im Wasser-
bade bei der Temperatur von 50° C. erhalten, so wird
Folgendes beobachtet:

3 cm3  Natriumsulfatldsung und 2 ¢8  Milch bedingen keine Fillung.

85 cms 1-5cms3
9 cmn? 1 cms3
95 cm? 0°5 cm? Fillung.

9-8 cm3 0°2cm3
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Wird somit die Milch mit der mehr als zehnfachen
Menge der Natriumsulfatlosung versetzt und bis zu
50 C. erwarmt, so tritt in ihr eine Fallung ein.

Zur Prifung auf die Opalescenz werden die beiden
letzten Proben, von denen die eine 95 cm® Losung und 05 cm?®
Milch, die andere 95 ¢m?® Losung und O-2 cm? Milch enthilt,
dreifach nebeneinander gestellt.

Die Mischung erscheint nach ihrer Bereitung etwas durch-
scheinend und stark opalisirend.

Die Proben der ersten Reihe werden kalt filtrirt.
Sie laufen rasch und vollstandig durchs Filter durch und zeigen
nach dem Filtriren dieselbe milchige Triibung und Opalescenz
wie vor dem Filtriren. Nach 48stlindigem Stehen werden sie
auf der Oberflache triiber, unten heller, da eine Aufrahmung
stattgefunden hat.

Die Proben der zweiten Reihe werden auf 50° C.
erwdrmt und bei dieser Temperatur filtrirt. Bei der
Erwarmung verschwindet die Opalescenz, aber die Proben
erscheinen weniger getriibt und enthalten einen feinflockigen
Niederschlag. Nach dem Filtriren sind die Filtrate nahezu klar
und zeigen nur schwache Opalescenz.

Die Proben der dritten Reihe werden auf 50° C.
erwarmt, einige Stunden in der Kilte stehen gelassen und
filtrirt. Die Filtration geht langsamer vor sich und das Filtrat
erscheint etwas triliber als das Filtrat der warm filtrirten Proben,
jedoch heller als die nicht filtrirten Proben.

Aus dem Verhalten der drei Proben muss man schliessen,
dass bei 50° C. eine vollstdndige Fallung der aussalzbaren
Eiweisskorper stattfindet, da man ein nahezu Kklares Filtrat
erhdlt, ferner dass diese Fallung zum grossen Theil lediglich
eine Aussalzung ist, da beim Erkalten der Proben, wenn keine
Filtration stattgefunden hat, ein Theil der Korper wieder in
Losung geht und beim Filtriren die starke Triilbung des kalten
Filtrats bedingt. Es ist jedoch auch eine weitgehendere Ver-
dnderung der fallbaren Eiweisskorper da, weil das Filtrat
nicht so getriibt ist, wie die urspriinglichen Proben vor dem
Erwarmen und somit ein Theil der Eiweisskorper in verdnderter
Form am Filter zuriickgeblieben ist.
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Man schliesst in diesen Féllen aus der stdrkeren Triibung
auf die Losung einer grésseren Quantitat von Eiweisskérpern,
weil die Tribung durch die Milchkiligelchen bedingt ist, die
von den Eiweisskorpern bei ihrer Ausscheidung mitgenommen
werden. Gehen die Eiweisskorper wieder in Lésung, so kommen
die Kiigelchen wieder in die Fliissigkeit, und je mehr solche
vorhanden sind, umso mehr Eiweiss ist geldost und umso triiber
ist die Fliissigkeit.

Die Erscheinungen der in verschiedenem Concentrations-
verhdltniss mit der geséttigten Natriumsulfatldsung gemischten
und auf 100° C. erwéarmten Milch sind folgende:

9 Theile Losung und 1 Theil Milch bedingen deutliche Fallung.
8 2

Féllung.
keine Fallung.

Wk Ot =N
N O Ok W

Damit somit die Milch in der Siedehitze durch die ge-
sattigte Natriumsulfatlésung gefallt wird, muss sie mindestens
mit dem gleichen Volum der Losung gemengt sein. Weniger
Losung als Milch bedingt in der Mischung noch keine Fallung.

Werden die letzten drei gekochten Proben, die also weniger
Glaubersalzldsung als Milch enthalten, heiss filtrirt, so erweisen
sich die Filtrate milchig triibe, opalisirend, und kocht man sie
nochmals einige Minuten und filtrirt abermials, so verliert sich
weder die Triibung, noch die Opalescenz.

Kocht man hingegen die ersten vier Proben, in welchen
die Natriumsulfatlosung liberwiegt, so tritt starke Fallung auf.
Ihre heissen Filtrate sind klar und rein und bleiben klar und
rein. Lasst man die Proben aber vor dem Filtriren {iber Nacht
stehen und erkalten, so filtriren sie dann sehr langsam und die
Filtrate sind schwach getriibt.

Man kann sich diese Erscheinung wohl nur auf die Art
erkldren, dass man annimmt, ein Theil des bei der Siedehitze
ausgeschiedenen Eiweissstoffes habe sich in der erkalteten
Fliissigkeit wieder gel¢st und die Tribung durch das wieder
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suspendirte Fett im Filtrate bedingt, ferner ein anderer Theil
sei im coagulirten Zustand am Filter geblieben.

Die Coagulation der mit gesattigter Natrium-
sulfatlosung gemischten Milch in der Siedehitze ist
also unvollstidndig.

Vierte Versuchsreihe.

1. 2 em® Milch werden mit 6 cm® concentrirter Natrium-
sulfatlosung gemischt, mit einigen Tropfen Hiihnereiweiss
versetzt und wieder gemischt. Wird die alkalisch reagirende
Mischung auf dem Wasserbade auf 100° C. erwarmt, so ent-
steht in ihr eine starke Coagulation. Das Coagulum, auf
dem Filter gesammelt, enthdlt Hiihnereiweiss, Fett
und, wie wir dies spédter sehen werden, auch Lact-
albumin (und Globulin). In der Molke sind die {ibrigen
Eiweisskorper der Milch geldst und lassen sich durch
Sauren und durch einige Salze zur Ausscheidung
bringen und isoliren.

2. 5 cm?® Milch werden mit 1 cm?® Hithnereiweiss gemengt
und ohne Zusatz von Natriumsulfatlosung zum Sieden gebracht.
Diese Milch gerinnt bei 100° C. so vollstidndig, dass in der von
dem Coagulum durchs Filtriren getrennten klaren Flissigkeit
durch die Essigsdure keine Eiweisskorper ausgeschieden
werden konnen.

3. Mischt man 5 ¢m® Milch mit weniger als 0:5 cm’®
Hiihnerweiss und bringt die Fliissigkeit auf dem Wasserbade
zum Kochen, so scheiden sich in ihr keine Coagula aus.

Ob also die mit frischem Hiihnereiweiss versetzte Milch
bei der Siedehitze gerinnt oder nicht, hdngt nur von der Menge
des zugesetzten Albumens ab. Enthdlt die Milch mehr als
1/, Volum von dem Albumen eines Hiithnereies, so gerinnt sie
vollstandig, enthélt sie weniger, so gerinnt sie gar nicht.

Diese Versuche bestidtigen die Beobachtung Latschen-
berger’s, nach welcher durch die Mischung der Milch mit der
dreifachen Menge der concentrirten Natriumsulfatlésung und
mit Eiweiss die Gerinnung der Eiweisskorper der Milch bei
dieser Mischung in der Siedehitze ausbleibt.
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Finfte Versuchsreihe.

10 cm® Milch werden mit 30 em’ concentrirter Natrium-
sulfatlosung gemischt, mit einigen Tropfen Albumen versetzt
und auf 100° C. erwdrmt. Das coagulirte Albumen wird sammt
dem Lactalbumin und mitgerissenen Fett auf dem Filter zuriick-
gehalten, das stark alkalisch reagirende, klare, gelblich gefdrbte
Filtrat sehr vorsichtig mittelst hochst verdiinnter Essigsdure
neutralisirt. Nun wird in die Fliissigkeit festes Natriumsulfat im
Uberschuss eingetragen.

Nach langem Mischen und Rithren triibt sich die Klar
gewesene Fliissigkeit, bis sie zuletzt eine milchige Beschaffen-
heit annimmt. In der {iber Nacht stehen gelassenen Fliissigkeit
verschwindet die durch eine feine Féllung bedingte Triibung
und statt derselben enthélt die klar gewordene Mischung einen
flockigen, unten im Gefdsse angehéduften Niederschlag.

Durch sehr langsames Filtriren wird der Niederschlag auf
dem Filter gesammelt, getrocknet und zu weiteren Versuchen
aufgehoben.

Eine kleine Probe des wasserklaren Filtrats nochmals mit
festem Glaubersalz Ubersattigt und geschiittelt, bleibt selbst
nach zwolfstlindigem Stehenlassen ganz klar. Dagegen ruft
tropfenweise und schliesslich bis zur vollstindigen Aus-
scheidung im Uberschuss zugesetzte verdiinnte Essigsiure
in dem Filtrate einen Niederschlag hervor, welcher gesammelt
werden kann.

In dem Filtrat dieses Niederschlags ist weder in der Kilte
noch in der Siedhitze durch die Essigsdure eine Fallung zu
bewirken. Auch die Anwendung der Metaphosphorsédure, des
Millon’schen Reagens, der Biuretprobe etc. liefern negative
Resultate.

Der Versuch ldsst folgende Deutung zu: Der Eiweiss-
zusatz zu der glaubersalzhiltigen Milch verursacht nur das
Mitreissen des Fettes und, wie wir spater sehen werden, auch
des Lactalbumins (und des Globulins) bei der Coagulation in
der Siedehitze. Durch die gédnzliche Entfernung des Fettes aus
der Milch wird ein fir die chemische Untersuchung auf die
Eiweissstoffe etwas hinderlicher Bestandtheil der Milch be-
seitigt.
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Die Eiweissstoffe der Milch werden bei der Coagulation,
das Lactalbumin (und Globulin) ausgenommen, nicht ausge-
schieden, denn sie sind in dem Filtrate durch die Neutralsalze
und durch verschiedene andere Salze aussalzbar und durch
die Sauren fallbar.

Das Aussalzen der unter den genannten Um-
standen coagulirten Milch gelingt nur vollstdndig bei
streng neutraler Reaction der Flissigkeit. Ist die
Fliissigkeit alkalisch, so ist das im Uberschuss vorhandene
Salz selbst nach stundenlangem Rilhren wirkungslos, reagirt
aber die Flissigkeit schwach sauer, so triibt sie sich bevor
noch das Salz zugesetzt wird. Die Aussalzung erfolgt zwar
dann umso rascher, aber man weiss zuletzt nicht, wieviel von
den ausgeschiedenen Eiweisskorpern auf Rechnung der Sdure
und wieviel auf Rechnung des Salzes zu setzen ist.

Wird somit das auf die angegebene Weise bereitete Milch-
filtrat streng neutralisirt, so ldsst sich in demselben ein Theil
der geldsten Eiweissstoffe aussalzen, der andere Theil bleibt
geldst und kann mittelst Sduren gefallt werden.

Das Neutralisiren geschah stets mit einer 4usserst schwach
mit Essigsdure angesduerten, concentrirten Natriumsulfat-
losung. Die neutralisirte Fliissigkeit blieb klar und durchsichtig
wie vor dem Neutralisiren.

Waihrend, wie wir gesehen haben, durch das Natriumsulfat
ein Eiweissstoff aus der Milch ausgesalzen wird, bleibt in dem
Filtrat desselben noch eine Eiweisssubstanz geldst, welche
durch Uiberschiissige Essigsédure in der Kalte fallbar ist. Die zu
ihrer vollstdndigen Fallung nodthige Menge Essigsdure ist eine
sehr grosse.

Wird eine kleine Probe der mit Essigsdure gefillten und
auf dem Filter zurlickgehaltenen Substanz mit destillirtem
Wasser fein verrieben, so entsteht eine milchig-triibe, aber klar
filtrirende Fliissigkeit, in welcher die Substanz also nicht ge-
16st ist. Es ist dies eine von dem aussalzbaren Eiweissstoff
verschiedene Substanz, von welcher noch zu entscheiden ist,
welchen chemischen Charakter sie besitzt.

Dass die Substanz im Wasser unldslich ist, ergibt sich
noch aus den nachfolgenden Versuchen:

Sitzb. d. mathem.-naturw. Cl.; CVI. Bd., Abth, 1II. 9
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1. Suspendirt man eine kleine Probe der Substanz in
destillirtem Wasser, 1dsst abfiltriren und versetzt das Filtrat mit
Essigsaure, so entsteht keine Triibung.

2. Kocht man das bis zur kaum merklichen sauren Reaction
abgestumpfte Filtrat, so triibt es sich nicht.

3. Versetzt man das wisserige Filtrat mit dem Millon’schen
Reagens und kocht, so erscheint die Fliissigkeit nach dem Er-
kalten nicht in der fir die Eiweisskorper charakteristischen
Weise gefarbt.

4. Fligt man zu dem Filtrat Kalilauge bis zur alkalischen
Reaction hinzu und lasst in die Mischung einen Tropfen Kupfer-
sulfatlosung fallen, so entsteht nicht die violette Farbenreaction,
welche sonst das Vorhandensein von Eiweisskérpern anzeigt.
Eine Probe der mit Wasser verriebenen Substanz mit 1%/, Soda-
losung tropfenweise versetzt, hellt sich sofort vollstindig auf,
wird also geldst. Beim Kochen gerinnt diese Ldsung nicht, wird
aber durch sehr wenig Essigsdure gefillt.

Eine vierte Probe der Substanz mit kohlensaurem Calcium
zuerst trocken und dann mit Wasser verrieben, gibt eine sedi-
mentirende, nach ldngerem Stehenlassen klare Fliissigkeit,
welche die Eiweissproben gibt, in welcher sich die Substanz
also geldst hat.

Eine Probe der mit Essigsdure geféllten Substanz mit
concentrirter Natriumsulfatlosung fein verrieben liefert eine triibe
Mischung, welche klar filtrirt. Im Filtrat ist keine Triibung durch
die auch im Uberschuss zugefiigte Essigsdure zu erzeugen.
Die Substanz hat sich in der sauer reagirenden Mischung
nicht geldst. Verreibt man die Substanz mit concentrirter
Natriumsulfatlosung und fligt dann Natronhydrat bis zur
schwach alkalischen Reaction hinzu, filtrirt und untersucht
nun mit Essigsdure, so tribt sich das Filtrat. Die Substanz
hat sich also in der alkalisch reagirenden Natriumsulfatlosung
geldst.

Wird die gewaschene und von Essigsdure befreite Substanz
mit Kalkwasser fein verrieben und mehrere Stunden stehen
gelassen, so 16st sich der grosste Theil derselben auf. Durch
Versetzen der dekantirten klaren Fliissigkeit mit festem Na,SO,
im Uberschuss kann die Substanz ausgesalzen werden und
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ebenso ist auch durch vorsichtiges Ansduern mit Essigsdure
eine Fillung hervorzubringen.

Vorlaufig wollen wir die durch Sédttigung mit
Natriumsulfat allein sowohl aus der Milch direct
als auch aus der nach der friitheren Coagulations-
methode von Fett befreiten Milch erzeugte Fallung als
Substanz @, den indem Filtratedieser Substanz durch
Essigsdure im Uberschuss gefillten Kérper als Sub-
stanz b bezeichnen.

Ist der Niederschlag der Substanz a dem Niederschlag der
Substanz & gleich, ist z. B. der ausgesalzene Stoff a ein Casein-
ogencalcium und der mit Essigsdure gefillte ein Caseinogen,
welches als Caseinogennatrium in Losung war, so ist es mdg-
lich, das Caseinogen durch Versetzen einer Losung mit CaCl,
ebenfalls in ein Caseinogencalcium umzuwandeln. Es ist denk-
bar, dass die Losung des Caseinogens durch Zusatz einer
16slichen Kalkverbindung in Caseinogencalcium umgewandelt
wird, welches dann auch durch Natriumsulfat allein ausgesalzen
werden muss.

Zu dem Zwecke wurden 50 ¢m’® Milch mit 150 ¢m?® con-
centrirter Natronsulfatldsung und mit Hithnereiweiss gemischt,
bei 100° coagulirt und filtrirt. Das neutralisirte Filtrat wurde in
zwei Theile getheilt. Im ersten Theile wurde die Substanz a
durch festes Glaubersalz, die Substanz & im Filtrate derselben
durch Essigsdure ausgeféllt. In die andere Halfte wurden 10 g
einer neutralen 10%/, Cl,Ca-Lésung hineingetropft. Die Mischung
erzeugt in der Kilte keine Triilbung. Wird in dieselbe Nay,SO,
in Substanz und im Uberschuss eingetragen, so werden nach
langem Schiitteln und Riithren beide Substanzen ausgeschieden.
In dem Filtrate des Niederschlags kann weder durch Ansduern
mit Essigsaure (auch im Uberschuss) noch mit Metaphosphor-
saure, noch mit Kochen nach Neutralisation, noch durch die
Farbenreactionen ein Eiweisskorper nachgewiesen werden.

Nach Zusatz des Chlorcalciums sind somit beide Substanzen
durch Na,SO, ausgefillt worden, und es ist denkbar, dass die
zweite Substanz bei diesem Versuche auch in eine aussalzbare
Kalkverbindung iibergefiihrt worden ist.

o
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Sechste Versuchsreihe.

Es ist denkbar, dass bei der Entfernung des Fettes durch
Coagulation nach der friher besprochenen Methode nicht blos
die coagulirenden Eiweisskorper einschliesslich des Lact-
albumins, sondern auch ein Theil des Caselnogens mit entfernt
werden. Um diese Moglichkeit zu priifen, wurden einerseits
in derselben Menge der gleichen Milch sowohl die Substanz a
als auch die Substanz b anndhernd der Menge im Coagulations-
filtrat bestimmt, anderseits das Caseogen mit der Hoppe-
Seyler’schen Methode in der unverdnderten Milch. Es zeigte
sich, dass die Summe der anndhernd bestimmten Gewichte
der Substanzen a und & gleich ist dem Gewichte der nach
Hoppe-Seyler bestimmten Caseogenmenge. Es ist also durch
Coaguliren kein Caseinogen in Verlust gerathen.

Die hierauf bezliglichen Versuche wurden in folgender
Weise durchgefiihrt:

a) Zu 20 cm® alkalisch reagirender, fettarmer Kuhmilch
wurden 60 cm?® concentrirter Glaubersalzlosung und 4 cm?®
Hiihnereiweiss zugesetzt. Die Fliissigkeit wird bei 100° im
Wasserbad coagulirt, heiss filtrirt und dann im kalten Zustande
neutralisirt. Nun wird festes Glaubersalz im Uberschuss ein-
getragen. Der durch langes Rihren des Coagulationsfiltrats
entstandene Niederschlag der Substanz a wird auf dem Filter
gesammelt, dann im Wasser geldst, wieder ausgesalzen, ge-
trocknet und gewogen. Er wiegt 0-47 g.

Das Filtrat der Substanz a wird mit {iberschiissiger con-
centrirter Essigsdure geféllt. Der Niederschlag oder die Sub-
stanz & wird mit destillirtem Wasser einige Male gewaschen.
Er wiegt im trockenen Zustande 0-07 g.

b) 20 cm?® derselben Milch werden mit 380 cme® destillirtem
Wasser gemischt und unter tropfenweisem Zusatz von ver-
diinnter Essigsdure zur Féllung gebracht. In die Fliissigkeit
wird durch eine halbe Stunde Kohlensdure eingeleitet. Der
flockige, feine Niederschlag setzt sich nach mehreren Stunden
zu grosseren Flocken am Boden des Gefasses zusammen.
Derselbe wird auf dem Filter gesammelt, mehrere Male mit
absolutem Alkohol und dann sechsmal mit Ather gewaschen,
hierauf im Exsiccator getrocknet. Sein Gewicht betragt 0-55 g.
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Die Summe aus den Gewichten, und zwar der durch die
Aussalzung gewonnenen Substanz a und der durch die Fallung
ihres Filtrates mit Essigsaure erhaltenen Substanz b (zusammen
0-54) ist also anndhernd dem Gewichte des durch alleinige
Fallung mit Essigsdure aus derselben Milchmenge erhaltenen
Caseinogens (0'53) gleich. Es fragt sich nun, sind die beiden
fraglichen Substanzen verschiedene Eiweisskorper (Salze)
oder ist in denselben derselbe Eiweisskorper enthalten.

Aus den bisherigen Versuchen kann noch nicht deducirt
werden, dass nach dem Zusatze von Kalksalzen zum Coagu-
lationsfiltrat nur ein Eiweisskérper jetzt da sei, und zwar
dessen Kalksalz. Es ist moglich, dass die Kalksalze von zweierlei
Eiweisskorpern zugegen sind, welche beide durch Natrium-
sulfat ausgeschieden werden kdnnen.

Zunéchst wollen wir noch im Nachfolgenden die Eigen-
schaften der Substanzen a und & anfiihren:

Die Substanz a 16st sich sehr leicht im Wasser, in
wasserigen Losungen der Alkalien und im Kalkwasser, in ver-
diinnten Loésungen der Neutralsalze, in wésserigen Losungen
der Carbonate der Alkalien und im Kalkwasser. Aus diesen
Losungen wird sie mit verdinnter Essigsdure in der Kilte
leicht geféllt. In diesem Zustande 1st sie sich nicht mehr im
Wasser, in verdlinnter wisserigen Losungen der Neutralsalze
und in concentrirter Essigsdure, aber leicht in 19/, Losungen
der Alkalien und ihrer Carbonate und im Kalkwasser Aus
ihren neutralen Losungen wird sie mit festem Natriumsulfat
gefallt. Ihre Losungen geben bei der Biuretprobe und bei der
Untersuchung mit dem Millon'schen Reagens die fiir die Ei-
weissstoffe charakteristischen Farbenreactionen. Ihre Losungen
gerinnen in der Siedehitze nicht.

Die mit Essigsdure gefillte Substanz & 10st sich nicht im
Wasser, in Losungen der Neutralsalze und in concentrirter
Essigsaure, sie 10st sich aber in Losungen der Alkalien, im
Kalkwasser und in Losungen der Carbonate der Alkalien. In
diesen Losungen erzeugt die Essigsdure nur eine geringe
Triibung.

Die Losungen der Substanz & geben die Farbenreaction
des Millon’schen Reagens und der Biuretprobe. Aus ihrer
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urspringlichen Losung in concentrirter Natriumsulfatsolution
(Filtrat der Substanz a) wird sie durch CINa oder durch MgSO,
gefilit. Im ausgesalzenen Zustande 18st sie sich leicht im
Wasser und ldsst sich wieder aussalzen oder mit tiberschiissiger
Essigsaure fillen.

Zur Charakterisirung der Substanzen a und & wurden noch
folgende Versuche gemacht:

a) Das Kklare, nach der angefiihrten Methode bereitete
Coagulationsfiltrat wird tropfenweise mit sehr verdiinnter Essig-
sdure bis zur Erscheinung einer deutlichen, flockigen Triibung
versetzt. In dem wasserklaren Filtrat dieser Flocken bringt
Uiberschiissige, concentrirte Essigsdure, von welcher eine ver-
haltnissmassig sehr grosse Menge genommen werden muss,
nochmals einen Niederschlag hervor. Das Filtrat des letzt-
genannten Niederschlags triibt sich beim Kochen nicht mehr.
Das Millon’sche Reagens und die Biuretprobe rufen in dem-
selben nicht die fiir die Eiweisskorper charakterischen Farben
hervor, auch die Metaphosphorsaure keine FFdllung. Die Eiweiss-
proben fallen auch dann negativ aus, wenn das Filtrat vor der
Untersuchung mittelst Natronhydrat neutralisirt wird.

b) Eine Probe desselben Filtrats wird sofort mit iiber-
schiissiger Essigsdure versetzt, die entstandenen Flocken
werden abfiltrirt, das klare Filtrat wird zum Sieden gebracht,
es triibt sich nicht. Die Millon’sche und die Biuretreaction treten
bei dem Filtrat nicht ein. Dieselben Eiweissproben fallen in dem
friher neutralisirten Filtrat auch negativ aus.

¢) Der durch tropfenweises Ansduern des Coagulations-
filtrats gewonnene Niederschlag wird durch Filtration von der
Flissigkeit getrennt. Die Fliissigkeit wird mit Natronhydrat
neutralisirt und mit iberschiissigem Bittersalz gemischt. Eine
deutliche Fallung tritt binnen einigen Minuten auf. Die Aus-
salzung eines Eiweissstoffes gelingt auch mit dem Steinsalz.
Die Filtrate der ausgesalzenen Niederschlage sind eiweissfrei.

Fasst man die letzten drei Versuche zusammen, so ergibt
sich aus denselben:

1. In der vom Lactalbumin (und Globulin) und Fett be-
freiten Milch fallt die im Uberschuss zugesetzte Essigsdure so-
wohl die Eiweisssubstanz a, als auch die Substanz & vollstdndig.
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2. In derselben Milch wird durch sehr schwaches Ansiduern
die Substanz a gefillt; die Substanz & kann in dem Filtrate der
Substanz @ durch iliberschiissige Essigsdure gefallt werden.
Durch Sattigung mit Magnesiumsulfat und mit Chlornatrium
wird auch die Substanz & ausgeschieden, aber in Salzform
(wahrscheinlich als Na- oder K-Salz).

Siebente Versuchsreihe.

Nun wurden noch beide Substanzen auf Phosphor
und Calcium untersucht.

DiePhosphorbestimmung geschah nach der bekannten
Methode mit dem molybddnsauren Ammon. Die Phosphor-
reaction beider isolirten und wiederholt gewaschenen Sub-
stanzen unterschied sich nicht von der Phosphorreaction des
Hoppe-Seyler’schen Caseins. Die Menge des Niederschlages in
den Proben der Substanz @ und b ist anscheinend so gross wie
in der gleichgrossen Probe des nach Hoppe-Seyler darge-
stellten Caseins.

Soweit es sich bei den qualitativen Analysen feststellen
lasst, enthalten sowohl die Substanz a, als auch die Substanz &
den Phosphor in denselben schitzenswerthen Mengen.

Vor der Untersuchung der Substanz a auf Kalk
wurde dieselbe frither mit concentrirter Glaubersalzlosung
wiederholt gewaschen, getrocknet und mit der aus kohlen-
saurem Natron und Natronsalpeter bestehenden Mischung ge-
gliht. Das Resultat der Untersuchung war ein posi-
tives. Wurde eine Probe der ausgesalzenen Substanz a
hierauf im Wasser gelost, mit Essigsdure gefillt, gesammelt,
getrocknet und weiterhin nach Einhaltung desselben Ganges
der Untersuchung auf Ca gepriift, so zeigte sie sich calcium-
frei. Offenbar ist die Substanz a ganz oder zum Theil als
Kalksalz ausgesalzen worden, und aus der wisserigen Losung
des Kalksalzes wurde der Eiweisskorper der Substanz durch
die Essigsdure kalkfrei gefllt.

In der nach dem obigen Verfahren dargestellten
Substanz b (Ausfallen des Filtrats a mit tiberschiissiger Essig-
sdure) wurde kein Kalk gefunden. Auch dann, wenn die
Substanz & mit Chlornatrium, bezliglich mit Magnesiumsulfat
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in Salzform ausgesalzen worden ist, war das entsprechende
Salz der Substanz & kalkfrei. Hieraus muss geschlossen werden,
dass das in Losung vorhandene Salz der Substanz b kein Kalk-
salz, sondern wahrscheinlich ein Na- oder K-Salz ist.

Es ist zu bemerken, dass bei den Phosphor- und Calcium-
analysen die in dem Milchfiltrat gelosten phosphorsauren Salze
und Kalkverbindungen durch wiederholtes Waschen der Sub-
stanzen vollig eliminirt wurden. Da Controlproben stets sorg-
faltig ausgefiihrt wurden, so kommen hiebei Untersuchungs-
fehler nicht in Betracht.

Achte Versuchsreihe.

Verhalten der beiden Eiweisssubstanzen a und &
zum Lab.

Werden einer Probe des neutralisirten Coagulationsfiltrats
der Milch einige Tropfen 109/, Chlorcalciumlésung und dann
eine Spur Glycerinlabextract zugesetzt und wird die Fliissigkeit
auf 40° C. erwdrmt, so bilden sich in derselben nach 2 bis
5 Minuten reichliche Flocken. Das Milchfiltrat enthalt
somit Caseinogen.

Der nach der genannten Methode erhaltene Niederschlag
der Substanz a wird in destillirtem Wasser aufgeldst und mit
einem Tropfen Labextract versetzt. Nach einigen Minuten stellt
sich in der Ldsung schon in der Kilte, deutlicher aber bei
schwacher Erwdrmung im Wasserbade eine flockige Triibung
ein. Die ausgesalzene Eiweisssubstanz @ besitzt somit den
Charakter eines Caseinogens.

Die aus dem Filtrate der Substanz a mit Essigséure geféllte
Substanz » wird mit Wasser gewaschen und in 1%/, Soda-
16sung geldst. Die klare aber schwach opalisirende alkalische
Losung wird nach vorsichtigem Neutralisiren mit einigen
Tropfen Chlorcalciumlésung und mit einem Tropfen Labextract
versetzt. Nach 2—5 Minuten triibt sich die auf 44° C. erwdrmte
Flissigkeit sehr schwach, aber doch merklich. Die Sub-
stanz b verhilt sich also dem Lab gegeniiber anders
als die Substanz a. Dies ergibt sich aus den nachfolgenden
Versuchen.
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Die Substanz a wird im Wasser gelost und mit Essigsdure
wieder ausgefallt und gesammelt. Werden nun gleiche Proben
beider Substanzen mit Kalkwasser behandelt, so gibt die Sub-
stanz a eine ganz Kklare, die Substanz & eine opalisirende
Losung. Werden weiters beide Losungen vorsichtig neutralisirt
und mit je einem Tropfen Labextract versetzt, so erscheint
nach dem Erwéarmen auf 40° C. in der Losung der Substanz a
ein flockiger Niederschlag, die Losung der Substanz & triibt
sich hingegen nur sehr schwach.

Wird eine Probe der Losung der Substanz a mit Essig-
sdure anges#uert, so erhilt man einen reichlichen flockigen
Niederschlag, wahrend die Probe der Losung der Substanz b
sich nach Essigsdurezusatz nur schwach triibt.

Der Schluss aus all' diesen Versuchen ist dieser: in der
mit der dreifachen Menge Natriumsulfatldsung und mit etwas
Eiweiss versetzten und durch Coagulation von ihrem Fett und
von Lactalbumin (und Globulin) vollstdndig befreiten Kuhmilch
sind zwei Eiweisssubstanzen geldst enthalten. Die eine oder
die Substanz a ist durch das Natriumsulfat in Salzform aus-
scheidbar, die andere oder die Substanz & bleibt in dem Filtrate
der Substanz a geldst und ist durch die Essigsdure in der
Kalte fallbar. Die Substanz a besitzt dhnliche Eigenschaften
wie das Caseinogen. Die Substanz & differirt in ihren Eigen-
schaften vom urspriinglichen Caseinogen. Ihre Natur ist noch
nicht erforscht.

Neunte Versuchsreihe.
Versuche mit reiner Milch.

Hat die in der mit der dreifachen Menge der gesittigten
Glaubersalzlgsung und mit etwas Hilhnereiweiss gemischten
Milch bewirkte Coagulation nur die Bedeutung, das Fett, einen
fiir die chemische Untersuchung stérend wirkenden Bestand-
theil, véllig zu beseitigen, ohne die chemische Zusammen-
setzung der Milch, insbesonders ohne die Natur ihrer Eiweiss-
korper zu verandern, so muss in der auf andere Weise moglichst
fettfrei gemachten Milch der Nachweis beider Proteinarten a
und & durch die Aussalzung mit Natriumsulfat und durch die
Fallung des Filtrates mit Essigsaure auch moglich sein.
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Die zu diesen Versuchen verwendete Magermilch musste
aus dem Handel bezogen werden. Sie enthielt, nach der optischen
Methode Feser's gepriift, noch 1—29, Fett. Nach 12- bis
24 stiindigem Aufrahmen betrug die Fettmenge derselben noch
immer circa 0-25%,. Diese Percentzahl wurde durch nach-
heriges Centrifugiren noch erheblich vermindert.

40 cm? der fettarm gemachten, schwach alkalisch reagi-
renden Milch (deren Reaction mit dem neutralen Lackmus-
papier gepriift wurde) wurden mit Glaubersalz im Uberschuss
versetzt und stundenlang geriihrt, tiber Nacht stehen gelassen
und wieder geriihrt. Eine Fallung trat in dieser Milch erst nach
dieser langen Dauer ein. Ihre Reaction dnderte sich hiebei nicht.

Eine zweite Probe k&uflicher Magermilch, welche ver-
suchsweise nicht entrahmt wurde, liess nach dem Zusatze von
tberschiissigem Natriumsulfat und sehr langem Schiitteln und
Rithren nur eine schwache Fallung wahrnehmen. Aufs Filter
gebracht tropfte von der Mischung ein getriibtes Filtrat ab, die
Filtration horte bald ganz auf. In der eingedickten Masse auf
dem Filter entstanden bald zahlreiche kleine Krystalle des aus-
geschiedenen Salzes. Ebenso misslang ein dritter und vierter
Versuch, welcher in gleicher Weise mit derselben Milch vor-
genommen wurde. Es war nicht moglich, aus der Milch einen
festen Niederschlag und ein klares Filtrat zu erhalten.

In der Meinung, die kdufliche Milch enthalte irgend einen
kiinstlichen Zusatz, welcher die Aussalzung hindert, entnahm
ich die Milch einer gesunden, fiir die Institutszwecke an-
gekauften Kuh. Ohne die Aufrahmung ganz abzuwarten, trug
ich in diese Milch das Glaubersalz im Uberschuss ein. Eine
Aussalzung trat auf langes Rithren der Mischung auch in dieser
Milch nicht ein.

Dieses Verhalten stand im Widerspruch zu den friher
erwdhnten Versuchen, welche ein zufriedenstellendes Resultat
ergaben. Die Verschiedenheit des specifischen Gewichtes der
zu den Versuchen verwendeten Milchsorten konnte nicht von
Einfluss auf die Aussalzung gewesen sein, denn wurden die
specifischen Gewichte durch Zugabe von destillirtem Wasser
gleichgestellt oder mehr oder weniger verdndert, so {ibte das
keinen Einfluss auf die Aussalzung aus.
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Zum Schlusse wurden die Milchproben, um zum Ziele zu
gelangen, durch 24 stlindiges Aufrahmenlassen und durch nach-
heriges Centrifugiren moglichst gut entfettet. Die Aussalzung
gelang hierauf in kiirzester Zeit vollkommen. Nach dem Ein-
tragen des Magnesiumsulfats und nach kurzem Mischen nahm
die Milch eine dickliche Consistenz an. Brachte man die Masse
auf das Filter, so tropfte ein wasserklares Filtrat bis zum
Trockenwerden des Niederschlages ab.

Wie ich mich spdter noch durch andere Versuche be-
lehrte, gibt stets das unvollstindig entfernte Fett das Hinder-
niss flir die Aussalzung der Milch mit dem Natriumsulfat ab,
denn ist der Fettgehalt ein geringer und iibersteigt er nicht
ungefdahr 0-25%,, so gelingt die Aussalzung zwar langsam,
aber immer.

Der nach Analogie der fritheren Versuche ausCaseinogen-
calcium und Fett bestehende Niederschlag a wird auf dem
Filter mehrere Male mit Alkohol, hierauf mit Ather gewaschen,
getrocknet und gewogen. Das Gewicht des aus 20 c¢m® Milch
ausgesalzenen Niederschlages der Substanz a betrdgt 0-65 g.
Dasselbe ist somit gegeniiber den Analysen des Coagulations-
filtrats etwas grosser und ist durch Salzgehalt des Nieder-
schlages zu erkldren. Um daher das wirkliche Gewicht der
Substanz a durch Eliminirung der eingeschlossenen Krystalle
zu erfahren, wird der Niederschlag im Wasser geldst, mit Essig-
saure gefdllt, auf dem Filter gesammelt und wiederholt mit
Wasser gewaschen. Das Gewicht reducirt sich dann auf circa
0-57 g, also anndhernd auf dieselbe Zahl, die sich aus den
fritheren Analysen derselben Milch ergeben hat.

Das Filtrat des Niederschlages der Substanz a (welcher
durch die Aussalzung der Milch mit Na,SO, erhalten wurde)
fallte ich mit Uberschiissiger concentrirter Essigsdure und
filtrirte es dann. Der auf die Art gewonnene Niederschlag der
Substanz a wiegt, nachdem er Ofter mit Wasser gewaschen
und schliesslich getrocknet wurde, 0°07 &. Also es wurde
wieder dieselbe Menge der Substanz & gefunden wie bei den
fritheren Analysen derselben Milch. Auch hier muss die grosse
zur Ausscheidung der Substanz & ndthige Essigsduremenge
besonders hervorgehoben werden.
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Das Filtrat der Substanz &, welches vdllig klar war,
erwies sich nicht frei von einer weiteren Eiweiss-
substanz. Durch weiteren Essigsdurezusatz war zwar
in demselben keine Veranderung in der Kédlte hervor-
zurufen, aber es triibte sich beim Kochen sehr auf-
fallend und gab auch alle anderen Eiweissproben.
Diese Substanz ist das Lactalbumin (und Lacto-
globulin).

Die beiden Eiweisssubstanzen, welche aus der
reinen Kuhmilch theils durch Aussalzung mit dem
Natriumsulfat, theils durch Essigsdurefdllung ge-
wonnen wurden und welche beide phosphorhidltig
sind, zeigen auch in ihrem Verhalten zum Lab die-
selben Erscheinungen wie die analogen Eiweiss-
korper, welche aus dem Coagulationsfiltrat der Milch
dargestellt worden sind. Es ist daher kein Grund vor-
handen, sie fiir etwas anderes zu halten.

Die Substanz a ist kalkhaltig, die Substanz & (im
ausgesalzenen Zustande) kalkfrei.

Das Erscheinen einer dritten Substanz im Filtrate der aus
der reinen Kuhmilch gefallten Substanz & steht nicht im Wider-
spruche zu den fritheren Versuchen. Diese dritte Substanz,
welche dem Lactalbumin der Autoren (und dem Globulin Seb.)
entspricht, wurde bei der Coagulation der Milch mit dem
Hiihnereiweiss und Fett zugleich ausgeschieden und durch die
Filtration entfernt. In dem Filtrate der Substanz b konnte daher
kein weiterer Eiweisskorper in Losung bleiben.

Das Natriumsulfat ruft somit in der reinen Milch geradeso
die Aussalzung der Substanz @ hervor, wie in der nach der
angefiihrten Methode coagulirten, und ebenso fillt auch hier
uberschiissige Essigsdure die Substanz & aus dem Filtrate der
Substanz a vollstindig. Nur ist bei der Anwendung der unver-
dnderten Milch im Filtrate der Substanz & noch das Lact-
albumin enthalten.

Zehnte Versuchsreihe.

Um mehrere Anhaltspunkte fiir den Vergleich der aus dem
ofter erwahnten Coagulationsfiltrat dargestellten Korper mit
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denen, welche aus der unveranderten Milch gewonnen wurden,
zu bekommen, wurde bei genau denselben Proben der Flissig-
keiten auch immer genau die Menge der zur Fillung noth-
wendigen Essigsdure (es ist die gleiche bei allen Reactionen
angewendet worden) gemessen, und zwar sowohl bei Anwen-
dung unseres Filtrates, als auch bei unverdanderter Milch.

Als Beispiele sollen einige Versuche erwédhnt werden.

1. 15 ¢m® Milch werden mit 45 cm® concentrirter Glauber-
salzlosung und mit 3 cm® Hilhnereiweiss gemischt und bei
100° C. coagulirt. Das neutralisirte Filtrat wird in zwei Theile
getheilt. Der erste Theil wird mit drei Tropfen concentrirter
Essigsdure versetzt. Eine starke flockige Fallung tritt auf. Im
klaren Filtrate derselben erzeugen 8 cm® concentrirter Essig-
saure wieder eine Fillung. Das Filtrat dieses Niederschlages
erweist sich bei der Vornahme verschiedener Eiweissproben
als eiweissfrei. Der andere Theil des Coagulationsfiltrats wird
mit Natriumsulfat in Substanz ausgesalzen und das Filtrat der
auf die Art erhaltenen Substanz & mit 8 cm® Essigsdure gefallt.
Das Filtrat der Substanz b ist eiweissfrei.

2. 15 cm?® Milch werden mit 45 cm? concentrirter Glauber-
salzlosung gemischt. Nach dem Zusatze von 3—5 Tropfen
concentrirter Essigsdure tritt in der Fliissigkeit eine gross-
flockige Fillung (@) auf. In dem Filtrate ist durch 8 cm’® Essig-
saure keine Fillung zu bewirken, auch durch weiteren Essig-
sdurezusatz nicht. Wird aber das letztgenannte Filtrat nach-
traglich mit dem Natriumsulfat gesattigt, so scheidet sich sehr
langsam ein Niederschlag aus. Versetzt man das Filtrat des
Niederschlages (@) zuerst mit festem Natriumsulfat (bis zur
Sattigung) und dann erst mit 8 cm® Essigsdure, so scheidet
sich dieselbe Menge des Niederschlages & aus. In beiden Féllen
triibt sich das Filtrat des Niederschlages » beim Kochen und
gibt auch die gewdhnlichen Eiweissproben. Es enthélt somit
noch das Lactalbumin.

Nach der Abscheidung der Substanz a ist somit im Filtrate
derselben noch ein Eiweisskorper enthalten, der sich aber
dadurch von dem analogen des Coagulationsfiltrats unter-
scheidet, dass er erst aus mit Natriumsulfat gesattigter Losung
durch iberschiissige Essigsdure gefillt wird.
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3. Endlich wurde in reiner Milch bei Vermeidung der
Anwendung von Natriumsulfat von vornherein die Ausféallung
der Eiweisskorper mit Essigsdure versucht:

15 em® Milch wurden mit 45 cm® Wasser gemischt. Auf
Zusatz von 3—95 Tropfen concentrirter Essigsdure entsteht in
der Fliissigkeit ein grobflockiger Niederschlag. Das klare Filtrat
des Niederschlages wird durch {iberschiissige Essigsdure nicht
gefallt. Wird der Versuch wiederholt und das Filtrat des mit
wenig Essigsdure erhaltenen Niederschlages zunédchst mit
Natriumsulfat geséattigt, so entsteht nach langerer Zeit eine
schwache Fallung. Im Filtrate dieses Niederschlages ruft iiber-
schiissige Essigsdure (etwa 8 cim®) nochmals eine Fallung hervor.

Der Versuch zeigt, dass durch die Essigsdure das ur-
spriingliche Caseinogen gefallt wird, aber nicht vollstdndig.
Der im Filtrat enthaltene Rest des Caseinogens wird durch die
Natriumsulfatwirkung gespalten in die Substanzen a und &.

Schlussbemerkungen zu den Glaubersalzversuchen.

Wir kommen nun zur Erérterung der Frage, ob die beiden
Substanzen a und b als solche unverbunden sind oder ob sie
bei Anwendung von Natriumsulfat in der oben besprochenen
Weise durch Spaltung des urspriinglichen Caseinogens der
Milch entstanden sind.

Diese Frage wird beantwortet durch den Versuch, bei
welchem durch wenig Essigsdure aus der nur mit Wasser
verdinnten Milch der grosste Theil des Caseinogens gefallt
worden ist und in dessen Filtrat durch Aussalzen nur mehr
wenig vom Korper ¢ und 4 gefunden worden ist.

Es muss geschlossen werden, dass die Substanzen @ und &
zum urspriinglichen Caseinogen chemisch verbunden sind, weil
beide Substanzen nicht gleichzeitig durch wenig Essigsdure
gefallt werden, sondern dass es nur bei der Substanz a der
Fall ist, widhrend & aus der reinen wisserigen Losung Uber-
haupt durch die Essigsdure schlecht gefillt wird. Wenn man
an ein Mitreissen der Substanz b bei Zusatz von wenig Essig-
saure denken wiirde, so wiirde das schon an und fir sich auf
eine innigere Beziehung von a und b hinweisen, d. i. auf eine
chemische Verbindung.
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Aus allen Versuchen muss daher der Schluss gezogen
werden, dass neben dem Lactalbumin (und Sebelien’s Glo-
bulin) nur ein einziges Caseinogen in der Milch da ist. Dieses
Casefnogen wird durch Natriumsulfat in grosserer Menge in
zwei Substanzen gespalten, und zwar in die friiher beschrie-
benen Substanzen a und .

Die Frage ist noch nicht entschieden, ob allein schon
durch den Zusatz von drei Volumtheilen gesittigter Natrium-
sulfatiésung die Spaltung bewirkt wird, oder erst dann, wenn
durch Séattigung mit Natriumsulfat oder durch Zusatz von
Essigsaure die Fallung erfolgt ist.

II. Versuche mit Magnesiumsulfat.
Erste Versuchsreihe.

Dass das Caseinogen der Milch durch das Magnesium-
sulfat zur Ausscheidung gebracht werden kann, ist ldngst
bekannt. Hoppe-Seyler und Tolmatscheff bedienten sich
schon der Methode zur Darstellung des Caseins. Welchen Ei-
weisskorper jedoch das Filtrat dieses Caseins noch iiberhaupt
geldst enthilt, ist noch nicht sicher entschieden. Arthus (Arch.
de physiol,, 25) erhielt beim Erhitzen des Filtrats von dem mit
Magnesiumsulfat, Chlornatrium, Essigsdure etc. erhaltenen
Casein ein Coagulum, welches in Fluornatrium unléslich war,
also nicht aus Casein bestand. Er halt diesen Korper fiir Lacto-
globulin und Lactalbumin.

Halliburton féllt die Milch mit Magnesiumsulfat so voll-
standig, dass in der Molke nur das Lactalbumin zuriickbleibt.
Neben dem Casein und Lactalbumin vertheidigt die Existenz
des Lactoglobulins auch Sebelien (. c.).

Die folgenden Untersuchungen der Milch mit dem Magne-
siumsulfat geschahen in &#hnlicher Weise wie die Unter-
suchungen mit Natriumsulfat.

Das zu den Versuchen verwendete Magnesiumsulfat wurde
durch Abdampfung einer concentrirten Losung bei 50° C. dar-
gestellt. Die concentrirte Losung enthilt gleiche Theile von
Salz und Wasser und wird durch langsames Abdunsten der
Flissigkeit bis zur Krystallbildung erhalten.
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Das Bittersalz wurde der Milch theils in Substanz und im
Uberschuss, theils in gesittigter Losung zugesetzt. Um die
Concentrationsgrenze, bei welcher die Milch von der Bittersalz-
16sung gefallt wird, festzustellen, wurde die Ldsung einer
gemessenen Milchmenge mittelst der Biirette von 0°5 cm’® zu
0-5 cm?® zugetropft. Wie bei den Glaubersalzversuchen wurde
auch hier der Eintritt der Féallung bei der Zimmertemperatur,
d.i. bei 18—20° C, dann bei 50° C. und endlich bei 100° C.
bestimmt.

Wird die Kuhmilch mit Magnesiumsulfat (durch Eintragen
des Salzes in Substanz und im Uberschuss) gesittigt, so wird
sie sehr rasch (nach wenigen Minuten) gefallt, indem sie sich
in eine rahmartige, dickliche Masse umwandelt. Aufs Filter
gebracht, fliesst von dem Niederschlag ein wasserklares Filtrat
langsam ab. Das Filtrat gerinnt beim Kochen und triibt sich
auf Essigsdurezusatz in der Kilte.

In der Kalte erfolgt auf Zusatz von:

8 cm?® Losung zu 2 em® Milch Féllung.

7 cm’® 3 cm?
6 cm’ 4 cm?®
3 cm?® S com? keine Fillung.
4 cm?® 6 cm’

Bei 50° C. geben:

8 em® Losung und 2 em® Milch Fallung.

7 cm? 3 cem?
6 cm’® 4 cm?
S em’ 3 cm’
4 cm? 6 cm’
3 cm? 7 cm® keine Fallung.
2 cm?® 8 cm?

Bei der Siedetemperatur, d.i. bei 100° C, fillt noch
1 Theil der Losung 8 Theile Milch.

Das Bittersalz besitzt somit fiir die Milch ein viel starkeres
Fallungsvermogen als das Glaubersalz, In der Kilte fillen
6 Theile Bittersalzlosung 4 Volumtheile Milch, wahrend die
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Milch von der concentrirten Glaubersalzlosung in keinem
Mischungsverhéltniss in der Kélte gefdllt wird.

Bei der Temperatur von 50° C. werden 6 Theile Milch
noch von 4 Theilen Bittersalzlosung gefillt. Dem gegeniiber
fallt die Natriumsulfatlosung die Milch bei 50° C. erst bei dem
Verhaltniss von 1 Theil Milch zu 20 Theilen Losung.

Bei der Siedetemperatur fallt 1 Theil Magnesium-
sulfatlésung 8 Theile Milch, die Natriumsulfatlosung aber nur
1 Theil Milch. In der Siedehitze ist somit das Fallungsvermogen
der Bittersalzlosung ungefdhr achtmal so gross als jenes der
Glaubersalzldsung.

Zweite Versuchsreihe.

Zur Beantwortung der Frage, ob die mit der concentrirten
Bittersalzlosung und mit Hithnereiweiss gemischte und dann
bei 100° C. coagulirte Milch auch noch eine aussalzbare und
eine im Filtrate der ausgesalzen mittelst Essigsdure fallbare
Eiweisssubstanz enthalt, wurden die mit dem Natriumsulfat
angestellten Versuche hier wiederholt.

1. 30 Theile Magermilch werden mit 30 Theilen Magne-
siumsulfatlosung und mit einigen Tropfen Eiweiss gemengt
und bei 100° C. coagulirt. Eine sehr starke Gerinnung tritt auf.
Gibt man die Masse auf das Filter, so tropft langsam ein triibes
Filtrat ab. Das Filtriren hort nach einigen Minuten ganz auf.
Der Versuch ist somit misslungen.

2. 50 Theile Milch werden mit 25 Theilen Bittersalzldosung
und mit etwas Hilhnereiweiss gemischt und bei 100° C. coagu-
lirt und filtrirt. Das Filtrat ist wieder triib. Ebenso geben
6 Theile Milch und 4 Theile Losung, sowie 7 Theile Milch
und 3 Theile Losung ein schlechtes Resultat. Bei dem Ver-
hiltnisse von 8 Theilen Milch und 2 Theilen Losung entsteht
zwar ein reines, klares Coagulationsfiltrat, neutralisirt man
jedoch dasselbe und versetzt es mit tiberschiissigem Bittersalz,
so werden nur minimale Mengen der Substanz a ausgeschieden.

Offenbar ist bei der genannten Concentration der grosste
Theil des Caseins durch das Coaguliren und Filtriren entfernt
worden, so dass nur ein kleiner Theil desselben im Filtrate
geldst blieb. Wurde das Mischungsverhéltniss von Lésung und

Sitzb. d. mathem.-naturw. Cl.; CVI. Bd., Abth. III. 10
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Milch nach der einen oder anderen Seite abgedndert, so war
entweder das Coagulationsfiltrat triib, oder in demselben war
durch Aussalzung keine Eiweisssubstanz zu erhalten. Das
Bittersalz weicht somit auch in dieser Hinsicht vondem Glauber-
salz ab und eignet sich in der angeflihrten Art nicht zur
Wiederholung der Glaubersalzversuche.

Dritte Versuchsreihe.

In glaubersalzhédltiger Milch findet jedoch durch
das Magnesiumsulfat eine Trennung der beiden Ei-
weissstoffe in demselben quantitativen Verhaltnisse,
wie es durch die Sattigung der Milch mit Glaubersalz
geschieht, statt. Dies ergibt sich aus dem nach-
folgenden Versuche:

20 c¢me® Milch werden nach der frither angefiihrten Methode
coagulirt und filtrirt In das neutralisirte, klare Filtrat wird
Bittersalz im Uberschuss eingetragen. Nach langem Mischen
scheidet sich ein feinflockiger Niederschlag a aus. Das Filtrat
dieses Niederschlags gerinnt beim Kochen und wird von tiber-
schiissiger Essigsédure in der Kélte gefillt. Die zur vollstandigen
Fillung nothige Menge Essigsdure ist eine sehr grosse. Im
Filtrate der mit Essigsaure geféllten Substanz & ist kein Ei-
weisskorper mehr enthalten.

Zur Bestimmung des quantitativen Verhiltnisses der
Substanzen a und & wird der Versuch wiederholt, so zwar,
dass das ganze Filtrat der ausgesalzenen Substanz a mit Essig-
sdure gefallt wird.

Der Niederschlag a, welcher zahlreiche kleine Krystalle
einschliesst, wird im Wasser gelost, mit Essigsdure gefillt, mit
Wasser gewaschen und gewogen. Sein Gewicht ist 050 ¢
(gegentiber 0-47 g der Glaubersalzversuche). Der mit Wasser
gewaschene und getrocknete Niederschlag & wiegt 0-08 ¢
(gegentiber 0-07 g der Glaubersalzversuche).

Die quantitativen Verhéltnisse der Substanzen a und &
nach der gegenwirtigen Analyse stimmen also anndhernd mit
jenen der Glaubersalzversuche (iberein. Die Ubereinstimmung
ist auch in Hinsicht auf das Verhalten zum Lab und in Hinsicht
auf den Phosphorgehalt vorhanden, und man ist wohl berechtigt,
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den Schluss zu ziehen, dass in dem Coagulationsfiltrat der
Milch sich die Substanz @ von der Substanz & durch das Bitter-
salz gerade so trennen ldsst, wie durch das Glaubersalz.

Vierte Versuchsreihe.

Dass das Bittersalz in der reinen, durch Auf-
rahmung oder durch das Centrifugiren von Fett
moglichst befreiten Milch die Ausscheidung eines der
beiden besprochenen Eiweisskdrper auch hervorruft,
weisen die nachfolgenden Versuche nach:

40 c¢m® Magermilch (schwach alkalische Reaction, spec.
Gewicht 1+035, Fettgehalt 0°25°/,) werden mit festem Magne-
siumsulfat im Uberschuss versetzt und einige Minuten geriihrt.
Die Milch verwandelt sich in eine dickliche, syrupartige Masse.
Die Aussalzung ist erfolgt. Aufs Filter gebracht, tropft von dem
Niederschlag a ein klares Filtrat ab.

Der Niederschiag a wird in einer Reibschale mit ab-
solutem Alkohol verriihrt, filtrirt und zur Befreiung von Fett
mehrere Male hintereinander mit Ather gewaschen.

Der trockene Niederschlag a, welcher ein weisses, staub-
feines Pulver darstellt und der Substanz a der fritheren Ver-
suche entspricht, wiegt sammt zahlreichen eingeschlossenen
Krystallen 1-63 g. Wird er in destillirtem Wasser geldst, mit
Essigsaure ausgefallt, mit Wasser gewaschen, gesammelt und
getrocknet, so verringert sich sein Gewicht bis zu 1 128 ¢
(pro 20 cm® Milch 0-56 g), also bis zu einer Zahl, welche das
Gewicht der mit Glaubersalz geféllten Substanz a nicht sehr
erheblich Uibersteigt (047 9).

Das Filtrat der Substanz a triibt sich beim Kochen und
wird von einer grossen Menge Essigsdure in der Kilte gefillt.
Der gesammelte, mit Essigsdure hervorgerufene Niederschlag
oder die Substanz b mit Wasser gewaschen und dann im
Exsiccator getrocknet, wiegt 0° 10 g (gegeniiber von 0-08 g bei
den Glaubersalzversuchen). Eine Probe des Niederschlags 16st
sich im Wasser nicht, aber sofort in 19/, Natroncarbonatlésung.
In dieser Losung gerinnt er nicht beim Kochen.

Das Filtrat der Substanz & triibt sich nicht auf weiteren
Zusatz von Essigsaure, gibt jedoch beim Kochen eine deutliche

10#
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Triibung. Es enthalt somit noch einen Eiweisskorper gelost.
Auf einen Eiweisskorper in dem Filtrate der Substanz o
weisen auch mehrere Eiweissproben, wie das Millon’sche
Reagens, die Biuretprobe, die Xanthoproteinprobe etc. hin.
Dieser Eiweisskorper ist das Lactalbumin (und Sebelien’s
Lactoglobulin).

Bei der coagulirten Milch konnte das Lactalbumin (und
Globulin) nicht in dem Filtrate der Substanz & erscheinen, weil
es durch die Coagulation und Filtration mit dem Hiihnereiweiss
und Fett zusammen entfernt worden ist.

Beide Eiweissstoffe enthalten Phosphor, die Sub-
stanz @ auch Calcium. IThr Verhalten zum Lab ist nicht
das gleiche.

Die Substanz a gerinnt in neutraler Losung auf
Labzusatz. Werden dem Filtrate der Substanz a einige
Tropfen 19/, Chlorcalciumlésung unddannein Tropfen
Glycerinlabextract zugefiigt, so ist in der auf 44° C.
erwdrmten Fliissigkeit nur eine dusserst schwache
Tribung wahrzunehmen, obwobl durch Essigsdure allein
eine deutliche Fédllung und beim Erwdrmen einer Probe auf
100° C. eine deutliche Coagulation eintritt.

Man konnte wohl annehmen, dass das Magnesiumsulfat
die Ausscheidung des Albuminstoffes durch Lab hindert. Fallt
man aber das Filtrat der Substanz a mit Essigsdure und elimi-
nirt auf die Art das Bittersalz, 16st die Substanz & in kohlen-
saurer Natronlosung, neutralisirt und untersucht wieder mit
Lab, so ist der Erfolg kein besserer.

Bei den Glaubersalzversuchen ist die Ausscheidung der
Substanz a aus einer urspriinglich stark alkalischen und dann
erst neutralisirten Fliissigkeit erfolgt. Um daher dem Einwande
zu begegnen, dass die Milch selbst gewdhnlich schwach alka-
lisch reagirt und daher unter den Versuchen keine Analogie
hinsichtlich der chemischen Reaction der Fliissigkeiten herrscht,
wurde die Milch vor der Aussalzung mit Magnesiumsulfat neu-
tralisirt. Das quantitative Verhdltniss der beiden in der ange-
gebenen Weise gewonnenen Eiweissstoffe erfuhr dadurch keine
Anderung. Die beiden Substanzen verriethen auch keine Ande-
rung in ihren chemischen Eigenschaften.
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Damit zwischen den Versuchen mit dem so oft schon an-
gefiihrten Coagulationsfiltrat und der reinen Milch eine Analogie
ist, wurde die Milch vor dem Eintragen des Bittersalzes mit der
dreifachen Menge gesittigter Glaubersalzlosung versetzt. Dies
anderte jedoch keineswegs die Untersuchungsresultate.

Aus Allem folgt, dass das Bittersalz in der reinen Milch
dieselbe Ausscheidung hervorruft, wie in dem Coagulations-
filtrat und dass die durch dasselbe getrennten Eiweisskorper
dieselben Eigenschaften besitzen, wie die durch das Glauber-
salz isolirten.

III. Versuche mit Chlornatrium.

Erste Versuchsreihe.

Wie bei den friiheren Versuchen wurde auch hier zur Prii-
fung der Kuhmilch das Steinsalz theils in Substanz, theils in
gesittigter Losung verwendet.

Zur Darstellung der gesattigten Chlornatriumlésung wurden
33 Theile Steinsalz mit 100 Theilen Wasser gemengt, auf 50°
erwidrmt und zum Abdunsten gebracht.

Wird die Kuhmilch mit festem Chlornatrium im Uberschuss
versetzt, so tritt nach langerem Riihren und nach eingetretener
Sattigung in der Kélte Fallung auf. Die Milch nimmt hiebei eine
syrupartige Consistenz an. Gibt man die Masse aufs Filter, so
tropft langsam ein wasserklares, etwas griinlichgelb gefarbtes
Filtrat ab. Versetzt man das Filtrat mit Essigsaure, so triibt es
sich stark, es enthilt somit noch Eiweissstoffe gel&st.

Mischt man die Milch in steigendem Verhaltnisse mit con-
centrirter Chlornatriumldosung, so wird Folgendes beobachtet.

In der Kédlte rufen hervor:

2 Theile Milch und 2 Theile Losung. .keine Fillung.
2 3
2 4
2 5
2 6
2 8
1 Theil 5
1 10
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In der Kilte wird die Milch von der Steinsalzldsung gar
nicht gefallt.
Bei 50° C. zeigen:

2 Theile Milch und 2 Theile Lésung. .keine Fallung.
2 3

2 5

2 6

1 Theil 4

1 8 deutliche

Bei 100° C. rufen hervor:

2 Theile Milch und 1 Theil Lésung .keine Fallung.
2 2 Theile

2 3

2 4

2 6

Die concentrirte Chlornatriumldsung hat somit in der Kélte
kein Féllungsvermdgen und bei 50° C. nur ein schwaches
Fallungsvermdgen fiir die Milch. Bei der Siedehitze ist das
Fallungsvermdgen ziemlich gross. Das Féllungsvermodgen des
Chlornatriums fiir die Milch ist also im Allgemeinen grosser als
das des Natriumsulfats und Kkleiner als das des Magnesium-
sulfats.

Beziiglich der Opalescenz zeigen die mit Chlornatrium vor-
genommenen Versuche eine Ahnlichkeit mit jenen des Natrium-
sulfats. Auf 50° erwédrmte und bei derselben Temperatur filtrirte
Proben liefern fast klare Filtrate, welche ihre Durchsichtigkeit
nicht dndern.

Bis zu 50° C. erwarmte und kalt filtrirte Proben lassen in
ihren Filtraten eine schwache Tribung und Opalescenz er-
kennen.

Ein &hnliches Verhiltniss wie bei den letztgenannten
Proben wird auch bei bis zu 100° C. erwédrmten Proben beob-
achtet.

Das beweist, dass bei den genannten Temperaturen in der
kochsalzhaltigen Milch keine vollstdndige Coagulation statt-
findet, sondern dass ein Theil des entstandenen Pricipitates auf
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Rechnung der Aussalzung zu bringen ist, in der erkalteten
Flussigkeit sich 16st und die Triibung und Opalescenz hervor-

ruft.
Zweite Versuchsreihe.

30 cme® Milch werden mit 90 em® Chlornatriumlésung und
mit einigen Tropfen Hihnereiweiss gemischt und bei 100° C.
zur Gerinnung gebracht. In dem neutralisirten Coagulations-
filtrat scheidet sich auf Uberschiissiges, festes Chlornatrium
fast gar kein Niederschlag aus, dagegen ruft die Essigsdure
darin eine sehr starke Fallung hervor. Offenbar ist neben dem
Albumen auch ein Theil der Eiweisskorper der Milch coagulirt
und beim Filtriren entfernt worden. Das Chlornatriumeignet
sich somit ebensowenig wie das Magnesiumsulfat zur
Wiederholung der Glaubersalzversuche.

Zu entscheiden bleibt noch, ob das CINa die Substanz a
in der glaubersalzhéltigen Milch (im Coagulations-
filtrat) aussalzt. Zu dem Behufe wurden 20 cm® Milch nach
der oft genannten Methode coagulirt und das neutralisirte Filtrat
wurde mit {iberschiissigem Steinsalz versetzt und gemischt.

Hiebei scheidet sich die Substanz a sehr langsam aus. Sie
wird filtrirt und in ihrem Filtrat die Substanz & mittelst tiber-
schiissiger Essigsaure zur Fallung gebracht.

Die mit feinen Krystallen gemischte zdhe Substanz a wird
im Wasser geldst, mit Essigsdure ausgeféllt, mit Wasser ge-
waschen, getrocknet und gewogen. Ihr Gewicht betrdgt an-
ndhernd 0-50, wahrend dasselbe bei der Substanz & 0-06
gefunden wird. Die Zahlen stimmen mitden durch Aus-
salzung der Substanzen mittelst Magnesiumsulfat
und Natriumsulfat erhaltenen anndhernd lberein.

In dem Verhalten zum Lab gleichen diese Eiweiss-
stoffe den durch die Glaubersalzfallung erhaltenen.
Beide enthalten Phosphor.

Das Filtrat der Substanz & triibt sich auf weiteren Essig-
saurezusatz nicht, triibt sich nicht beim Kochen, gibt auch nicht
die fiir die Eiweissstoffe charakteristischen Farbenreactionen.

Das Filtrat der unter den oberwdhnten Verhiltnissen co-
agulirten Milch enthélt demnach ausser den beiden Substanzen a
und & keinen weiteren Eiweisskdrper.
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Dritte Versuchsreihe.

Um schliesslich die Gewissheit zu haben, dass
das CINa in der reinen Milch dieselben Verdnde-
rungen hervorruft, wurde die Milch direct mit ClNa
ausgesalzen.

Nach langerem Rihren der mit tiberschiissigem Steinsalz
versetzten Milch erhilt dieselbe eine dickliche Consistenz. Die
Eiweisssubstanz @ scheidet sich aus. Wird die Masse
aufs Filter gebracht, so tropft von ihr ein klares Filtrat ab.

Die Substanz a trocknet auf dem Filter zu einer krusten-
artigen, brockligen Masse ein. Im Wasser ist sie 16slich und mit
Essigsaure wieder total fillbar.

Das Filtrat der Substanz a gerinnt beim Kochen und wird
nach Zusatz von liberschiissiger Essigsdure in der Kalte geféllt.

Nach dem Abscheiden der Substanz & mittelst
Essigsdure, von welcher eine grosse Menge genommen
werden muss, ist in dem Filtrate auf weiteren Essigsaurezusatz
weder inder Kédlte, noch inderSiedehitze eine weitere
Fallung hervorzubringen. Wird jedoch das Filtrat der Sub-
stanz & vorsichtig mit Natriumcarbonat neutralisirt und dann
gekocht, so triibt es sich zum Beweise, dass es nicht eiweiss-
frei ist. Die Triibung ist tibrigens auch nach dem Ubersittigen
mit CINa durch Kochen zu erreichen. Die Eiweisssubstanz, um
die es sich hier handelt, ist das Lactalbumin (und Lacto-
globulin).

Zur Abschédtzung des quantitativen Verhéltnisses
der Substanzen a und & wurde die Substanz a mittelst
Alkohol und Ather entfettet, getrocknet und gewogen. Die Sub-
stanz b wurde auf einem gewogenen Filter mit Wasser ge-
waschen, getrocknet und dann ihr Gewicht bestimmt.

Das Gewicht der Substanz a betrug 0-50, das der Sub-
stanz & 0-08. Die Gewichte stimmen also mit den bei den
friiheren Aussalzungen gefundenen Werthen (bei Natrium-
sulfat 057 fir @, 0-07 fir b; bei Magnesiumsulfat 0-56 fir a
und O 10 fir &) anndhernd iiberein.

Zum Lab verhalten sich beide Substanzen dhnlich wie bei
den fritheren Versuchen mit Magnesium- und Natriumsulfat.
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Die Substanz a ist calciumhédltig. Wird sie jedoch
m Wasser geldst und daraus mit Essigsédure gefallt, getrocknet
und verascht und dann wieder auf Ca gepriift, so erscheint sie
kalkfrei. Der ganze Kalk ist offenbar durch die Essigsdure von
der Caseogensubstanz abgespalten worden und in das Filtrat
tibergegangen.

Die mit Essigsdure gefédllte Substanz b ist kalk-
frei. Sie erweist sich auch dann, wenn sie statt mit Essigsaure
gefillt zu werden, mit Magnesiumsulfat in Substanz ausgesalzen
und mit concentrirter Bittersalzlosung gewaschen wurde, als
kalkfrei.

Die vorangefiihrten Versuche lehren, dass das Chlornatrium
bei der Aussalzung der Milch dem Natrium- und Magnesium-
sulfat sich analog verhdlt. Hiebei ist es gleichgiltig, ob die Aus-
salzung in dem nach unserer Methode bereiteten Coagulations-
filtrat oder in der reinen Milch geschieht. Das Filtrat der aus
der reinen Milch erhaltenen Substanz & enthélt noch Lact-
albumin (und Globulin). Im Coagulationsfiltrat kann das Lact-
albumin, wie schon erwihnt, nicht vorkommen, weil es durch
die Coagulation mit dem Albumen und mit Fett zugleich ent-
fernt worden ist.

IV. Die Aussalzung mit zwei Salzen.

Erste Versuchsreihe.

In dem Filtrate der mit Natriumsulfat, Magnesiumsulfat
oder Chlornatrium aus der Kuhmilch gefillten Eiweisssubstanz a
wird durch ein anderes Salz dieser Reihe auch die Substanz &
gefdllt oder ausgesalzen. Die Aussalzung findet in dem Coagu-
lationsfiltrat geradeso statt, wie in der reinen Milch. Durch
gleichzeitiges Eintragen von zwei Salzen in das Coagulations-
filtrat oder in die reine Milch werden beide Substanzen a und &
zugleich ausgesalzen. Dies ergibt sich aus den nachfolgenden
Versuchen:

a) 20 cm® Milch werden nach der aus den fritheren Ver-
suchen bekannten Methode coagulirt und filtrirt. Das neutrali-
sirte Filtrat wird mit iberschiissigem Natriumsulfat gemischt.
Die Substanz a scheidet sich aus. Das Filtrat derselben wird
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mit iberschiissigem Steinsalz versetzt und geriihrt. Die Fliissig-
keit triibt sich durch die ausgeschiedene Substanz 4. In dem
Filtrate der Substanz & weisen weder die Essigsdure noch
Farbenreactionen weitere Eiweisskorper nach.

b) In dem Filtrate der mit Natriumsulfat ausgesalzenen
Substanz a salzt Uberschiissiges Magnesiumsulfat die Sub-
stanz & aus. Das Filtrat der Substanz & ist eiweissfrei.

¢) Das Coagulationsfiltrat wird gleichzeitig mit einer
Mischung von Natrium- und Magnesiumsulfat versetzt und
gertihrt. Eine starke Fallung tritt auf. In dem Filtrate ist kein
Eiweisskorper nachweisbar. Es sind somit sowohl die
Substanz a, als auch die Substanz & ausgesalzen
worden.

Zweite Versuchsreihe.

Wird statt dem Coagulationsfiltrate reine Milch
zu den Aussalzungsproben verwendet, so ist das Re-
sultat dasselbe wie bei den vorangefiihrten Ver-
suchen.

a) Vor dem Aussalzen der Milch mit Natriumsulfat wird
dieselbe durch Aufrahmung und nachheriges Centrifugiren
moglichst entfettet. In dem klaren Filtrat der Substanz a fallt
uberschiissiges CINa die Substanz &. Das Filtrat der letzteren
enthdlt noch Lactalbumin.

b) In dem Filtrate der mit Natriumsulfat ausgesalzenen
Substanz a salzt das Bittersalz die Substanz & aus.

¢) Durch gleichzeitiges Eintragen von Natrium- und Magne-
siumsulfat in die Milch werden beide Substanzen a und &
ausgesalzen. In ijhrem Filtrate ist noch Lactalbumin nach-
weisbar.

d) 20 cm’ Magermilch werden mit CINa ausgesalzen. Im
Filtrate der Substanz & salzt {iberschiissiges Magnesiumsul-
fat die Substanz b aus. ,

Eine Probe der Substanz & 16st sich schnell in destillirtem
Wasser und triibt sich in wasseriger Losung nicht beim Kochen.

Eine andere Probe der im Wasser gelosten und mit einigen
Tropfen 19/, Chlorcalciumlgsung versetzten Substanz & gibt
auf Labzusatz bei 44° C. eine hochst schwache Triibung.
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In dem Filtrate der mit Magnesiumsulfat ausgesalzenen
Substanz & ist noch ein Eiweisskorper enthalten, denn dasselbe
gerinnt beim Kochen und triibt sich auf Essigsdurezusatz, wird
aber vom Labextract nicht beinflusst. Diese Substanz ist das
Lactalbumin.

e) 20 cm® Milch werden im Uberschusse mit Bittersalz
versetzt und bis zur eingetretenen Féllung im Becherglase ge-
rithrt, dann filtrirt. Das klare Filtrat wird in zwei Theile getheilt.
In den einen Theil wird Steinsalz, in den anderen Glauber-
salz eingetragen. Nach langerem Riihren tritt in beiden Theilen
eine starke Triilbung auf, zum Beweise, dass eine Aussalzung
stattgefunden hat.

In dem mit Magnesiumsulfat geséttigten Filtrat der Sub-
stanz a hat also sowohl das CINa, als auch das Na,SO, die
Substanz & ausgesalzen. In den Filtraten der Substanz b ist
noch die coagulirbare Substanz Lactalbumin nachweisbar.

f) Durch gleichzeitiges Eintragen von C1Na und Mg SO,
in die reine Milch werden die Substanzen a und & zusammen
geféllt (Caseinogen). Im Filtrate ist noch das Lactalbumin ent-
halten.

V. Schlussfolgerungen.

Als Ergebnisse unserer Untersuchungen sind folgende an-
zufiihren:

1. Hammarsten’s Angabe, dass in der Kuhmilch nur
einerlei Caseinogen (Casein) vorkommt, konnte bestatigt werden.

2. Durch Séttigen mit Natriumsulfat, Magnesiumsulfat und
Chlornatrium wird, wenn jedes Salz flir sich angewendet wird,
das Caseinogen nicht im unverdnderten Zustande ausgesalzen,
sondern in zwei phosphorhiéltige Eiweisskorper gespalten, da-
her jene Autoren, welche durch Anwendung eines einzigen der
genannten Salze das Caseinogen aus der Milch zu isoliren
suchten, nicht das unverdanderte Caseinogen, sondern ein Spal-
tungsproduct desselben, das sich ihm &dhnlich verhélt (unsere
Substanz a), analysirten.

3. Unverdndert wird das Caseinogen ausgefallt aus der
reinen Kuhmilch durch wenig Essigsdure; ferner ist es denk-
bar, dass es auch durch gleichzeitige Sattigung mit zweien der
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oben genannten Salze zur Ausscheidung im unveranderten Zu-
stande gebracht werden kann, wofilir die am Schlusse der Ab-
handlung angefiihrten Versuche mit Aussalzung durch zwei
Salze sprechen.

Der Verfasser ist mit der reinen Darstellung und Analyse
der beiden Substanzen @ und & beschiftigt und die Resultate
werden spiater mitgetheilt werden.
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