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??? INLEIDING. Nca de onderzoekingen van Pelouze en Siraon in1840 was men algemeen van meening, dat de kaas-stremming het gevolg was van het zuur worden dermelk en dus als een secundaire werking van demelkzuurgisting moest worden beschouwd. Ham-marsten was de eerste, die aantoonde, dat men tedoen had met een specifieke werking van het leben-zym op de caseine. Sedert dien tyd is er een vryomvangryke literatuur over dit onderwerp eu zyne.verschillende onderdooien verschenen. In een zeer grootaantal punten bestaat nog verschil van meening: zelfsziet men hier on daar de vraag rijzen of de tijd voordorgelyke onderzoekingen wel geacht mag worden reedsto zyn aangebroken, nu de kennis der enzymen in \'talgemeen nog als zoo gebrekkig moet worden be-schouwd. Zeker ware het bestudeeren der maagen-zymen heel wat gemakkelyker, wanneer men, toegerustmet eeno volledige bekendheid met het wezen en dewerkingswyze der enzymen in het

algemeen, denarbeid kon beginnen, maar by gebreke daarvan ismen nog niet genoodzaakt allo onderzoek in dit specialeonderdeel te laten varen. In de laatste jaren is herhaaldelijk do vraag be-handeld, of leb, chymosine, als een afzonderiyk, zelf-standig enzym te beschouwen is. 1



??? Bammarsten heeft reeds in zyne eerste mededeelingover dit onderwerp deze vraag in bevestigenden zinbeantwoord. Hij onderzocht extracten van het maag-slymvlies van zoogdieren en kwam tot het besluit, datdaaruit oplossingen konden worden verkregen, diemelk niet meer tot stolling konden brengen, maarwel in staat waren, bij zure reactie, eiwit te verteren,dat dus pepsine van chymosine kon worden gescheiden. Intusschen werden allengs oude en nieuwe ervarin-gen aan het licht gebracht, waaruit bleek dat, bijneutrale reactie, melk gestremd kan worden, nietalleen door een enzym van het maagslymvlies af-komstig, maar ook door het pancreassap, ja door be-standdeelen van allerlei organen van dieren en zelfsvan planten. Ook eencellige organismen, bacteri??n,bezitten, indien zij tot proteolyse in staat zyn, voor-zoover het onderzoek reikt, allen het vermogen uitmelk kaas te doen ontstaan i). Het samengaan van het vermogen tot proteolyseen tot vorming van kaas uit melk, doet het

vermoedenryzen, dat beide werkingen aan dezelfde stof ge-bonden zijn. Mijn onderzoek had ten doel de juistheid van ditvermoeden te toetsen,* evenwel uitsluitend met be-trekking tot de vraag, of de twee het meest bestu-deerde werkingen van het maagsap der zoogdieren,het verteren van eiwit en het doen stollen van melk,aan twee verschillende enzymen, pepsine en chymosine,dan wel aan een enkel moet?¨n worden toegeschreven. Bij zyn onderzoekingen over pepsine kwam Pekelha-ring tot de, in verband met do mededeelingen van Ham-marsten verrassende, bevinding, dat pepsine, ook nalangdurige digestie met zoutzuur en na zorgvuldige \') Van der Leek, Centralbl. f. Bakteriol. II 2o Abt. XVII, S. 870.



??? zuivering, het vermogen bezit om, bij neutrale reactie,melk te doen stollen. Nencki en Sfeber, die deze bevinding bevestigden,spraken de onderstelling uit, dat pepsine te beschouwenzou zijn als een reuzenmolecule, met onderscheidenezyketens, waarvan de eene, by zure reactie, hydrolysevan eiwit, de andere, by neutrale reactie, stolling vanmelk zou kunnen veroorzaken â€” eene onderstelling,waarby Pekelharing, in eene latere mededeeling, zichaansloot. Pawlow en Parastschuk gingen verder en vatten devertering van eiwit en do vorming van kaas niet opals het gevolg van werking van, twee??rlei atoom-groepen, maar zagen daarin de werking van een endezelfde stof, onder verschillende omstandigheden. Sawjalow meende zelfs de vorming van paracaseineuit caseine als een beginnende digestie van eiwit temogen beschouwen. Do voorstanders der dualiteiteit waren daarmedeechter niet overtuigd. Vooral Schmidt Nielsen sprongvoor de oude opvatting in do bres en

door Bang werdzelfs een derde enzym in het strydperk gevoerd, dathy met den naam parachymoslne bestempelde. Ditzou zich door enkele eigenschappen van do chymosine,het gewone lebenzym, onderscheiden en als hot melk-stremmend enzym van bepaalde diersoorten en ookvan den mensch zyn te beschouwen. Ik heb mij by mynwerk in hoofdzaak bepaald tot de laatste twee vragen;of er inderdaad grond bestaat een afzonderiyk para-chymosine aan te nemen on of men pepsine enchymosine als een of als twee verschillende stoffenmoet opvatten. Dat er zich hierby moeilykheden voor-doen, mogo reeds blykon uit de oneonigheid, die ernog heerscht omtrent deze vragen. Vooral twee be-zwaren treden op den voorgrond: de bereiding van



??? zuivere enzymoplossingen en de juiste bepaling vanhaar melkstremmend en eiwit oplossend vermogen.Daarom meen ik over deze punten afzonderiyk eenigenadere mededeeling omtrent de door mij gevolgdemethoden te moeten doen voorafgaan, alvorens tot deeigenlijke proeven over te gaan. Het enzym heb ikop eenigszins andere wijze bereid, als de meesteonderzoekers. Wat de bepaling der werkzaamheid be-treft, heb ik mij gehouden aan de gebruikeiykemethoden, terwyl ik door andere combinaties en ver-schillende inrichting der proeven getracht heb totmeer klaarheid te komen.



??? Literatuur. In 1872 publiceerde//amma?"sffn 1) zijn eerste onder-zoek over lebwerking; hij toonde aan, dat het enzymde caseine zelf aantast en dat dus het ontstaan vanmelkzuur daarbij geen rol speelt. Reichel en Spiro\')bewezen, dat er by de stremming geen leb verlorengaat, zooals voor echte enzymwerking karakteristiek is.Over dit punt bestaat dan ook geen twijfel. Leb ver-toont volgens Hammarsten veel overeenkomst metpepsine, doch bezit veel minder weerstandsvermogentegen verschillende schadelijke invloeden. Daarom ishet ook moeilyk pepsinevrije leb te bereiden. Hijslaagde er niettemin in door gefractioneerde praeci-pitatie met magnesiumcarbonaat of loodacetaat eeneoplossing te maken, die wel melk deed stremmen,doch geen eiwit oploste. Door langdurig verhitten tot40Â° bij zure reactie wordt leb vernield, terwijl dopepsine grootendeels gespaard blyft. Volgens deze tweemethoden kan men volgens Hammarsten pepsinevryeleb en lebvrye pepsine maken.

Tevens meende hijdaarmee bewezen te hebben, dat leb en pepsine tweeverschillende stoffen zijn. Deze opvatting heeft onderde verschillende onderzoekers hare voor- en tegenstan-ders gevonden. \') ??ober (Jio Milcligorhininip und dio daboi wirltondon Formonlodor MaKenschloimhaut. Rof. Mnly\'a Jnbrosborichto, 1872, S. 118. \') Formontwirkung und Formentvorlnst. Hofra. Boitr. Bd.VI. S. 08.



??? Pekelharing i) beschreef in 1896 eene nieuwe methodeom uit maagsiymvliezen zuivere pepsine te bereiden,waarbij werd gebruik gemaakt van de eigenschap vanhet enzym in zure vloeistoffen op te lossen, terwijlhet weer neerslaat als de aciditeit tot zekeren graaddaalt. Daar dit ook de door mij gebezigde methode is,zal ik in het volgende hoofdstuk eene meer uitvoerigebeschrijving geven. Hoewel de maagslymvliezen bijde bereiding steeds 5 dagen met zoutzuur gedigereerdwerden, en dus volgens Hammarsten geen leb meerkonden bevatten, was het afgescheiden enzym tochin staat melk te doen stremmen. Wel bleek bij deanalyses, dat deze pepsine niet als een zuivere stofmocht beschouwd worden, doch toen het gelukt wasuit het maagsap van een flstelhond pepsine te berei-den, die in verscheidene praeparaten een vry welstandvastige samenstelling bleek te bezitten, vertoondedeze dezelfde eigenaardigheid.Voor verschillendepepsine-praeparaten uit den handel werd hetzelfdegevonden.

Pekelharing sluit zich daarom aan by dekort te voren door Nencki en Sieber^} verkondigdeopvatting, dat Proteolyse en melkstremming werkingenzijn van eenzelfde molecule. Ook 2y komen evenalsPekelharing tot de conclusie, dat pepsine eene eiwit-stof is met zeer labiel en complex samengesteldmolecule, dat waarschijnlijk bestaat uit verschillendeonderdeelen, waarvan elk de drager van bijzondereeigenschappen is. Zy onderscheiden in zulk een reuzen-molecule, behalve een hoofdmiddelpunt, centra van de \') Uobor eine neue Boroitungawoise dos Pepsins. Zoitsciir. f??rPhysiol. Chomio Bd. XXII, S. 233. â€?) Mitthoilun?Ÿon ??bor Popsin. Zoltschr. f. Physiol. Chom. Bd.XXXV, S. 8. V Beitr?¤ge z??r Konntniss dos Magonsaftos Cind dor chemi-schen Zusamonsetznng der Enzyme. Zeitschr. f. Physiol. Chom.Bd. XXXII, S. 291.



??? 2e, 3e en 4e orde voor de afzonderlijke atomen enbestempelen deze onderdeelen met den naam Seiten-molekel. Een dezer Seitenmolekel zou dan de hydroly-tische splitsing van eiwit bewerken, terwijl eenandere de drager zou zyn van de lebwerking. Heteiwit splitsende deel zou waarschynlijk met chloorverbonden zijn; daarvoor pleit, dat de proteolytischewerking door verdund alkali reeds wordt vernield. Pawlow en Parastschuk \') onderzochten maagsap, datzy verkregen uit eene ge??soleerde kleine maag van eenhond. Zij vergeleken de verhouding van stremmendeen digereerende werking onder verschillende omstan-digheden. Voor de bepaling der coagulatie werd hetenzym niet geneutraliseerd. Maagsap, dat onder ver-schillende physiologische omstandigheden, na voedenmet brood, met melk en met vleesch, werd afgeschei-den, vertoonde verschillend proteolytisch vermogen.In het broodsap werden buisjes van Mett het meestaangetast. Door toevoegen van HCl en water werdenvan alle drie soorten gelijke hoeveelheden gemaakt,die bij gelyk

HClgehalte, wat de digestie betreft,aequivalente quantiteiten enzym bevatten. Van alledrie werd de stollingstijd bepaald, die in alle drie ge-vallen gelyk was. De stremmende werking was dus volkomen evenredig met de Proteolyse. In het maagsap, dat na toediening van verschillendvoedsel in elk der achtereenvolgende uren afzonderiykwerd opgevangen, was het enzymgehalte niet gelyk;wel ging sterker Proteolyse samen mot krachtigerstremming. Werd maagsap by zure reactie gedigereerdin de broedstoof, dan verminderde de werkzaamheid; Uebor die oin und domzolbon Eiwoiszfermonto zukom-mondo protoolytischo und Miicli koagnliorondo Wirkung vor-schlodonor Vordnuungssafto. Zoitschr. f. Physiol. chom. Bd.XLII, S. 415.



??? in het afnemen van beide functies was weer duidelykparallelisme waar te nemen. Dezelfde uitkomst werd verkregen, wanneer het saptelkens voor de vermenging met melk werd geneu-traliseerd met bariumcarbonaat. By neutralisatie met soda verdween de stremmendewerking eerder dan de proteolyse. Werd zuur maagsap5 minuten aan verschillende temperaturen van 15 tot62Â° blootgesteld, dan namen beide werkingen weerevenredig met elkaar af. Door toevoeging van verschillende stoffen als chloor-natrium, natriumacetaat, natriumsalicylaat, aceton,alkohol, suiker, gal werd het parallelisme opgehevenen wel in dien zin, dat de digestie geschaad werd,de stremming niet; werd de verontreinigde oplossingechter met zoutzuur verdund en vergeleken met eenoeven sterk verdunde zuivere oplossing, dan werdende uitkomsten weer gelijk bevonden. Met de vermin-derde concentratie van de toegevoegde stof verdweenhaar storende invloed. Aan vernieling van pepsinekon hier dus niet gedacht worden.

Alkalien en alkalische zouten deden ook de leb-werking afnemen, een vermindering der proteolysÂ?}ging daarmee evenwel samen. Voor pancreassap en het secreet der pars pyloricavan de maag en van de klieren van Brunner van hetduodenum constateerden zij hetzelfde parallelisme. In alle onderzochte enzymen vonden Pawlow enParastschuk dus onder allerlei omstandigheden over-eenkomst tusschen digereerende en stremmendewerking. Om eene verklaring te vinden voor de meening vanandere schryvers, \'dat leb en pepsine twee verschil-lende stoffen zyn, kritiseerden zij de door anderengevolgde methoden van onderzoek.



??? 9 In de eerste plaats bleek hun, dat de tydwet zelfsby neutralisatie met NaHCO, voor eenigszins ver-dunde oplossingen niet geldt. Een tweede belangrykefactor is de vernielende invloed van alkali??n, waarmeegewooniyk geneutraliseerd wordt; zelfs door zeervoorzicbtig neutraliseeren met natriumcarbonaat wordtenzym vernield. Hierin zoeken zij vooral de ver-klaring van het door Hammarsten gevonden ver-schynsel, dat leb door digestie met zoutzuur meervernield wordt dan pepsine. Voor de bepaling van proteolytische en stremmendewerking werden niet even nauwkeurige methodengevolgd. Fibrine is toch voor pepsine een reagens vanbijna onbegrensde gevo?¨ligheid, terwijl de neutraleleboplossing by verdunning weldra de grens harerwerkzaamheid bereikt; zy konden krachtig werkendbroodsap verscheidene honderd malen on zelfs duizendmaal verdunnen en toch in 1 d, 2 uur vertering vanfibrine waarnemen. Hetzelfde sap met NaHCOg geneu-traliseerd en 10 tot 20 maal verdund, deed de melk eerstna vele uren stremmen en by nog verder

verdunnenin \'t geheel niet meer. Ook werd door vele onder-zoekers niet gelet op don digestiestorenden invloedvan zouten, waardoor de stremming niet wordt ge-hinderd. Dit treedt vooral op den voorgrond bij ver-schillende lebpraeparaten uit den handel, en geeft,althans grootendeels, volgens Paiolow en Parastschuk,eone verklaring voor de bevindingen van Gldssner diegemeend heeft de zymogenen van pepsine en vanchymosine van elkander te kunnen scheiden, door eenextract van het maagslymvlies, waarin beide zymogenenzi,in opgelost, met uranylacetaat en natriumphosphaatte behandelen. Dat dan de van het gevormde Hofin. Boitnlfco, Bd. 1. S. 1.



??? 10 uranylphosphaat afgefiltreerde vloeistof, nadat hetenzym door zoutzuur vrygemaakt was, wel de werkingvan chymosine, maar niet of nauwelyks die vanpepsine vertoonde, kon immers toegeschreven wordenaan het gehalte van de vloeistof aan natriumacetaat,waardoor de werking van pepsine wordt tegengegaan. De juistheid van deze verklaring werd nader aan-getoond door Pekelharing i), die de methode vanGl?¤ssner volgde, alleen met deze wijziging, dat hetfiltraat van het uranylphosphaat eenigen tijd tegenverdund zoutzuur gedialyseerd werd; dan kwam deproteolytische werking even krachtig voor den dagals de stremmende. Ook vond Pekelharing, in tegenstelling met Gl?¤ssner, datuit het pylorusgedeelte van het varkensmaagslijmvlieseen enzymoplossing bereid kan worden, waarvan hetstremmend vermogen parallel gaat met het proteo-lytische. De methode van iJammars^en waarmede hy meende,door schudden met magnesiumcarbonaat, de pepsinemet het praecipitaat te kunnen

verwyderen, terwijlde leb in oplossing bleef, bleek ondoelmatig. Welvonden ook Pawlow en Parastschuk, dat het filtraatsterke lebwerking bezat, en fibrine zelfs in 24 uurniet aantastte, maar als het met zuur 5 ?¤ 10 maalverdund werd, dan loste het fibrine duidelyk op.Proportionaliteit van beide werkingen was in hetfiltraat aanvankelijk niet te vinden, de pepsinewerkingwas veel zwakker dan de stremming. Werd echterhet filtraat dat door schudden met magnesiumcar-bonaat alkalisch was geworden niet dadelyk aan-gezuurd, maar eerst geneutraliseerd en na eenigen tydop de gewenschte aciditeit gebracht, dan vonden zydat de pepsine in minstens even sterke mate was Afch. des Sciencos biol. T. XI, Suppl. p. 36.



??? 11 aau te toonen als de leb. Werd de alkalische vloei-stof direct aangezuurd, dan werd ze troebel en ontstonder een neerslag, dat uitbleef als in 2 stadia werdaangezuurd, eerst tot neutrale reactie en daarna totde bepaalde aciditeit. De pepsine-werking was deste sterker, hoe langer de neutrale reactie geduurd had. Het door Hammarsten ingebrachte bezwaar, datproteolytische en stremmende werking bij verdunningder oplossing niet dezelfde verhouding vertoonden totde enzymconcentratie, meenden Pawlow en Parast-schuk te kunnen weerleggen door hetgeen zy vonden,wanneer met de verdunning het zuur- resp. zout-ge-halte verandering onderging. De werking van metNaHCOg geneutraliseerd maagsap was evenredigmet de 1ste macht van de concentratie. Werd zuurmaagsap in verschillende quantiteit aan dezelfde hoe-veelheid melk toegevoegd, zoodat behalve het enzym-gehalte ook dat van het zuur veranderde, dan vondenz?? evenredigheid met het kwadraat van de enzymquantiteit: hetzelfde werd waargenomen by neutrali-satie met een

zout dat do reactie bespoedigt,als bariumcarbonaat. Voegden zy verschillende, dochgroote hoeveelheden eener sterk verdunde neutraleoplossing aan de melk toe, dan zagen zij vaak eenderden rogel; de tijden waren evenredig met den wortelder enzym-Goncentratio. Op dezelfde wijze kan de regel voor do proteolyseveranderd worden. By verdunning van een niet al testerk maagsap met water vonden zij dat heb eiwitder buisjes van Mett evenredig met de eerste machtder concentratie werd aangetast. De werkingawet is dus te zeer van omstandighedenafhankelijk om daaruit eenig bewys te putton voorof tegen de eenheid van pepsine en leb. Het voorkomen van lebwerking by het proteolytisch



??? 12 enzym van dieren en planten, die nooit melk alsvoedsel te verwerken hebben, laat zich volgensPaiolow zoo verklaren, dat de stremming van melkeen bykomende reactie van het pepsine molecule is.Hy beschouwt de stremming evenals de vormingvan plasteine, als eene omgekeerde, proteosynthetischewerking van de pepsine. Saiojaloio kan in hoofdzaak met de opvatting vanPaidow meegaan. Hy meent echter, dat zyn eerstebewys voor de eenheid der enzymen, de constanteverhouding der pepsine en leb in het maagsap onderverschillende physiologische omstandigheden, ook ver-klaard kan worden uit de constante samenstellingvan het protoplasmamolecule in de maagkliercel.Stelt men zich voor, dat dit m pepsine vormendegroepen bevat en n chymosine vormende, dan zullenbeide enzymen by het uiteenvallen van het moleculevrij komen in de verhouding m: n. Terwijl Pa:clow bewees, dat de scheiding van leb enpepsine slechts schynbaar gelukt, meent Saiojalowdat het tweede bezwaar tegen

de eenheid, de ver-schillende regels, die de enzymen by toenemende ver-dunning volgen, door Pawloto. niet voldoende isweerlegd. Hij onderzocht daarom de werkingswet van pepsineen chymosine opnieuw en vond, dat het hiatste ingeconcentreerde oplossingen, zoodat de stollingstydniet meer bedroeg dan 10 minuten, eene werking bezat,die evenredig was met de Ie macht van het enzym-gehalte. Voor pepsine vond hij volgens de methodevan Gr??tzner met karmynfibrine eveneens even-redigheid van de werking met de Ie macht der 1) Zur Frago nach der IdontiUlt von Popsin und Cliyraosin.Zoitscbr.\'f. Pliysiol. Chom. Bd. XLVI, S. 307.



??? 13 concentratie. Daaruit besluit b??, dat zy denzelfden regelvolgen. Wordt het eiwitsplitsend vermogen met behulp vaneiwitbuisjes naar Mett bepaald, dan vindt men even-redigheid van de pepsineconcentratie met het kwadraatder afneming van het eiwitcylindertje. Dit feit werddoor alle onderzoekers geconstateerd. Saiojaloio ver-klaart dit niet als eene eigenaardigheid van de pepsine,maar als een gevolg van de inrichting der proeven.De digestie vindt plaats binnen de eiwitgel, en menmag aannemen, dat daar de concentratie van depepsine eene andere is, als in de vloeistof. Om dit teonderzoeken nam hij in plaats van eiwit gelatine, diezich juist zoo gedraagt als eiwit, wanneer zij op de-zelfde wyze in buisjes van Mett gebruikt wordt. By40Â° werd een neutraal extract van varkensmaagslym-vliezen in verschillende verdunningen met gelatinegemengd en in buisjes gebracht. Na het vast wordender gelatine werden de buisjes in "/lo zoutzuur gewor-pen en bleven daarin by kamertemperatuur 3â€”6 uur.De afneming der gelatinecylindertjes verhield zich

nuals de ie macht der concentratie. Sawjaloiv besluitdaaruit, dat de zoogen. regel van Borissow niet dewerkingswet van pepsine weergeeft, maar een uit-drukking is voor de verhouding van de pepsine-con-centratie in de eiwitgel en in de oplossing, waarinhet buisje ligt. Dat chymosine bij neutrale reactie werkt is volgensSawjalow slechts schynbaar, omdat melk geen neutralevloeistof is; er komen H-ionen in voor. Hij vond, dateen neutraal extract van varkensmagen in overeen-stemming hiermee bij toevoegen van O.??^o monoka-lium phosphaat fibrine oploste on eiwitbuisjes aan-tastte, hoewel de vloeistof geen vry zuur bevatte. Hybesluit tot het bestaan van ?Š?Šn maagenzym dat



??? 14 proteolytisch en stremmend werkt. Met Pawloics ver-klaring der lebwerking als een proteosynthetische reactievan de pepsine kan hjj niet instemmen; h?? neemt aan, datdeze opvatting voor de vorming van plasteine geldt, maardaar caseine geen digestieproduct is, maar een natiefeiwit van hoog moleculair gewicht, meent hy dafzy hier-voor niet van toepassing is. Hy beschouwt de lebwerkingals eene beginnende caseinedigestie, waarby splitsinggeschiedt in paracaseine een een albumoseachtig eiwit.Dat de paracaseine met calcium wordt neergeslagenheeft met de enzymwerking niets uit te staan. Dezetheorie wordt gesteund door het feit dat albumosen delebwerking storen, wat moeilijk te verstaan zou zyn,als stremming het omgekeerde proces was van digestie,maar daarentegen zeer verklaarbaar wordt als menbeide werkingen beschouwt als digestie. Aan de methode van Schrumpft) om de pepsinedoor neerslaan met in aether en alkohol opgeloste Chole-sterine af te zonderen kan men na

hetgeen doorPaioloio over de scheiding der enzymen werd medege-deeld, niet veel waarde hechten. Dikwyls werd hetenzym door de behandeling geheel onwerkzaam ensteeds verloor het, ook al vertoonde het aanvanke-lijk krachtige proteolyse, na 3- ?¤ 4 uur zyne werking.Men mag dus met groote zekerheid besluiten, dat deondergane behandeling ten zeerste nadeelig was voorhet enzym. Van der Leekgaat uit van de onderstelling, datpepsine en chymosine, als zij identiek zyn in ver-schillende oplossingen, altyd in dezelfde verhoudingmoeten voorkomen. Hy neemt van twee handelsprae- \') Darstellung dos Pepsinfonneiitos aus Magonprossaft.Hofm. Boitr. Bd. VI S. 396. â€?) Aromabildende Bactorien in Milch. Contralblatt f??r Bak-teriologie und Parasitenkiindo, Bd. Vil. 2o Abt. S. 483.



??? 15 paraten, leb en pepsine, gelijke hoeveelheden en vindtdat de leb melk in 25 maal korter tijd doet stremmen,dan de pepsine. Daarna bepaalt hij van beiden deproteolytische werking; deze is by de pepsine onge-veer 50 maal sterker dan by de leb. Na hetgeen doorPaicloto en anderen over digestie storende stofifen inlebpraeparaten uit den handel is gezegd, behoeft hetnauwelyks vermelding, dat deze proef niets bewyst.Dezelfde proef werd herhaald met hetzelfde resultaat,waarbij een eigen gemaakt enzympraeparaat uit kalfs-magen werd gebruikt. Een kalfsmaag werd met 5% NaCl oplossing uitge-trokken en het enzym met keukenzout gepraecipiteerden weer opgelost in water. Deze vloeistof werktezwak proteolytisch en sterk stremmend. Dezelfdemaag werd met 2ÂŽ/o zoutzuur voor den tweeden keeruitgetrokken. Dit extract werkte sterk proteolytischen zwak coaguleerend. Ook deze vloeistoffen zyn nietvergelykbaar, daar de eerste ongetwijfeld voel keuken-zout bevatte. Ik vond, dat 0.147o NaCl de digestievan kippeneiwit tot op de helft

verminderde. Ernstiger bedenkingen tegen de eenheidstheoriewerden geopperd door Schmidt Nielsen. Hy legtvooral nadruk op de ontdekking van Hammarsten,dat men eene oplossing van maagenzym door dige-reeren mot zoutzuur chymosinevry kan maken,zonder dat zy hare digereerende werking verliest. Ditgeldt althans voor het enzym uit kalfsmagen. Demogelijkheid acht hij niet uitgesloten, dat honden-maagsap, waar Pawlow mee werkte, in dezen van hetkalfsmaagsap verschilt. Ook heeft hij het bezwaartegen Paiolow\'s werk, dat het niet zeker is, of dedoor hem waargenomen stremming wel chymosine- \') Uebor dio vorniointlicho Idontilt von Popsin nnd Cbymosin.Zoitschr. f. Physiol. Chom. Bd. 48 S. 92.



??? 16 werking is, daar hij zure enzymoplossingen gebruikt(},terwyl Hammarsten reeds mededeelde, dat pepsineby zure reactie onafhankelyk van de chymosine melkkan doen stremmen. In hoofdzaak komt het principevan Schmidt Nielsen\'s onderzoek hierop neer: hijliet een zuur kalfsmaaginfuus zoolang digereeren,totdat de melkstremming bij neutrale reactie een zeerlangen tijd noodig had (4â€”6 uur) en verdunde daneene geneutraliseerde hoeveelheid van hetzelfde nietgedigereerde maaginfuus zooveel met gedistilleerdwater, dat ze by neutrale reactie de melk in denzelfden tyd deed stremmen. Beide oplossingen werden dan tot dezelfde aciditeitaangezuurd en de Proteolyse met fibrinevlokken be-paald. Ook onderzocht hy de stremmende werking vanbeide vloeistoffen by zure reactie, waartoe hy het zuuraan de melk toevoegde en daarna de aangezuurdemelk met eene afgemeten hoeveelheid neutrale enzym-oplossing vermengde. De uitkomsten leerden, dat defibrinedigestie en de zure

melkstremming by de ge-digereerde oplossing veel minder tyd behoefden danbij de verdunde, terwijl de stremming by neutralereactie door beide in byna denzelfden tyd geschiedde.Sqhmidt Nielsen besluit daaruit, dat leb en pepsineonmogelijk dezelfde stof kunnen zyn. By mijn eigenonderzoek heb ik deze kwestie nog eens nagegaan.Ik kom daarop later terug. E. Fuld 1) kon de waarneming van Hammarsten, datchymosine door 48 uur digereeren met zoutzuur ver-nield wordt, niet bevestigen; hij bereikte dit zelfs nadagen niet. Niettemin is hij een tegenstander van doeenheidstheorie. â€žSind die Zeiten noch nicht lange,resp. nicht ganz vor??ber, wo man in Lab und Pepsin 1) Uebor Milcligorinnung d??rcb Lab. Ergobnisso dor Physio-logie, ^e Jahrgang, le Abt. S. 479 und 472.



??? 17 Â? ein und dasselbe Molecule sehen wollte" zoo drukt hyzich uit. In eene latere mededeeliug over â€žMolkenalbumose\'\', nadat hy heeft kennis genomen van deonderzoekingen van S2nro en Petry over de splitsendewerking van leb op caseine, schynt het, dat deze over-tuiging niet zoo vast meer staat en meent hy, dat dezelfstandigheid van leb tegenover pepsine opnieuwbewezen dient te worden. Terwijl men het er wel algemeen over eens is, datde werking van pepsine op eiwit bestaat in eene hydro-lytische splitsing, is er langen tijd oneenigheid geweestover het wezen der lebwerking. Hammarsten meende, dat er by de stremmingsplitsing van caseine plaats vond; het eene splitsings-product, de paracaseine, zou door binding metcalcium het kaasneerslag, vormen het andere zou als pep-tonachtige stof in oplossing blijven. Hij verklaart echterniet, waarom niet van het oogenblik af, dat de leb wordttoegevoegd, kaas begint neer te slaan. Do omzettingder caseine begint wel dadelijk; dit kon Fuld^) be-wyzen door aan een mengsel van melk en enzym-

oplossing na eenigen tijd digeroeron eene nieuwe hoe-veelheid melk of enzym toe te voegen. Uit de verlengingresp. verkorting der strommingstijden kon dan berekendworden hoeveel caseine op het moment der tweedeenzymtoevoeging reeds in paracaseine veranderd was.Het bleek dat de omzetting met constante snelheidplaats heeft. Dat het enzym by de overdraging vancalcium aan de paracaseine geen werkzaam aandeel \') Uobor Molkonalbuaioso. Biocliomischo Zoitsclirift, J3d.IV. S. 4?œ1. Nova Acta rog. socloLntis Sciontiar. Up3alioii3i.s 1877. S. 1Â?. 3) Uobor dio Milcligorinnung durch Lab. llofui. Boitrilgo,Bd. II. ?–. 178, 177.



??? 18 heeft, zooals de Jager i) wil, kon Fuld aantoonen doorcalciumvrije caseine oplossingen met leb te digereeren,en daarna CaClj, toe te voegen. De praecipitatie ge-schiedde dan zeer snel en in gelijken tijd, onafhankelijkvan de hoeveelheid leb. Hy schrijft het plotselingneerslaan daaraan toe, dat caseine de kaas in oplos-sing houdt; is het caseinegehalte tot een zekeren graadgedaald, dan geschiedt de praecipitatie. Beichel en Spiro namen eene specifieke digeree-rende werking van leb op caseine waar. Door eenecalciumvrije caseineoplossing met leb te digereerenkonden zij aantoonen, dat daarby albumose ontstaat. Fetry meent, dat de stremming van caseine nietberust op eene splitsing in paracaseine en weieiwit.Hy beschouwt het ontstaan van weieiwit als dewerking van een afzonderlijk in leb voorkomendsplitsend enzym, dat met de stremming niets heeftuit te staan. Werd een kalkvrije caseine-oplossing langen tijdmet leb gedigereerd, dan kon hij door toevoegen vanCaClj geen neerslag meer krygen; dit wyst op

eeneverandering der caseine, die verder gaat dan paraca-seinevorming. Door op verschillende tijden een proefvan de digereerende oplossing te nemen en daaruit\'de gevormde paracaseine door verzadigen met mag-nesiumsulfaat te verwyderen, kon hy aantoonen, datin het flltraat de hoeveelheid in oplossing blyvendestikstof by langer digestie vermeerdeVde. De vormingvan weieiwit hield dus by het ontstaan van paraca- \') Over do working van lebferuiont. VVoekblad v. h. Nederl.T??dachr v. Geneeskunde, 1897, pag. 262. â€?) Hoeinfl??ssung und Natur des Labungsvorgangos. Hofni.Beitr?¤ge, Bd. VIII, S. 367. s) Ueber dio Einwirkung des Labformonts auf Kaseih. Hofm.Beitr?¤ge, Bd VIII, S. 339.



??? 19 seine niet op, maar schreed steeds verder. Ook metazynzuur ontstond er in de gedigereerde oplossing eenneerslag, werd dit afgefiltreerd, dan kon hy door halfverzadigen met ammoniumsulfaat in het filtraat eenneerslag verkrijgen, dat Veel overeenkomst bezat metde primaire albumosen der proteolytische enzymen;werd dit afgefiltreerd, dan ontstond door geheel ver-zadigen weer een neerslag, dat met secundairealbumosen overeenkwam. Het lebenzym is dus in staateene diepgaande splitsing van het caseine-molecule teweeg te brengen. De werking verschilt in zooverrevan die der bekende proteolytische fermenten, datzyby neutrale reactie en lage temperatuur plaats vindt.Werd van twee verschillend sterke leboplossingende splitsende werking nagegaan door bepaling van dehoeveelheid stikstof, die na half verzadigen metzinksulfaat in oplossing bleef, dan vond hij eene ver-houding van concentratie en werking naar de regelvan Sch??tzâ€”Borissow. Er bestond dus een zekere overeenkomst met pep-

sinewerking, waarom Petry dacht aan de mogelijk-heid, dat de leb met pepsine verontreinigd was. Hyonderzocht dus of andere eiwitten er ook door werdenaangetast. Bij neutrale reactie werden noch kippeneiwitnoch serumalbumine gedigereerd; bij zure reactie wordserumalbumine wel aangetast, het andere niet. Dodigestie van het serumeiwit was echter zoo gering,dat het pepsinegehalte in geen geval hoog kon zijn. Hy nam nu eene zure pepsine-oplossing, die door 8dagen digereeren niet meer in staat was een tien-voudig volume melk in 12 uur te doen stremmen, enverdunde deze zooveel met zoutzuur, dat de digestieder serumalbumine buisjes twee maal zoo groot was alsvan de leboplossiug. Word deze oplossing geneutrali-seerd on met caseineoplossing gedigereerd, dan kon



??? 20 hij geen splitsing van caseine constateeren. Daaruitbesluit hy dat ook in de leboplossing de splitsendewerking niet aan verontreiniging met pepsine kanworden toegeschreven. Ook meent hy daarmee debewering weerlegd te hebben, dat caseine tegenoverproteolytische enzymen minder resistent is en daaromdoor pepsine onder omstandigheden, waarin andereeiwitten onaangetast blijven, wel wordt gedigereerd.Petry onderstelt daarom in zijn leb een ander proteo-lytisch enzym, dat alleen op caseine werkt, ook bijlage temperatuur en neutrale reactie. Dit besluit is naar myne meening niet te recht-vaardigen. Petry gebruikte een lebpraeparaat van Merck,Hij maakt nu nergens gewag van de mogelykheid,dat dit praeparaat, evenals voor zoovele andere doorverschillende onderzoekers werd aangetoond, tevenspepsine werking bezit, mits het slechts door geschiktebewerking geactiveerd wordt. Dat hij dit over\'t hoofdzag en daarom eerst dacht aan verontreiniging metpepsine moet wel worden toegeschreven aan

zynevaste overtuiging van de tweeheid van leb en pepsine.Hij vond, dat zyn lebpraeparaat in staat was bijneutrale reactie eene vergaande splitsing van caseinete- weeg te brengen en bij zure reactie serum albumineop te lossen. Op de andere onderzochte eiwitten wasgeen proteolytische werking waar to nemen. Of dezewerking door digestie storende stoffen werd verhin-derd en of de stoornis opgeheven kon worden, werdniet beproefd. In merkwaardige overeenstemminghiermee is het door ??. Schicarzgevonden onderscheidtusschen kippeneiwit en serumalbumine. Voegde hyaan eene popsineoplossing antipepsine toe, dan werdde digestie van kippeneiwit gestoord, die van serum- \') Zur Konntniaa der Antipepsine. liofni. Beitrilgo, lfd. VI.??. 031..



??? 21 eiwit niet. Dit geschiedde eerst door toevoeging vanveel meer antipepsine. In verband hiermee schijnt het mij toe, dat menby de verschillende splitsende werking van Petry\'slebpraeparaat tegenover caseine, serumeiwit en andereeiwitten eerder heeft te denken aan een verschil dereiwitten, dan aan een onderscheid in de enzymen. Men kan zich. toch zeer goed voorstellen, dat deleboplossing, waarin het proteolytisch agens doorbijmengselen verhinderd wordt andere eiwitten aan tetasten, nog wel in staat is caseine by neutrale reactiete splitsen en serumalbumine by zure reactie op telossen. De proef van Petry met gedigereerde pepsineoplossing is hiermee evenmin in tegenspraak, als zyvoor zijn doel bewijzend is. Het feit, dat pepsine-op-lossingen, die bij neutrale reactie melk doen stremmen,dit vermogen door digestie met zoutzuur verliezen,kan niet ontkend worden. Alleen over de verklaringheerscht verschil van meening. Terwyl de oorspron-kelijke meening was, dat het lebenzym vernield werd{Hammarsten),

meenen anderen, dat in het neutralisee-ren do oorzaak der onwerkzaamheid moet gezochtworden {Pawlow). Petry gebruikte eene-gedigereerdeoplossing van pepsine, die bij neutrale reactie melkniet meer deed stremmen in 12 uur, maar bij zurereactie nog wel serumalbumine oploste. De inactiviteittegenover caseine bi.i neutrale reactie kan dus ver-klaard worden, doordat het enzym na de digestie doorneutraliseeren onwerkzaam wordt. Petry heeft dus niet bewezen, dat niet gedigereerdepepsine by neutrale reactie geen caseine splitst. Steltmen zich op het standpunt van hen, die meenen, datpepsine on leb 6??n stof zijn, dan kan men do strem-ming van caseine aldus verklaren. Het enzym (pep-sineleb) brengt by neutrale reactie eene splitsing der



??? 22 caseine tot stand. Zoodra het grootste deel der caseinein paracaseine is overgegaan, is volgens Fuld de eerstebij aanwezigheid van calcinmzonten niet in staat detweede in oplossing te houden; de calcium verbindingder paracaseine slaat neer, waarop het enzym volgensPetry by neutrale reactie niet verder werkt. Byafwezigheid van kalkzouten heeft de praecipitatieniet plaats, maar zet het enzym zijne splitsendewerking op de paracaseine voort. Volgens Petry berust de stremming niet op splitsingder caseine in paracaseine en weieiwit; dan toch, meenthy, zou men bij de stremming van gelykehoeveelhedenmelk door verschillende quantiteiten leb evenveel weiei-wit moeten vinden. Hy vergeleek de hoeveelheid weiei-wit die ontstond by de stremming van twee even grooteproeven melk, waarvan de eene voorzien was vaneene sterke, de andere van eene 200 maal verdundeleboplossing, en vond in de proef met verdunde lebmeer weieiwit dan in de andere. Dat laat zich welverklaren. Petry vond, dat de

caseinesplitsing plaatsheeft volgens de regel van Schutzâ€”Borissow. De 200maal verdunde oplossing heeft dus voor de vormingvan evenveel weieiwit V 200 maal zooveel tijd noodigals de sterke oplossing. De "proef met de verdundeoplossing duurde ruim 200 maal zoo lang als deandere en moest derhalve ook meer weieiwit bevat-ten. Een deel van de paracaseine, dat in \'t begin derproef uit de caseine was afgesplitst zal daarby eeneverdere ontleding hebben ondergaan en waarschynlykin \'t geheel niet meer zyn neergeslagen. Het is tochâ–?iet waarschynlyk, dat eerst alle caseine in paracaseinemoet zijn omgezet, voordat de laatste eene ver-dere splitsing ondergaat, vooral omdat Fuld be-wees, dat de omzetting met constante anelheid plaatsheeft.



??? 23 Nog op andere wijze trachtte hy te bewyzen, dathet caseinesplitsend enzym der leb een ander is,als het stremmende. Eene leboplossing werd deels door digereeren metnatriumcarbonaat verzwakt, en deels zoo veel verdund,dat beide oplossingen in denzelfden tijd melk dedenstremmen. Dan werd uit melk een calciumvryecaseine-oplossing bereid, en het caseine-splitsend ver-mogen hierop onderzocht. De met NajCOj behandeldeleb splitste minder caseine, dan de verdunde, en nalange digestie met NajCO, was in \'t geheel geensplitsing waar te nemen. Dit pleit nu tegen de ver-klaring der stremming als splitsingsproces, maarbewijzend is het niet, daar niet werd beproefd, of decalciumvrye caseineoplossing na de digestie met ver-zwakte leb door toevoegen van calcium tot stollingwas te brengen. Het is toch mogelyk, dat de mis-handelde leb nog wel in staat was in melk caseinesplitsing en daardoor stremming te weeg te brengen,maar niet in eene vloeistof, waarin de kunstmatig af-gescheiden caseine was

opgelost. De bezwaren, doorPetry ingebracht tegen de opvatting, dat de strem-mende werking van leb op caseine berust op splitsing,wegen dus niet zwaar. Ful(V) constateerde eveneens, dat leb in staat isde caseine te splitsen en M. van Herwerden toondeaan dat daarby splitsingsproducten ontstaan, die doorverschillende reacties zijn to onderscheiden. Na al wat in den lateren tyd hierover bekend isgeworden mag men wel besluiten, dat stremming vancaseine eene reactie is, die niet zoo heel veel verschilt \') Uobor dio Molkonalbumoso Biochom. Zoitschr. Bd. IV. S. 488 â€?) Beitrnp znr KonntnissdorLabwirkiniKaiifCasoin. Zoitschr.f. riiysioi. Chouiio, Ud. LII. S. 184.



??? 24 van de oplossing van eiwit door pepsine. De opvattingvan Saiojalow, dat stremming een begin van digestieis,1 waarbij een der eerst ontstaande digestie productenzich met calcium verbindt tot eene onoplosbare stof,heeft dus zeer aan waarschijnlijkheid gewonnen. Menheeft dan alleen aan te nemen, dat caseine zich inzooverre van de andere eiwitstoffen onderscheidt, dathet door leb, waarin de pepsine voor andere eiwitteninactief is, wel wordt gesplitst en dat voor dezewerking zure reactie en hoogere temperatuur geenvereischten zyn. Dat leb ook voor kippeneiwit byneutrale reactie niet geheel inactief is, toonde M. vanHerwerden aan met een handelspraeparaat van VanHasselt en dat zy bij zure reactie wel serumeiwitaantast werd door Petry waargenomen. Het bezwaar, dat door Schmidt Nielsen tegen deeenheid der enzymen werd ingebracht zal ik in eenlater hoofdstuk uitvoeriger behandelen. Voor de bepaling der hoeveelheid leb, die eeneoplossing bevat wordt gewoonlyk aangenomen, dat deconcentratie der

oplossing omgekeerd evenredig is metden tijd, die voor de stremming noodig is. Voor het enzym der kalfsmagen werd deze wetdoor de meeste onderzoekers jnist bevonden, althansbinnen zekere grenzen. Fuld^) kon met de methode van Morgenroth zoowelvoor zeer zwakke als voor zeer. a\'erke concentratiegeldigheid der wet constateeren. L??rcher vond, datbij toenemende concentratie de snelheid der werkingsteeds minder toenam. Pawlow kon voor hondenmaag-sap, als het eenigszins verdund werd, geen even-redigheid tusschen hoeveelheid leb en werking meer \') Qobor Milcligerinnung durch Lab. Hofm. Boitrftgo. Bd. II.S. 1?œ9. \'j Uober Labwirkung. Pfl??gor\'s Archiv, lid. LXIX. S. 179.



??? 25 waarnemen. Volgens Becker i) gaat de wet voormenschelijk maagsap niet op. Bang meent, dat hetenzym van varkens en eenige andere dieren zich indezen anders gedraagt, dan dat van het kalf. Daar hij ook in andere opzichten verschil tusschendeze beide enzymsoorten vond, neemt hij aan, dathet stremmend enzym van \'t varken evenals dat uitpepsine praeparaten een andere stof is, als de kalfs-leb en de leb uit den handel. Op deze kwestie zal ik hier niet verder ingaan; byde beschrijving myner proeven kom ik er nader opterug. Uereiding run het Enzym. Niet alle onderzoekers werkten met gelyke prae-paraten. De een gebruikte bereidingen uit den handel,de ander oplossingen, die door extractie of anderebewerking uit magen van verschillende dieren ver-kregen werden. Door Bang en anderen werd reedsde opmerking gemaakt, dat men by de studie derenzymen wel heeft te onderscheiden van welke diersoortzy afkomstig zijn, maar van niet minder belang is debereidingswyze. Veel hangt af van den graad

van rein-heid on den aard van eventueel aanwezige veront-



??? 26 reinigende stoffen. Daarom meen ik, dat een eenigszinsnauwkeurige beschryving van de gevolgde methodevan bereiding en de pogingen om onzuiverheden teelimineeren hier niet achterwege mag blijven. Zuiver enzym is zeker het best te verkrygen vanhonden met een maagfistel, vooral, wanneer deze com-municeert met een afzonderiyko bijmaag. Verontreini-ging is dan vrijwel uitgesloten, behalve met wat slijm,dat bovendien gemakkelyk verwyderd kan worden.Daarby is men er zeker van, het maagenzym in zynmeest natuurlijken vorm te verkrygen. Deze methodebrengt evenwel niet geringe bezwaren mee en voorde keuze van het proefdier is men haast beperkt totden hond. Daarby doet zich dan weer demoeilykheidvoor, dat het maagsap van den hond in vergelykingmet dat van andere dieren volgens sommigen eenaparte plaats inneemt. Daar nu mijn onderzoek inhoofdzaak gericht was op de chymosine-parachymosineen de chymosine-pepsine kwestie, scheen het betergebruik te maken van kalfs- en

varkensenzym. Ikmoest dus eene andere bereidingswijze kiezen. Daarommaakte ik gebruik van de methode door Pekelharingmeegedeeld en beschreven in Hoppe Seyler\'s Zeit-schrift Bd. 22 welke methode\'ik hier in \'t kort zalherhalen. Van 10 varkensmagen wordt de mucosa van hetfunduagedeelte afgepraepareerd, goed fijngehakt engebracht in een fle.sch met ?? L 0,5% HCl. De fleschwordt in een bak met water gezet, dat op een con-stante temperatuur van 37" wordt gehouden. In demeeste gevallen werd de vloeistof zoo gedurende 2dagen gedigereerd, soms ook langer. Na afloop derdigestie wordt de troebele vloeistof door zuigfllters,waarin zich samengeperste pap van flltreerpapier be-vindt,^ gefiltreerd. Er wordt een helder geel gekleurd



??? 27 filtraat verkregen, dat in perkament dialysators in eengrooten bak met stroomend water gehangen wordt.De dialyse werd gewoonlijk 24 uur voortgezet. Danis de vloeistof troebel geworden. Door centrifugeerenkan er een neerslag uit afgescheiden worden, dat in0,27o HCl bij eene temperatuur van 37" na eenigentijd voor het grootste deel oplost. De vloeistof wordtdan door een verwarmd filter in de stoof bg 87Â° ge-filtreerd. Men verkrijgt dan een helder, lichtgeel fltraat,dat by afkoelen troebel wordt, als althans voor hetoplossen van het praecipitaat uit de centrifuge niet teveel HCl werd gebruikt. Dit filtraat wordt weer in eendialysator gebracht en 24 uur gedialyseerd tegen ge-distilleerd water; er is dan weer een neerslag ont-staan, dat afgefiltreerd wordt. Het filter wordt tusschenfiltreerpapier uitgeperst, het neerslag er afgenomen,opgelost in 0,2% HCl van 37Â° en bij eene temperatuurvan 37Â° gefiltreerd. Men verkrijgt dan een filtraat, datzeer sterke enzymwerking bezit en als vrij zuivermag worden beschouwd. De

reiniging kan dan nogworden voortgezet door herhaald dialyseeren tegengedistilleerd water en weer oplossen in zoutzuur.Wegens het belangrijk verlies, dat daarmee gepaardgaat, heb ik dit gewoonlijk niet gedaan. De vloeistof, die men by het centrifugeeren vanhet gedialyseerde filtraat der mucosae overhoudt, bevatnog veel enzym, dat door basisch loodacetaat enammoniak wordt neergeslagen. Er ontstaat een volu-mineus vlokkig praecipitaat in eene heldere kleurloozevloeistof. Het neerslag wordt op eenige filters afge-filtreerd, tusschen filtreerpapier zacht uitgeperst,van de filters genomen en met zooveel oxaalzuurin kristalvorm vermengd, als noodig is om nlhet aanwezige lood to binden. Na eonigen tijd staanby een temperatuur van 80Â° ziet men het lood-



??? 28 oxalaat als een wit poeder bezinken. Door middelvan een zuigfilter is het gemakkelyk te verwyderenen men houdt een helderbruine vloeistof over, waarinna 24 uren dialyseeren tegen stroomend water weereen neerslag ontstaat, dat door centrifugeeren afge-scheiden wordt, opgelost in 0,2% HCl by 37Â° enverder behandeld als het eerste door dialyse uit hetAltraat der mucosae verkregen neerslag. In de vloei-stof, die na het centrifugeeren van de met oxaalzuurbehandelde en gedialyseerde vloeistof afgegoten wordtkan door verzadigen met ammoniumsulfaat het hierinnog aanwezige enzym worden neergeslagen. Menfiltreert het neerslag af, drukt het filter weer zachtuit tusschen filtreerpapier, neemt het praecipitaater af, en brengt het in een dialysator, die in stroomendwater wordt gehangen. In 24 uur is alles in hetnaar binnen gedialyseerde water opgelost en een grootdeel van .het (NHjjSO^ verdwenen. De dialysatorwordt nu in een glas met 0,2% HCl gehangen, na 24uur wordt de inhoud er uitgegoten, tot 37Â°

verwarmden by dezelfde temperatuur gefiltreerd. Het filtraatwordt weer gedialyseerd tegen gedistilleerd water;er ontstaat een praecipitaat, dat afgeflltreerd wordt,opgelost in 0,27o HCl en by 37ÂŽ nogmaals gefiltreerden men heeft eene derde hoeveelheid sterk werkendeenzymoplossing. Aangezien de bereide oplossingen gewoonlyk dadelykin bewerking genomen werden, heb ik het enzym nietgedroogd en in poedervorm gebracht. Het is mijoverigens herhaaldelyk gebleken, dat eene dergelykeoplossing in 0.2% HCl zoo noodig weken lang op eenekoele plaats bewaard kan worden, zonder aan strem-mend en digereerend vermogen noemenswaardigeverliezen te lijden. De beschreven bereidingswijze biedt by het varkens-



??? 29 enzym geen moeilijkheden. Men verkrijgt bij de dialyseeen neerslag, dat in 0.2% HCl by 37Â° gemakkelijkoplost en door filtreeren door een verwarmd filtergereinigd kan worden van een klein blyvend neerslagvan onoplosbare bijmengselen. In het heldere filtraatheeft men dan een oplossing van zeer weinig ver-ontreinigd enzym, zooals na de analyses, doorPekelharing verricht, wel mag worden aangenomen. Anders is het by de bereiding van het enzym uitkalfsmagen. Hier heeft men voortdurend te kampenmet een slymerige stof, die bij dialyse met het enzymneerslaat en in zoutzuur by 37Â° gedeeltelijk weeroplost. Zy bemoeilijkt het filtreeren in hooge mate enmaakt het soms geheel onmogelijk. Ook gaat zy vooreen deel over in het filtraat, dat dan ook byna nooitdadelijk als een heldere vloeistof te verkrijgen is.Door eenigszins van de gewone wijze van doen af uewijken, gelukte het meestal wel, ofschoon niet altijd,een helder filtraat te krijgen. Ik bracht daartoe hetneerslag uit do dialysators in een niet al te

grootehoeveelheid 0,2% zoutzuur. Door flink omroeren ginghet over in een dunne slijmige vloeistof, die een uurlang in de broedstoof op een temperatuur van 37Â°werd gehouden en van tijd tot tijd nogmaals omgeroerd,daar er zich telkens weer een bezinksel in afscheidde.Daarna werd de vloeistof afgekoeld on bleef ongeveer24 uur bij lage temperatuur atiuin. Ze was dan vrij-wel helder geworden, terwijl op den bodem een neerslagwas afgezet, waarvan de bovenste laag veel lichtergekleurd was, dan de onderste. Werd nu opnieuw verwarmd tot 37Â° dan loste delichter gekleurde hwg op, en zoo niet geheel, dan wasze door toevoegen van meer zoutzuur genuikkelijkgeheel in oplossing te brengen.Do onderste laag loste zoo goed als niet op, en bleef



??? SO als een draderige massa achter, die nu door filtreerenverwyderd kon worden. By dialyse van het filtraat sloeg het enzym danweer neer als een slijmige stof, die aan de dialysatorvastkleefde, zoodat deze meestal opengeknipt moestworden om alles goed te kunnen verwijderen. Ditpraecipitaat loste dan in zoutzuur gemakkelyk op. Men mag dus niet verwachten, dat het enzym hierin even zuiveren toestand afgescheiden was alsuit de varkensmagen, waar het als een fyn korreligpraecipitaat in den dialysator aanwezig is. De gelykeaard van de stof, die uit het eerste neerslag als veront-reiniging kan worden afgescheiden, maakt het waar-schynlijk, dat ook het slijmige karakter van hetgezuiverde enzym niet is te beschouwen als eeneigenaardigheid van het kalfsenzym, maar is toe teschryven aan een niet te verwyderen bijmengsel. Uitde vloeistof, die door centrifugeeren van het metoxaalzuur behandelde en doo- dialyse neergeslagenenzym werd afgescheiden, kon ik met (N H^), Sgeen bruikbare hoeveelheid enzym

meer afzonderen.Het praecipiteeren geschiedde veel minder gemakkelijk,dan by het varkensenzym en het groote praecipitaat,dat ten slotte ontstond, liet zich moeilijk afiiltreeren;in den dialysator gebracht trok het zooveel water totzich, dat het byna nooit gelukte uit deze verdundeoplossing na dialyse tegen zoutzuur en tegen ge-distilleerd water een neerslag te verzamelen. Het gevonden verschil tusschen kalfs- en varkens-enzymbereiding scheen my niet zonder belang voorde verdere vergelijking dezer beide stoffen. Bang, die zich met dit onderwerp het meest bezig-hield, gebruikte extracten uit maagslijmvliezen. Deoverweging, dat de slijmachtige stof misschien nietaanwezig\'ZOU zyn in enzymoplossingen, die door uit-



??? 31 trekken met zoutzuur by kamertemperatuur bereidwaren, bracht mij er toe ook deze methode te be-proeven. Ik liet fijngehakte kalfsmaagmucosae uittrekkenmet 0,4 7o HCl.; na eenige uren had ik een zeer werk-zame oplossing verkregen, die door een zuigfilter ge-filtreerd werd. Het heldere filtraat werd gedialyseerdtegen stroomend water en vertoonde na 24 uur eenvry groot neerslag van dezelfde slymerige consistentieals het andere praeparaat. Opgelost in 0,2 % HCl.by 37Â° gefiltreerd en opnieuw gedialyseerd tegen ge-distilleerd water sloeg het weer neer zonder vanaard te zyn veranderd. Er is dus geen reden om aante nemen, dat de koud bereide extracten in dit opzichtvan de andere oplossing verschillen. Verder heb ik enzymoplossingen onderzocht, diegemaakt waren door uitpersen van maagmucosae omte zien of op deze wijzo misschien gemakkelyker eenbruikbaar praeparaat was te verkrygen. 320 Gram fijngehakte maagslymvliezen van hetkalf werd met Infusorien aarde en zand in een mor-tier

fijngewreven, met IGO cmÂŽ. 0,2 % HCl vermengden iu een hydraulische pera by een druk van 250atm. uitgeperst. Het sap werd gefiltreerd; het hel-dere filtraat bedroeg 240 cmÂŽ, met een aciditeit van0,058 7o HCl. Deze vloeistof bezat een krachtig stremmend ver-mogen, maar eiwit werd er byna niet door aangetast.Er kon hier dus gedacht worden aan de mogelykheiddat alleen leb, geen pep.sine in het perasap was over-gegaan ; het was dan te verwachten, dat deze in demet zand gemengde tot een kook aaamgeperate mucosa-resten was achtergebleven. Daarom werd deze koekin 0,5 7o HCl fljngeroerd en 3 dagen gedigereerd.Er werd een helder filtraat uit verkregen, dat echter



??? 32 slechts zeer geringe proteolytische en stremmendewerking bezat. Er bleef dus niet anders over, dandat de pepsine wel degelijk in het perssap opgelostwas, maar door een of ander agens onwerkzaam ge-maakt werd. Dat de pepsine als proenzym aanwezigzou zijn was niet heel waarschijnlijk en werd dooreen nieuwe proef, waarbij 0,5 7o HCl gebruikt werd,weerlegd. "Waarschijnlijk bevatte het perssap dusantipepsine. Uit een nader onderzoek zal blyken, datdit inderdaad de oorzaak was van de geringe digestie.In het enzym dat op de gewone wijze door digestieder slijmvliezen werd gewonnen, heb ik van anti-peptische werking nooit iets waargenomen. Mis-schien blyft deze stof, die door het kneuzen der weef-sels met zand schynt vry te komen, by digestie inde mucosaresten achter; nog aannemelijker is, datzij door de digestie wordt vernield. Een voor het doel bruikbaar enzym was echter opdeze wyze niet te verkrijgen, waarom ik deze methodeook niet verder heb toegepast. Met handelspraeparaten heb ik niet

veel gewerkt. De meeste lebpraeparaten digereeren by zure reactiegeen eiwit en toch is het niet moeilyk daaruit eenewerkzame pepsineoplossing te maken. De onbekendheid met de stoffen, die ter conservee-ring zyn toegevoegd en de onzekerheid ze volkomente kunnen verwijderen maken deze bereidingen voorproefneming minder geschikt.



??? 33 Inrichting der proeyen en Betrouwbaarheidder Uitkomsten. Daar zelfs sporen van enzym, die aan het vaatwerkblijven kleven, de juistheid der uitkomsten zeer kunnenbenadeelen, is reinheid in alle opzichten een eerste ver-eischte. Voor de bepaling der digestie werd gebruikgemaakt van buisjes, met kippeneiwit gevuld, vol-gens de methode van Mett. De buisjes werdenbewaard in een goed gesloten fleschje met 0,2 % zout-zuur, waaraan een kristalletje thyraol was toegevoegd.Voor het gebruik werden z?? steeds met een pincet,dat te voren even gegloeid was, uit het fleschjegenomen. De glazen doosjes, waarin de digestie plaats hadwerden met warm zeepwater uitgewasschen en daarnain eene sterke oplossing van kaliloog gelegd; voorhet gebruik goed uitgespoeld met water en daarnamet 0,2% HCl en afgedroogd met een schoone doek.De enzymoplossingen, waarvan het proteolytisch ver-mogen bepaald moest worden, werden in de gewenschteverdunning afgemeten met een pipet, waarop tiendedeelen van

een cm\' nauwkeurig waren af to lezen.Steeds werd voor een proef 10 cmÂŽ vloeistof gebruikt,waarin 2 buisjes gelegd werden. Daarby werd zorggedragen, dat de buisjes midden in do vloeistoflagen. De digestie had gewoonlyk plaats by een HClgehalte van 0,2% in een broedstoof by een tempera-tuur van 37o. De duur der proef waa gewoonlyk 5 uur; slechtswanneer met zeer zwakke oplossingen gewerkt werd,werd de digestie langer voortgezet. De verkorting vanhet eiwitkolommotje werd onder het mikroskoop met 3



??? 84 behulp van een oculairmikrometer, die in 50 deel-strepen, die elk met Vso iii.M. van het te metenvoorwerp overeenkwamen, verdeeld was, gemeten. Gewoonlyk kon de meting op deze wyze vrij nauw-keurig geschieden; slechts enkele malen werd dooreen schuin beloop of door onduidelykheid der eiwit-grens de bepaling wat bemoeilijkt. Wanneer het glazenbuisje niet recht was afgebroken werden fouten zooveelmogelyk vermeden door het buisje zoo te leggen, datde grens van onder- en bovenkant elkaar bedekten. Volgens den regel van Sch??tz-Borissow verkrygtmen door van de gevonden getallen het kwadraat tenemen eene uitdrukking voor de verhouding der enzym-concentratie in de gebruikte oplossingen. Deze regel gaat op, mits de enzymwerking niet tezwak en niet te sterk is. Is zij te zwak, dan komenkleine fouten, voortspruitend uit het niet volkomennauwkeurig afsnyden der eiwitkolommetjes te veelin aanmerking, terwyl ook onnauwkeurigheden inhet meten zich meer doen gelden ; is de verkorting vanhet

eiwit-cylindertje zeer groot, dan is de toeganke-lykheid tot het eiwit voor het enzym bemoeilykt eninderdaad vindt men in die gevallen te lage uitkomsten.Zooals ik hierboven reeds vermeldde zou de regel vanSch??tz-Borissow volgens Saiojaloio niet zyn eendirecte uitdrukking voor de intensiteit der pepsine-werking op het eiwit, maar aangeven de verhoudingvan de enzymconcentratie binnen het buisje tenopzichte van de concentratie der vloeistof, waarin debuisjes liggen. Als men byv. de enzymconcentratieop 1 m.m. afstand van het uiteinde van een buisje,dat in eene oplossing ligt, gelyk 1 stelt, dan zou deenzymconcentratie op hetzelfde punt in een buisje,dat in een 4 maal sterkere oplossing ligt, gelijk 2moeten zijn. Daarby zou dan de intensiteit der directe



??? 35 pepsinewerking op het eiwit evenredig zijn met dele macht der concentratie. Hoe dit z??i de hoofdzaak is of men dezen regel magaannemen als een maat voor de bepaling van hetpepsinegehalte of niet. De meeste onderzoekers geven op deze vraag eenbevestigend antwoord en voor zoover ik heb nagegaanmag men inderdaad aannemen, dat de concentratieevenredig is met het kwadraat van de verkorting, even-wel met de beperking, dat de werking niet al te sterken niet al te zwak moet zyn. Dit kwam o.a. duide-lyk uit in eenige proeven, met hondemaagsap, waardus van storende bymengselen niet veel sprake kanzijn. Een proef werd genomen met onverdund sap,een met 2 maal en een met 4 maal met eene over-eenkomstige HCl oplossing verdund sap. De digestie werd gemeten na 5 uur en na 22 uur. De cyfers geven het kwadraat van het aantal m.m.weer. onvordund â€? 2 X vord. 4 X verd.na 5 unr 1,2 0,04 0,16 na 22 uur 22. IG.2 7,3 Na 5 uur geven dus de voor oplossing 1 en 2 ge-vonden getallen de

concentratie weer. Na 22 uur ishet voor oplossing 1 gevonden getal te laag. \' Na 5 uur heeft oplossing 3 nog te weinig verteerdom een betrouwbaar getal te geven. Na 22 uur vindtmen juist hier de goede uitkomst. Men mag dus aannemen, dat de getallen, zoover zoliggen ongeveer tusschen 1 en 15, werkeiyk eenjuiste uitdrukking voor de concentratie zijn. Zeersterke oplossingen zou men dus korten tyd moetenlaten werken, terwyl voor zwakke oplossingen dedigestie langer zou moeten worden voortgezet. Daarhet nu in myne proeven meestal niet aankwam



??? 36 op zulke uitersten en het veelal te doen was om deverandering der werking van enzymoplossingen, diegedigereerd werden in verschillende phasen der digestiena te gaan, zou men door telkens een anderenduur voor de proef te kiezen moeilijk vergelijkbaregetallen krygen, tenzy de digestie zoo lang werd voort-gezet, tot een voor alle proeven gelijk aantal m.m.opgelost was. Men zou in dat geval in den tyd eenmaat hebben voor de concentratie. Wegens de groote bezwaren, die deze metbode zouopleveren, heb ik den meer eenvoudigen weg gekozen.Was de werking zeer zwak geworden, dan werd demeting soms 2 maal op verscbillende tyden verricht.Een bron van fouten zou nog kunnen gelegen zyn inde aanwezigheid van antipepsine. Volgens Danilewskykomt toch in de maagmucosa een antipeptische stofvoor, die door uittrekken met verdund zuur in deoplossing overgaat; zij is bestand tegen een temperatuurvan 60 ?¨, 70Â?; het zou dus niet onmogelijk zijn, datdeze stof in myne praeparaten voorkwam.

Danilewskyvond evenwel, dat deze antipepsine door zure pepsinevernield wordt; daar de digestie der mucosae altijdminstens 36 uur werd voortgezet;, is het niet waar-scbynlijk, dat er in het filtraat nog veel van over is. Bovendien kan het by de reiniging van het enzymmet de andere bijmengselen verwijderd zyn. Ik heb dan ook noch in het kalfs-, noch in hot var-kensenzym ooit iets van antipepsine kunnen bespeuren,en men mag toch verwachten, dat bij het groot aantalop verschillende wijze verrichte proefnemingen een der-gelyke stof niet in belangryke hoeveelheid aanwezig konzyn zonder hare tegenwoordigheid nu en dan te verraden. \') Zie E. Honzel, Antipepsin als Ursacho der Nichtselbts-verdauung des Magena. rof. Jahrosbericht ??ber dio Fortscbr.der Thiercbem. Bd. XXXIII, S. 656.



??? 37 Evenmin lieb ik de aanwezigheid kunnen bespeurenvan eene stof, die de leb tegenwerkt. Voor het vaststellen van het stremmend vermogenheb ik gebruik gemaakt van ontroomde koemelk, af-komstig van een zuivelfabriek, waar de melk van eengroot aantal koeien dooreen gemengd en machinaaldoor centrifugeeren van de room ontdaan werd. Vol-gens opgave van de fabriek heeft deze melk een vrijwel constante samenstelling. Bovendien heb ik, wan-neer het er op aankwam de verandering van het stollendvermogen eener enzymoplossing op verschillende dagente vergelijken, steeds een controleproef genomen meteen constant blyvende leboplossing. Hiervoor werdeen praeparaat van van Hasselt gebruikt, tien maalverdund met gedistilleerd water; de gevonden stol-lingstyden bedroegen byna altyd 36 seconden; zewaren nooit korter dan 80 seconden en nooit langerdan 40 seconden. Wanneer met zwakke enzymoplos-eingen gewerkt werd, werd veelal oen proefje melkzonder toevoeging als controle gebezigd.

Dit stoldenooit voor afloop der proef, die somtyds 7 uur duurde,wel als het den nacht over in het waterbad bleef.Daar de proeven meestal minder dan oen uur enbyna nooit langer dan 5 ??, 6 uur duurden, meendeik in deze molk een deugdelyk middel to hebben terbepaling der enzymsterkte. De reageerbuisjes, waarin de proeven werden ge-daan, werden met warm zeepwater gereinigd, afge-spoeld met leidingwater en in een kom gelegd, diegevuld werd met kokend water, waarin ze bleventot het water eenigszins afgekoeld was, daarna wer-den ze boven de kachel of in een stoof gedroogd. Voorelke bepaling word 8 c.m.\' melk gebruikt, die meteen pipet in het reageerbuisje werd afgemeten.Do buisjes werden zoo lang in een waterbad



??? 38 van 370 gezet, tot de melk dezelfde temperatuur hadaangenomen, dan werd ze overgegoten in een buisje,dat de gewenschte quantiteit enzymoplossing bevatte,nadat ook dit buisje eenigen tyd in het waterbadhad gestaan; het mengsel werd even omgeschud enweer in het bad geplaatst; voor de tijdsbepaling werdhet buisje al naar gelang van den te verwachten stol-lingstyd elke 5, 10, 15 seconden of met nog langertusschenpoozen er even uit genomen en er onmid-dellijk weer in gezet. De enzymoplossingen werdenafgemeten met een pipet, die in Vio c-m.\' was ver-deeld. Het volume werd steeds gebracht op 2 c.m.ÂŽOp deze wijze meende ik beter vergelijkbare uitkomstente krijgen, dan door het toevoegen van verschillendehoeveelheden der oplossingen, terwijl het goed ge-mengd worden van het enzym met de melk er tevensdoor bevorderd werd. Ik heb gewerkt met geneutraliseerde en zure enzym-oplossingen. Voor de neutralisatie met natronloogwerd de benoodigde hoeveelheid zure vloeistof afge-meten in

een bekerglaasje. De loog, waarvoor eentiende normaal oplossing werd gebruikt, werd uit eenburet droppelsgewyze toegevoegd onder voortdurendomschudden der vloeistof, ten einde plaatselyk op-treden van alkalische reactie, die het enzym zoukunnen schaden, zooveel mogelyk te voorkomen. De reactie werd bepaald met lakmoes- of lakmold-papier. De geneutraliseerde oplossing, werd dan naal of niet verdunnen met water zoo spoedig mogelykmet de melk gemengd. Werd geneutraliseerd metCaCOj dan werd eerst de enzymoplossing in een buisjeafgemeten en zoo noodig tot 2 cm" aangevuld. Daarnawerd gepulveriseerd CaCO, in geringe overmaat toe-gevoegd, omgeschud en het buisje 1 minuut in hetwaterbad gezet, waarna de melk er by werd gegoten.



??? 39 Van de kleine overmaat CaCOg heb ik geen invloedkunnen bespeuren. Deze methode gaf ik de voorkeur boven het eerstverwijderen van het CaCOg door filtratie, omdat dewerking na het neutraliseeren somtyds afneemt, zoo-als later zal blijken. Werd eerst gefiltreerd, dan vondik den stollingstijd inderdaad vaak langer, dan wanneerop de gewone wyze werd gewerkt. Voor de stremmingsproeven met zuur enzym werdde vloeistof door verdunning met water gebracht opeene aciditeit van 0,17o om zooveel mogelyk directeninvloed van het zuur te vermyden. Het melk-enzymmengsel bevatte dan 0,02% HCl, en hiervan kan mengeen belangrijke werking op de caseine verwachten. Om na te gaan in hoeverre de gevonden tyden voorde stolling de enzymconcentratie inderdaad weergevenwerden met bekende verdunningen eenige proevengenomen, die op de volgende wijze werden ingericht:Een sterke oplossing van gezuiverd varkensenzym in0,2% HCl werd voor een deel geneutraliseerd met"/lo NaOH; by de neutrale

oplossing werd zooveelwater gevoegd, dat het volume 2 maal zoo grootwerd als dat van de zure oplossing. De verkregen vloei-stof werd telkens 2 maal verdund met een NaCloplossing die gemaakt was door 0,27o HCl te neu-traliseeren met NaOH en met water aan te vullentot het dubbele volume, een vloeistof, die dus, wat hetNaCl gehalte betreft, overeen kwam met de enzym-oplossing. Met elke verdunning werd een proef gedaan;de gevonden cyfers vormen kolom 1. Deze methodegaf ik de voorkeur boven het verdunnen met HCl enelke proef afzonderiyk neutraliaeeren, omdat hieraanhet bezwaar verbonden is dat de neutralisatie nietin alle proeven gelijk effect heeft. Het bezwaar dergevolgde methode ia, dat hot enzym voor de latere



??? 40 proeven langer bij neutrale reactie gestaan heeft. In kolom 2 vindt men de tyden, die gevondenwerden by neutralisatie met CaCOg. Hier werd metHCl verdund en elke proef afzonderiyk geneutrali-seerd. Voor de eerste proef werd de oorspronkelykeoplossing 2 maal verdund met 0,2 % HCl om dezelfdehoeveelheid enzym te hebben als in de met natron-loog geneutraliseerde. De derde kolom stelt voor de werking by zurereactie. In de eerste proef , werd de oplossing 2 maalverdund met water, teneinde de enzymconcentratieweer gelijk te maken en tevens de aciditeit op 0,1 %te brengen. De verdere verdunning geschiedde met0,1 % HCl. In horizontale richting heeft men dus gelyk enzymgehalte, in vertikale richting gelyk zout-, resp. zuur-gehalte. Voor elke proef werd 8 c.m\'. melk gebruikten 2 c.mÂŽ. enzymoplossing. 1 Verdunning Qeneutr. m.NaOH. Qeneutr. m.CaCO. Zure reactie. 1 X onvord. 40 sec. 5 sec B sec. 2 2 X verd. 90 5 â€ž E> .. 3 .4X â€ž 7-17 min. B.Y10 â€ž B â€ž 4 8X â€ž meer dan 1 uur 15 n 10

â€ž 5 16X â€ž 30 h 85 â€ž 16 j\\ 20 sec. 0 82 X , 80 a 90 â€ž 80 â€ž 7 64X , 8â€”IIV2 min. 60 .. 8 128 X â€ž 110 â€ž 9 â€?256X â€ž 6 min. In alle drie gevallen bestaat dus evenredigheidtusschen stollingstyd en verdunning. Het verschilis alleen hierin gelegen, dat by neutralisatie metNaOH reeds bij 4 maal verdunnen de uitkomstonjuist is bij neutralisatie met CaCO\' eerst by 64 maalen by zure reactie by 256 maal verdunnen. Men raag



??? 41 dus besluiten, dat de tijden bij neutralisatie met NaOHniet juist de concentratie weergeven, tenz?? de op-lossing zeer veel enzym bevat; by neutraliseeren metCaCOs kan men ook bij verdunde oplossingen op decijfers rekenen, terwyl men by zure reactie zeer ge-ringe hoeveelheden enzym kan meten. In proef 8 is 2 cm\' van de 128 maal verdunde oplossing, die dusÂ? 0,008 cm\' van de oorspronkelijke oplossing bevat,nog in staat de melk op den juisten tyd te doen stollen.De hoeveelheid enzym moet hier wel heel klein zyn.Eigenaardig is, dat in alle 3 kolommen de onjuisteuitkomst ten naasteubij voorkomt by gelyken duurvan de stolling. De gelyke eerste 2 cyfers van kolom 2 en eerste 3 van kolom 3 zijn hieraan toe te schryven, dat ikkorter tyden dan 5 seconden niet goed kon bepalenzoodat 5 voor do eerste cijfers onjuist en to veel is.Voor het kalfsenzym werd een zelfde reeks proevenmet verschillende verdunningen gedaan. Do bereidingder oplossingen en de verdunning geschiedde op de-zelfde manier als by

het varkensenzym. Vordimning Qonoutr. ni.NnOh. Gonoutr. m.CaCoi Zuro roactio. 1 onvord. 60 soc. 5 aec. 5 soc. O 2 X vord. 95 â€ž 10 â€ž f\' â€ž 3 4X â€ž 160-170 , 15 â€ž 10 â€ž 4 8X Â? 330-376 â€ž 20 â€ž 15 â€ž 6 16X â€ž 8VÂ?-I27.niln. ??O â€ž 30 â€ž 0 82X . 24 , 100 55 â€ž 7 64X Â? 37->60 â€ž 37. min. 2 min. 8 128 X . 6\'/. â€ž 47. . 9 250 X Â? 1 157. â€ž 13 â€ž 10 512 X â€ž >40 â€ž >60 Na neutralisatie met natronloog zyn do uitkomstenhier dus beter dan by het varkensenzym.



??? 42 De tijden stemmen vrywel met de verdunningovereen tot een 32 malige verdunning toe. "Wel komen reeds by 8 maal verdunnen kleinereonregelmatigheden voor, maar over \'t algemeen zijn detyden ongeveer in Overeenstemming met de concen-tratie. By 64 maal verdunnen was de stollingstijdzeer onbetrouwbaar. In myne verdere proeven had ikmeermalen gelegenheid bij met NaOH geneutraliseerdeoplossingen dergelyke niet geheel prompte uitkomstenwaar te nemen. Meestal deed ik dubbele proeven metdezelfde vloeistof met de bedoeling de juistheid deruitkomst zooveel mogelyk te controleeren. Daarbykwam het nog al eens voor, dat twee gelyke proeven,wanneer de tyd althans eenige minuten bedroeg,een verschil opleverden. Bij neutralisatie met CaCOj zijn de uitkomstenbyna geheel juist; de kleine afwykingen in de eerstegetallen laten zich gemakkelijk verklaren als men van\'beneden naar boven gaande de grootte der foutenberekent. Uitgaande van proef 5 zou men moetenvinden 50, 25, 121/2, 6V4. Het

is nu duidelijk, datverschillen als 12Vj en 15,6en 10 bij zoo korte tydenwel vallen onder het bereik der .waarnemings-fouten. Wat de zure reactie betreft, hier zijn alle tijdeniets korter, terwyl de juistheid der uitkomsten over-eenkomt met die bij neutralisatie me CaCOj. In bovenstaande gegevens heeft men ongeveer eenmaatstaf in hoe verre men uit de gevonden tydenhet enzymgehalte mag beoordeelen.



??? 43 Eenige Opmerkingen over Antistoffen. By de beschrijving der enzym-bereiding merkte ikreeds op, dat het waarschijnlyk is, dat het varkens-en kalfsenzym, volgens Pekelharing\'s methode afge-scheiden en gezuiverd, geen noemenswaardige hoe-veelheid antistoffen bevat. In het sap, dat ik verkreeg door kalfsmaagmucosaefijn te wry ven en uit te persen kon ik wel antipepsineaantoonen. Het perssap werd aangezuurd tot0,27o HCl. Werddan een deel geneutraliseerd met NaOH en met waterverdund tot 2 maal het volume, dan deed het demelk in de gewone verhouding van 2 op 8 stollen inl\'/g minuut; bij 2 maal verdunnen met 0,2% HCl enneutraliseeren met CaCOs was de tijd Va min. en by2 maal verdunnen met water 10 seconden. Werd nu van het onverdunde perasap de proteolysebepaald, dan vond ik in 5 uur een digeatie = O, in 24uur waa er nog onmeetbaar weinig, en in 102 uur1,9 m.m. gedigereerd. Een uiterst geringe digestie dusin vergelyking met het zeer krachtig stremmend ver-mogen. Ik heb er reeds

op gewezen, dat de oorzaakniet lag in scheiding der enzymen noch in de luin-wezigheid van proenzym. Eerst heb ik nu getrachtde pepaine door digestie der vloeiatof werkzaam temaken. Na 4 dagen digereeren was de stollingstijd naneutralisatie met NaOH l^/j min., met CaCOg 7* mi??i-by zure reactie 7 min. De digeatie waa in 5 uur = O,in 24 uur = 0,4 m.m. Van een duidelyke toeneming derpeptische werking blykt dus niets. Dit is nu niet in directe tegenspraak met de mede-deeling van Danilewsky dat de antipepsine door zure



??? 44 pepsine wordt vernield, want in een vloeistof als deze,waarin zooveel antipeptische stof aanwezig is, is teverwachten, dat ook de invloed van de pepsine op deantipepsine zelf zeer zal worden belemmerd. Dat hier werkelijk een stof was, die de pepsinetegenwerkte, blykt uit de volgende waarnemingen.Een hoeveelheid van het sap werd gedialyseerd tegen0,2 % HCl en na 24 uur werd de digestie opnieuwbepaald. Deze bedroeg nu in 5 uur, 1,8 m.m, dus eenbelangrijke toeneming. Nog duidelyker was de volgende proef: Met een deelvan het perssap, dat 4 dagen gedigereerd was, werd eenproef genomen en een andere met hetzelfde sap 4 maalverdund met 0,2% HCl. De uitkomst was in 24 uur: Onverdund sap â€” 0.4 m.m. 4 X verdund sap â€” 2,4 m.m. Het verdunde sap werkte dus veel sterker, danhet onverdunde. Zeer bewyzend is ook het volgende. Van een zeerwerkzame kalfsenzymoplossing werd 1 c.m\'. verdundmet 9 c.mÂŽ. 0,2 % HCl en 1 c.mÂŽ. werd verdund met9 c.m^. perssap, dat ook 0,2 % HCl

bevatte. Van beide vloeistoffen werd de .proteolyse bepaald. De proef duurde 21 uur: Met HCl verdund enzym â€” 8,8 m.m. Met perssap verdund enzym â€” 0,6 m.m. Het perssap benadeelde dus de digestie belangrijk. Opmerkelijk is, dat de hier aanwezige antistof zichalleen als antipepsine, niet als antileb voordeed, terwijlSawjalow tot staving zijner meening, dat chymosine-werking berust op caseinedigestie, juist aanvoert,dat antistoffen beide reacties tegengaan. Hy voegde daartoe aan de stremmingsproef albu-mose toe en bespeurde, dat deze de lebwerking tegenging. Afgezien van de vraag of de hier aanwezige



??? 45 antistof een albumose is, moet ik er op attent maken,dat uit bovenstaande proef met onverdund en 4 maalverdund sap blykt, dat 4 maal verdunnen de anti-werking zeer veel geringer maakt. Bij de strem-mingsproeven wordt de enzymoplossing door toevoe-ging der melk 5 maal verdund. Dit kan dus hetverschynsel heel wel verklaren.De antistof wordt door neutraliseeren niet vernield.Een hoeveelheid sap werd geneutraliseerd en bleefdaarna 1 uur staan, in welken tijd een neerslag ont-stond, dat door centrifugeeren verwyderd werd. Devloeistof vertoonde toen een stollingstyd van 1 min.Na aanzuren tot 0,2 "/o was de digestie in 5 uur = 0. In aansluiting aan de beschreven uitkomsten metperssap kan ik eenige proeven vermelden met tweeverschillende lebpraeparaten uit den handel. Onderzocht werden een leboplossing van van Has-selt en een Deenscbe van Hansen. Beide praeparatenvertoonen neutrale of byna neutrale reactie, hebbeneen sterk stremmend vermogen, mtuvr aangezuurd,laten zij eiwit zoo goed

als onaangetast. Eenige cm\', leb van Hansen worden 10 maal ver-dund met water. Deze oplossing doet do melk in degewone verhouding stollen in 30 seconden. 2 cmÂŽ, lebworden daarop verdund met 18 cmÂŽ. 0,2 % HCl. Dezeoplossing, die dus bijna 0,2 "/o HCl bevat werkt als volgt:2 X verdund met water 5 ??, 10 sec. 2 X verdund met water en geneutr. met CaCO, 20 â€ž Geneutr. mot NaOH en verdund m. water tot 2 X liet volume 40 â€ž Do zure oplossing, niet verder verdund, digereertin 5 uur byna niets. Evenals het perssap heeft dezeoplossing naast een zeer sterk stremmend vermogen,byna geen proteolytische werking.



??? 46 Van hetzelfde lebpraeparaat wordt nu 40 c.mÂŽ. ge-dialyseerd tegen stroomend water. Na 24 uur is hetvolume toegenomen tot 70 c.m\'. De vloeistof wordtuit den dialysator genomen en het enzym neergeslagenmet verdund azijnzuur. Door centrifugeeren en afgieten der vloeistof wordthet neerslag afgezonderd en opgelost in 0,2 % HCl. Deze oplossing heeft nu ongeveer een gelyke wer-king op melk als de vorige, terwijl de eiwitbuisjeser veel meer door worden aangetast. Gefiltreerd en verdund met 0,2 % SCI. De werkingdezer oplossing is de volgende: 2 X verdund met water 10 sec. 2 X verd. m. water en gen?Šutr. met CaCOj 20 â€ž Geneutr. m. NaOH en verdund m. water tot2 X \'fc volume 45 â€ž Digestie in 5 uur 2,1 m.m. Werd de oplossing van met azynzuur neerge-slagen enzym nu nog 24 uur gedialyseerd tegen ge-distilleerd water en het daarby ontstaande neerslagopgelost in 0,2 7o HCl, dan vertoonde zy by onge-veer gelijke melkstremming een digestie van 2,3 m.m.Een belangrijke toeneming was. hier

dus niet meerbereikt. Ook door dialyse alleen kan men deze praeparatenhare peptische werkzaamheid althans ten deele weer-geven. Na 2 dagen dialyseeren tegen stroomend wateren daarna 5 dagen tegen 0,2% HCl vond ik, nadatde vloeistof met zoutzuur nog wat verdund was, hetvolgende: 2 X verdund met water 70 sec. 2 X verd. ra. water en geneutr. m. CaCOj 3 min. Geneutr. met NaOH en tot 2 X het volumeverd. ra. water 8 â€ž Dig. i?? 5 uur â€” 0,5 m.m.; in 24 uur â€” 3,2 m.m.



??? 47 In aanmerking genomen de veel zwakkere strem-mende werking van deze oplossing, ziet men dat dedigereerende ook hier belangryk was toegenomen. Dezelfde resultaten verkreeg ik met het lebpraepa-raat van van Hasselt. Men is dus geenszins gerechtigd dergelijke lebop-lossingen scherp te onderscheiden van pepsineprae-paraten. Aan Pawloio, die over dit onderwerp meeruitgebreide onderzoekingen deed, gelukte het in allehem ten dienste staande leb en pepsine praeparatenbeide werkingen aan te toonen en te bewijzen, dat, waareen van beide scheen te ontbreken, zij slechts ge-maskeerd was. In de hier onderzochte handelspraeparaten zyn dezouten, die gewoonlyk ter conserveering worden toe-gevoegd mogelyk de oorzaak van do stoornis. Datzelfs een NaClgehalte van 0,147o de digestie zeermerkbaar benadeelt, merkte ik reeds op. By het perssap is het waarschijnlijk, dat het doorDanilewsky en Schioars in maagmucosae gevondenantipepsine het storende agens is. Hot noerHiaan van proteoIytiHch

en moik-Htremniend Enzym door Dialyse. Onderscheidene methoden zijn door verschillendeonderzoekers beproefd om te trachten eene scheidingteweeg te brengen tusschen pepsine en chymosine.Dialyse werd voor zoover ik vond door geen vanallen voor dit doel aangewend. By de enzymbereiding vermeldde ik reeds, dat storke



??? 48 enyzmoplossingen, die 0,2 % HCl bevatten, als zygedialyseerd worden tegen water, een deel van hetenzym tegen den dialysatorwand afzetten, wanneer deaciditeit der vloeistof tot een zekeren graad gedaald is. Volgens Pekelharing is bij een HCl gehalte van0,02 7o de oplosbaarheid van pepsine het geringst,terwyl zy door lage temperatuur nog sterk vermin-derd wordt. De vloeistof in den dialysator is danevenwel nog niet van alle enzym bevrijd. Het zounu zeer denkbaar zyn, dat pepsine en chymosine indeze omstandigheden verschil in oplosbaarheid ver-toonden, zoodat een van beide by een bepaalde acidi-teit meer neersloeg dan de andere. Een bezwaar bijhet vergelyken van het filtraat met het weer opge-loste praecipitaat is, dat het eerste meer verontrei-nigende stoffen bevat, zoodat geen volkomen verge-lijkbaarheid bestaat, daar de bymengselen op een vanbeide werkingen meer invloed kunnen hebben, danop de andere. Men mag uit dergelijke proeven dan ook alleen eenbesluit trekken, wanneer het

gelukt eene oplossing teverkrygen, waarin een der werkingen geheel of bynagehe?Ÿl ontbreekt, terwyl de andere goed vertegen-woordigd is. Kleine verschillen hebben in dezengeen bewyskracht. In een vry groot aantal verge-lykingen van digestie en stremming van de vloeistofen het opgeloste neerslag vond ik bijna steeds paral-lelisme beider werkingen; de enkele keeren, dat hetparallelisme verbroken was, was het verschil teklein om het als bewijs voor de scheiding te doen gelden. Uitgaande van de gedachte, dat er mogelyk maareen klein verschil in oplosbaarheid beider enzymen konbestaan, heb ik beproefd door herhaalde dialyse vaneen zelfde hoeveelheid een duidelyk verschil te vinden.Hiertoe werden na 24 uur dialyseeren tegen gedis-



??? 49 tilleerd water beide werkingen van een deel van hetneerslag, opgelost in 0,2 % HCl en van de vloeistofbepaald en vergeleken. Het dialysaat werd eerst aan-gezuurd tot 0,2% HCl. De rest van het opgelostepraecipitaat werd dan opnieuw 24 uur gedialyseerden hetzelfde herhaald. Dit geschiedde 6 keer achtereen.Indien de onderstelling opging, zou ik ten slotte eenneerslag moeten krygen, waarin een der enzymenin vergelyking met het andere geheel of voor eengroot deel op den achtergrond trad. De volgende cijfers geven de verhouding van strem-mende en digereerende werking na de verschillendedialyses weer. De aciditeit van de vloeistof was nade eerste dialyse 0,037o, i^a volgende was zeminder. Het [is zeer moeilyk in dit opzicht overeen-stemming te krijgen. De neutralisatie geschiedde metCaCOj. Voor de digestie werd 10 c.m^. vloeistof gebruiktvan dezelfde concentratie ala voor de stremming. Stoll.tyd Digestie lo dial. neerslag 0 sec. 7,7 m.m vloeistof 0 â€ž 8 Â? 20 dial. neerslag 0 â€ž 7,1 n vloeiatof 5

â€ž 0,4 n 3o dial neerslag 5 â€ž 6 n vloeistof 10 â€ž 4,8 n 40 dial. neerslag 10 â€ž 6,3 >Â? vloeiatof 0 â€ž 6.3 n Â?o dinl. neerslag 10 â€ž 6,1 Â? vloeistof 15 . 5,2 Â? 60 dial. neerslag 15 â€ž 5,6 n vloeistof 10 â€ž 4,6 n Ook door G keer dialyseeren was de verhouding derwerkingen niet in die mate veranderd, dat men mag i



??? 50 besluiten, dat een der enzymen ten opzichte van hetandere sterk was verminderd. De kleine afwijkingen na de 4e en 6e dialyse leggenniet veel gewicht in de schaal, de korte stollings-tyden in aanmerking genomen. De hoofdzaak is, datby herhaald dialyseeren een toenemende wijziging inde verhouding niet is te constateeren. Het geluktdus niet door dialyse de enzymen van elkaar te scheiden. Nog op andere wijze heb ik de onscheidbaarheidder werkingen op de proef ge.steld. Ten einde in eeneoplossing van pepsine en anti-pepsine deze beidestoffen van elkaar af te zonderen, maakte Schwarzgebruik van de eigenschap der pepsine, in eiwitin te dringen. Deze methode heb ik nu ookaangewend voor eene enzymoplossiog uit var-kensmagen. Geneutrahseerd met CaCOj deed deze oplossingde melk stremmen in 20 seconden, by zure reactie2 maal verdund met water in 16 seconden. In 5 uur digereerde zij 2.1 m.m. van een eiwitbuisje. 22 c.m^ dezer oplossing werd vermengd metstukjes fyn gewreven gestold

kippeneiwit en bleefdaarmee 21 uur op een koele plaats staan. Daarnawerd gefiltreerd ; het filtraat bedroeg 21 c.m\'. DitAltraat deed de melk stollen:na neutralisatie met CaCOa niet in 6\'/j uur; by zure reactie 2 X verd. met water â€ž â€ž 6 uur;bij zure reactie onverdund (0,27o HCl) â€ž 5 uur. De digestie bedroeg in 5 uur 0,08 m.m. in 21 uur0,33 m.m. De stukjes eiwit werden met 21 cmÂ? 0,27o HClin de stoof gezet, na 24 uur waren ze geheelopgelost. Proteolytisch en stremmend vermogen waren dusgelijkelyk" door de stukjes eiwit geabsorbeerd. Ook



??? 51 deze methode is dus niet in staat pepsine en leb tescheiden en, al moge zy de eenheid dezer enzymenniet bewyzen, de waarschynlykheid wordt er zekerdoor verhoogd. Over het Onderscheid tusschen Chymosine enParachymosine. In Pfl??gers Archiv Bd. 79 verscheen eene publicatievan Bang over het melkstremmend enzym, dat voor-komt in pepsine-praeparaten, vergeleken met gewoneleb. De aanleiding tot dit onderzoek was de bevindingvan Thunberg, een van Hammarsten\'a assistenten,dat een pepsine-oplossing, die eenigen tijd gedigereerdwerd, na neutralisatie met alkali geen stremming vanmelk meer kan te weeg brengen, wel daarentegen naneutralisatie met CaCOs. Hy werkte deze proef na envont], uitgaande van eene sterke pepsine-oplossing,waarvan 1 cm\', met \'Vio alkali geneutraliseerd, 10 cm\'melk oogenblikkelyk deed stremmen, dat de oplossingna eene digestie van 96 uur geen stremming meer konverwekken, als ze met alkali geneutraliseerd werd;by neutralisatie met CaCOg stolde de

melk nogonmid-dellyk en eerst na 11 dagen digereeren was het strem-mend vermogen ook na neutralisatie met CaCOjvordwonen. Dit was in strijd met de waarneming van /iam-marsten, dat men iu eene leboplossing door 24 ?? 48uur digereeren allo leb kan vernietigen. Ter verge-lyking herhaalde hy de proef met een leb-praeparaatuit den handel en met extract uit kalfsmagen en vondnu de lebwerking zoowel by neutralisatie met alkali



??? 52 als met CaCOj in 24â€”48 uur verdwenen. Aan ditverschil ontleent hij het recht de pepsineleb en degewone als twee verschillende stoffen van elkaar teonderscheiden. â€žDer Unterschied ist zweifach," zegt hij. â€žErstensmusz man das Pepsinlah viel l?¤nger als das gew??hn-liche digeriren, urn die Labwirkung zu vernichten,wenn man, wie gew??hnlich, mit Alkali neutralisirtund zweitens kommt dann f??r das Pepsinlab einePeriode wo man zwar keine Labwirkung nach neutra-lisiren mit Alkali findet, nach Neutralisation mitkohlensaurem Kalk abersehrdeutliche, ja sogar starkeLabwirkung demonstriren kan, w?¤hrend das gew??hn-liche Lab keine solche Periode gibt. Dieser Unterschiedist so bedeutend, dasz man berechtigt ist, dar??berzu zweifeln ob nicht hier zwei verschiedene Fer-mente vorliegen." Door een viertal reacties tracht h?? dan verder dejuistheid dezer onderstelling te bewijzen. Het komtmij voor, dat hier grond bestaat voor enkele opmer-kingen. Bang gebruikte twee verschillende pepsine-praeparaten,

pepsinum siccum, een Zweedsch en eenDeensch., die beide sterke lebwerking bezaten. Als lebgebruikte hij eene Zweedsche bereiding, - Barnekow\'sLope en extracten uit kalfsmagen. Het is my nuniet duidelyk, hoe hij dus kan spreken van pepsineleben gewone. Hot kalfsmaag extract heeft toch evengoeddigereerende als stremmende werking en handelsleb,zooals ik in een vorig hoofdstuk voor twee praeparatenaantoonde, ook, al moge de proteolyse door bymeng-selen belemmerd zyn. Vermoedelijk" zal Barnekow\'sLope in dit opzicht wel niet anders zijn. Of men nu eenpepsine-oplossing heeft die tevens lebwerking vertoont,of een leboplossing, die ook proteolytisch werkt, maakt\'geen verschil en een onderscheiding van pepsineleb



??? 53 en gewone is dus moeilyli te rechtvaardigen. In denloop zyner verhandeling geeft hy aan, dat de ge-wone leb (chymosine) het melkstremmend enzym derkalfsmagen is, terwyl by het varken de pepsineleb(parachymosine) voorkomt. Ik heb my daarom by mijnonderzoek over chymosine en parachymosine aan ditonderscheid gehouden en gebruik gemaakt vanenzymoplossing uit kalfs- en varkensmagen. De bevinding van Bang dat chymosine door eenedigestie van 24â€”48 uur geheel wordt vernield, kan ikniet bevestigen. Integendeel heb ik mij er dikwijlsvan kunnen overtuigen, dat een oplossing van kalfs-enzym gewooniyk veel langer gedigereerd moet worden,voordat zy hare coaguleerende werking na neutralisatiemet alkali verliest, een resultaat, dat ook door Fuldwerd verkregen. Wordt met CaCOj geneutraliseerd, dan kan men,evenals Bang voor parachymosine vond, nog veel langerstolling waarnemen. Ten bewyze mogen de volgendegetallen dienen. De gebruikte enzymoplossing wasgemaakt door

lyngehakte kalfsmaagslymvliezen 37uur met 0,57o HCl te digereeren en daarna te fil-treeren : Het Altraat werd in een waterbad verdergedigereerd. By de met NaOH geneutraliseerde proeven werd zoo-veel water gevoegd, dat het volume 2 maal zoo grootwerd ; de met CaCO, geneutraliseerde proef werd voorhet toevoegen van het CaCOg 2 maal verdund met water. Noutrnlisatio - NnOH NrOU NhOH NaOH NaOH CaCO. Stollingst??d in min. - 2Â? 15\'/, 06 75 >180 3\'/. T??d godur. wolko - O 46 114 210 236 uurdo opi. gedig. was. Na 210 uur digereeren dus nog een stollingstyd van75 min. en eerst na 286 uur was de tyd niet goedmeer te bepalen ; met CaCOj geneutraliseerd deed het



??? 54 enzym de melk nog stollen in S\'/g minuut. Dat ookmijne gezuiverde praeparaten van kalfsenzym langermoesten digereeren bljjkt uit de proeven in tabelI waar de stollingstijd eerst in 9 dagen toenamvan 2ÂŽ/i2 min. tot 45 min. terwyl de tijd bij neu-tralisatie met CaCOj op den 9en dag 110 sec. bedroegen in tabel III, waar de tyd in 5 dagen toenamvan 1% min. tot meer dan 2 uur, terwyl dezelfdehoeveelheid enzym, met CaCOj geneutraliseerd de melkdeed stollen in 5 min. Het is trouwens moeilyk tebegrypen, dat in alle mogelyke enzymoplossingen,onafhankelijk van concentratie en bymengselen, de lebsteeds in denzelfden korten termyn zou vernield worden.Het moet toch wel verschil geven of men eene op-lossing heeft met veel of weinig leb, met zwak ofsterk digereerend vermogen. Men moet echter den observatietyd niet al te kortnemen â€” bij Bang\'s proeven was deze 1 uur â€” envooral daarom niet, omdat by zwakke werking de tijdallicht wat langer uitvalt dan met de concentratieovereenkomt. In mijne proeven

zou men na eene digestievan 114 uur by een observatietijd van 1 uur reedstot de afwezigheid van lebenzym besloten hebben. Zoo\'als later blyken zal meen ik echter aanleidingte hebben de afneming der stremmende werking vangedigereerde enzymoplossingen by neutrale reactieop andere \'wyze te verkaren. De vier reacties die Bang aangeeft ter onderscheidingbeider enzymen zyn: le het verschillend gedrag by ver-dunnen, 2e by toevoegen van chloorcalcium, 3e ver-schillende resistentie tegen verhitten en 4e tegenoveralkali. Ik heb by oplossingen van kalfs- en varkensenzymdeze reacties herhaaldelyk nagegaan; het resultaatlaat ik hier volgen. Het lykt mij doelmatig aan de



??? 55 hand van Bang\'s mededeeling elk afzonderiyk in de-zelfde volgorde te bespreken en met zijne uitkomstente vergelyken. Be zoogenaamde tijdwet, door Soxhlet voor chymo-sine vastgesteld, mag volgens de meeste onderzoekersals juist aangenomen worden. Herhaaldelyk heb ik mij er van overtuigd, datinderdaad de stollingstyd evenredig is aan de ver-dunning, mits de verdunning niet al te ver gaat. Danvond ik in twee opzichten eene afwyking ; als met de-zelfde verdunning twee of meer proeven gedaan werden,waa er vaak verschil in tyd, zoodat men de werkingniet meer als zoo nauwkeurig te bepalen raag be-schouwen, als in sterkere oplossingen ; in de tweedeplaats werden de tijden dan wat langer dan te ver-wachten was. Stollingst??don : 1\'/Â? min. 3 min. B\'/j min. 11\'/i min. 26 min.Verdunning: onverdund 2X 4X ??x 16 XZyn de atollingstijden zeer lang geworden, dan vindtmen ook niet meer het scherp waarneembare moment,waarin het vloeibare mengsel zich afscheidt in eencoagulura en het heldere

weieiwit, maar langzamer-hand komen er vlokken en het kan geruimen tyd duren,eerdat het komt tot volkomen stolling, die somtyds ookgeheel uitblijft. Het bepalen van den tyd ia in dezogevallen niet nauwkeurig mogelyk. Parachymosine volgt nu naar Bang\'s mededeeling bijneutrale reactio de tijdwet niet. In sterke oplossingenzyn de tyden iets korter, dan de verwachte en by verderverdunnen komt spoedig een moment, waar de tydennaar verhouding veel te lang zijn of stolling geheeluitblyft. Dit onderscheid heb ik ook gevonden tusschenhet enzym van kalveren en van varkens, zooals eenblik op bladzijde 40 en 41 duidelyk maakt. Deze eigenaardigheid van de parachymoaine is moei-



??? 56 l?œk te begrijpen. Dat het enzym door verdunnen metwater vernield zou worden is niet waarschijnlijk; ditis door Bang aangetoond ; als hy verschillende hoeveelheden onverdund enzym aan de melk toevoegde,vond hg het zelfde. Hij verdunde met water. Menzou dus kunnen- onderstellen, dat het zoutgehalte inde minder verdunde proeven meer het optimum voorparachymosine nabij kwam. In myne proeven bleefhet zoutgehalte constant en toch was het verschijnselniet minder duidelyk. Het schynt wel, alsof er eenbepaald stollingsvermogen aanwezig moet zijn om devoorhanden hoeveelheid case??ne in den juisten tijd omte zetten, want in alle drie kolommen (bladz. 40) ligt degrens der juiste uitkomsten ongeveer by dezelfde tijden.Voor dat stollend vermogen is dan by neutralisatiemet NaOH meer enzym noodig dan by neutralisatiemet CaCOj en het minst by zure reactie. Voor het overzicht plaats ik de cyfers van bladz.40 en 41 naast elkaar. Varken Ka If. Zure R NaOH. Zure R | NaOH. 5 sec. 40 sec. ^ 90 â€ž 5

sec. 50 sec. 5 â€ž 7-17 min. 5 â€ž 95 â€ž 10 â€ž >60 â€ž 10 â€ž 160-170 IB a 20 â€ž IB â€ž 330-876 â€ž 30 â€ž 80 ., 8V2-1272min. 60 ,. B5 â€ž 24 â€ž 110 .. 120 â€ž 37->CO . 360 2B5 ,.780 â€ž>60 min. De varkensenzymoplossing, beoordeeld naar destolling by zure reactie, is 2 maal zoo sterk als die\'van het kalfsenzym. Wordt ze 2 maal verdund.



??? 57 dan is het stollend vermogen bij zure reactie gelijk,bij neutrale reactie Â? 2 maal zoo zwak. Bjj 4maal verdunnen komt de tyd by neutrale reactie nietmeer met de concentratie overeen en by 8 maal ver-dunnen is de tijd reeds zeer lang. De overeenkomstigekalfsenzymoplossing geeft dan nog een stollingstijdvan 160â€”170 seconden en stremt ook by verdere ver-dunning nog overeenkomstig de concentratie. Vat mennu de stremming by neutrale vloeistof op als eene ver-traagde werking van het zure enzym, dan volgt daar-uit, dat deze vertraging bij het varkensenzym grooteris, dan by het kalfsenzym. Dit stemt overeen methetgeen Bang vond met betrekking tot het alkali.Parachymoslne is toch veel gevoeliger tegen alkali,dan chymosine. Neutrale reactie is nu evenmin onver-schillig voor het enzym. Men kan er zich toch ge-makkelijk van overtuigen, dat de neutrale reactie opden langen duur de werkzaamheid van het enzymdoet afnemen. Met dezelfde geneutraliseerde varkensenzymoplossing, waarmee

bovenstaande proeven ge-daan werden, herhaalde ik 25 minuten na de neutra-lisatie de eerste twee proeven. Voor de eerste vondik toen in plaats van 40 seconden, 50-d GO sec. en70 sec. Voor de tweede SYj minuut. Evenzoo ver-mindert de werkzaamheid als het varkensenzym metCaCOs geneutraliseerd is. Een door 4 maal dialyseerengereinigde oplossing, geneutraliseerd met CaCOs deedde melk stollen in 25 seconden. Een deel der geneu-traliseerde oplossing bleef 5 uur bij kamertemperatuurstaan. De melk stremde met dezelfde hoeveelheid en-zym nu niet in lyÂ? uur. Verder heb ik herhaaldelykgevonden, dat by neutrale reactie, wanneer de op-lossingen niet te sterk zyn, de uitkomsten niet altydheel prompt zyn. Neemt men bijvoorbeeld twee proevenmet dezelfde neutrale oplossing, dan dekken de uit-



??? 58 komsten elkaar niet altyd. Ook is het niet hetzelfde ofmen eene kleine quantiteit neutraliseert of eene groote,al wordt er voor gezorgd, dat het alkali even voor-zichtig en in minstens even groote hoeveelheid wordttoegevoegd. Ik vond bijvoorbeeld, wanneer ik 273 cmÂŽ,van eene oplossing neutraliseerde met 1,3 cmÂŽ, \'^/iqNaOH een tijd van 15 minuten. Neutraliseerde ik10 cmÂŽ, van dezelfde oplossing met 5,3 cmÂŽ. NaOH,dan vond ik minuut. Dit alles is moeilyk te rymen met een specifiekbij neutrale reactie werkend enzym en wijst veel eerop eene vertraging door de neutralisatie te weeg ge-bracht. Het eerste onderscheid tusschen chymosineen parachymosine zou dus herleid kunnen wordentot een verschil in gevoeligheid voor alkalische resp.neutrale reactie. Ook de tweede door Bang aangegeven reactie teronderscheiding van chymosine en parachymosine, deverschillende versnelling door CaClg te weeg gebrachtschynt my toe door mijne opvatting geheel verklaardte kunnen worden. Bang geeft aan, dat de

versnellingdoor CaCIg voor parachymosine veel grooter is danvoor chymosine. Heeft men eene oplossing van para-chymosine en een van chymosine, die bij neutralereactie in denzelfden tijd melk doen stollen, dan zaleen gelyke hoeveelheid CaCl, den .stollingstyd van deparachymosine veel meer verkorten dan die van dechymosine. Naar hetgeen ik hierboven betoogd heb,zyn evenwel chymosine en parachymosine-oplossingen,die bij neutrale reactie de melk in denzelfden tyd doenstremmen geenzins geljjk van concentratie, als men hetenzym gehalte berekent naar de werking by zure reactie.De parachymosine-oplossing bevat meer enzym. Laat ik mijn eigen proeven buiten rekening, danvolgt dit ook uit de proeven van Bang zelf. Hy ver-



??? 59 gelykt eene pepsine-oplossing met eene oplossing vanBarnekow\'s L??pe in verschillende verdunningen. Ferment Water. Melk. Tyd voor T??d voor opl. Pepsine. B L??pe. 1 1 cm3 10 cm3 2,30 min. 4 min. 2 72 7o cmÂ? 10 â€ž 7,30 8,30 â€ž 3 â€?A â€ž 10 â€ž 40 17 â€ž 4 7. V. 10 â€ž geen 38,30 â€ž In proef 1 is de pepsine-oplossing sterker dan dechyraosine-oplossing, in de volgende 3 proeven dus ooken toch is in proef 3 de tyd voor de pepsine-oplossing 40,voor de chymosineoplossing 17 min. Waar dus eenparachymosine-oplossing bij gelijken en somtyds zelfsbij langer stollingstyd meer enzym bevat dan eenchymosine-oplossing, daar kan het geen verwonderingbaren, dat het toevoegen van eene gelyke hoeveelheidCaClj in de meer geconcentreerde parachymosine-op-lossing grooter versnelling geeft, dan in de chyraosine-oplossing. Men heeft deze uitkomst dan evenwol nietzoo te formuleeren, dat CaClj de parachymosine-reactiemeer versnelt dan de chymosine-werking, maar datde werking van

parachymosine bij neutrale reactietrager is, dan die van chymosine. Bang deelt verder moe, dat een kleine hoeveelheidCaClj, die op chymosine geen versnellende werkingmeer heeft, de parachymosine-reactie nog wel bevorderten als grons geeft hy aan dat 0,02% CaClj in hetmelk-enzym-raengsel op chymosine niet meer werkt,op parachymosine nog wel. Dit heb ik voor mynochymosine-oplossingen niet gevonden ; 0,02% CaClj enzolfs minder veroorzaakte nog wel versnelling,\'zooalsde volgende cyfers doen zien. Hiervoor werd gebruikteen oplossing van gezuiverd kalfsenzym, geneutrali-seerd met \'Vio NaOH.



??? 60 Melk. Neutr. en-zym opl. Water 1 cm3CaCl2 opl. CaCl2 gehaltevan het melkenz mengsel. Stoll. t??d 10 cm3 1 cm3 1 cm3 _ _ 4Vi min. 10 â€ž jÂ? â€” V. % 0,0416 7o 40 sec. 10 â€ž \' )) â€” 7Â? \'L 0,0208 7o 70 â€ž 10 â€ž n â€” Vs Vo 0,0104 7o 110 ,. 10 â€ž \' r â€” \'/.. 7. 0,0052 7o 2 Va min. 10 â€?â€ž 1 1Â? â€” \'/.\' Vo 0,0026 Vo 3 10 â€ž \' w â€” V.. "/â€ž 0.0013 % 4 â€ž Ter vergelyking met eene door Bang vermelde proefmet zwakker enzymoplossing, waarbij de stolling 13min. duurde en na toevoegen van 0,02% CaClj 12minuten, werd dezelfde oplossing zoo veel verdund,dat de melk in 12 min. stremde. Hierby werd het volgende gevonden. Molk. Neutr. en-zym-opl. Water. 1 cm3CaCI, opl. CaClt gehaltevan het melkenz. mengsel. Stoll.tyd. 10 cm3 1 cra3 1 cm3 _ _ 12 min. 10 â€ž 1 â€” 0.4 % 0,033 % 2 â€ž 10 â€ž 1 â€” 0,2 % 0,0165 % 4 â€ž 10 1 â€ž â€” 0,1 % â€?0,00825 % 8V, â€ž Herhaaldelyk heb ik deze uitkomsten gecontroleerden steeds grooter invloed van CaClj gevonden, dandoor Bang wordt

opgegeven. Het tweede verschil tusschen chymosine en para-chymoslne kan dus tot het eerste worden teruggebracht. Ik kom nu tot de 3o en 4o reactie, den invloed vanverhitten en van alkali op parachymosine en chymo-sine. Voor een gemakkelyker overzicht zal ik deze tweereacties te gelyk behandelen. Bang deelt mede, dat chymosine zeer gevoelig isvoor verhitten. Een temperatuur van 70Â° is voldoende



??? ?Šl het in korten tijd te vernielen by neutrale reactie;bij zure reactie is het nog gevoeliger. Parachymosinedaarentegen wordt zelfs gedurende 10 minuten nietdoor een temperatuur van 70Â° vernield, wel vermindertde werkzaamheid er door. Door een temperatuur van75Â° wordt ook de parachymosine vernield; chymosinewordt zelfs na 1 min. verhitten tot 70? vernietigd.Men mag de parachymosine-oplossing evenwel nietgeheel neutra??seeren, als gewoon lakmoes als indicatorwordt gebruikt, wel als de reactie met lakmo??de be-paald wordt. Gebruikt men lakmoes, dan moet dereactie zwak zuur blijven, ongeveer 0,05% HCl. Ikheb nu wel lakmo??de gebruikt, maar daar dit zeerweinig van het lakmoes verschilde, heb ik hoofdzakelijktegen lakmoes getitreerd, waarbij dan met de neutrali-satie zoover werd gegaan, totdat het lakmoespapier nogeen schyntje van roode kleur vertoonde. Door enkeleti?Šnden cm^ kon dan de neutrale reactie bereikt worden,zoodat de oplossing de neutrale reactie zeer naby was.Dan werden

in 2 reageerbuisjes elk 2 cmÂŽ afgemetenen de buisjes in een bekerglas met water, dat op eentemperatuur van 70* gehouden werd, gedompeld ; dooreenig heen en weer bewegen werd gezorgd, dat deoplossing zoo spoedig mogelyk de temperatuur vanhet water aannam. De verhitting werd steeds 10minuten voortgezet, teneinde aan de uitkomst grooterzekerheid te geven. Dan toch is volgens Bang vanchymosine geen spoor over, terwyl de parachymo-sine alleen wat verzwakt wordt. Na afloop werdende buisjes afgekoeld, weer tot 37ÂŽ verwarmd en de8 cm\' melk toegevoegd. Het 4o onderscheid beider enzymen bestaat hierin,dat de parachymosine veel minder resistent is tegen-over alkali, dan chymosine. Een alkali-gehalte van0,01% vernielt het eerste in VÂ? uur, het tweede



??? 62 ondervindt er slechts geringen invloed van. Bang ver-meldt nu de volgende proef: Een geneutraliseerde pepsineoplossing en een ge-neutraliseerd extract uit kalfsmagen werden elk in2 deelen verdeeld en van beide de eene helft gekookt.By 5 cm\' ongekookte parachymosine-oplossing werdgevoegd 5 cmÂŽ gekookte chymosine-oplossing, en bij5 cmÂŽ ongekookte chymosineoplossing, 5 cmÂŽ gekookteparachymosine-oplossing. De mengsels deden eene gelykequantiteit melk in 5 minuten en 6 minuten stollen. Aanbeide werd alkali toegevoegd tot 0,01 % en na Vs uurwerd geneutraliseerd. Het mengsel met ongekookte para-chymosine had zyne werking geheel verloren, het anderecoaguleerde melk in 5 min. Hy besluit dus, dat deparachymosine vernield was, de chymosine intactgebleven, doch laat er op volgen, dat in andere proevende parachymosine soms geheel vernield werd, somseerst na werking van 1 uur, duidelyk geschaad.Wel was de invloed van het alkali steeds grooter danop de chymosine. De

inrichting van de proef was gebaseerd op de be-doeling, voor beide enzymen volkomen gelijke conditieste scheppen. Bang vond immers^ zelf, dat oplossingen,die Veel albumosen bevatten resistenter waren tegenalkali dan meer zuivere. De albumosen beschermenhet enzym, waarschi^jnlyk door binding van het alkali,voor vernieling. Meer of minder albumose in een vanbeide oplossingen, zou dus tot foutieve uitkomstenaanleiding geven. Dit trachtte hy nu te ontgaan doorde vermelde wyze van proefneming. Ik moet daartegen evenwel aanmerken, dat eengekookte enzymoplossing niet hetzelfde is, als een en-zymoplossing, waarin alleen het enzym vernield is.De andere bestanddeelen ondergaan den invloed vanhet koken evenzeer. Ik vond by verhitten van chy-



??? 919 mosine-oplossingen tot 70Â° by neutrale reactie gedurende10 minuten, dat de oplossing soms sterk, somslicht troebel werd, somtijds ook geheel helder bleef;dat men dus door koken eene oplossing zou krygenvan vernield enzym en onveranderde bymengselen isniet waarschynlijk en dit ontneemt veel van dewaarde aan de door Bang gevolgde methode. Onderstelt men by voorbeeld, dat chymosine-oplossin-gen een tegen alkali beschermende stof bevatten, para-chymosine-oplossingen niet, en dat deze stof doorkoken dit vermogen verliest, dan is daarmee het ge-heele verschil verklaard. Het is moeilyk in eene oplossing het enzym tevernielen, zonder tevens groot gevaar te loopen, datde bijmengselen verandering ondergaan. Door verhittentot 80ÂŽ by zure reactie gedurende ongeveer een uuris het mij evenwel gelukt eeno chymosine-oplossinghare stremmende werking te ontnemen, terwyl zeeen duidelyken beschermenden invloed tegen alkali be-hield. Hiervoor gebruikte ik een filtraat van in 0.5 %HCl

gedigereerde kalfsmaag-mucosae. Na het verhittenword geneutraliseerd. De vloeistof bleef by hot ver-hitten en neutraliseeren volkomen helder, doch deedin de gewone verhouding melk niet stremmen in S\'/suur. 12,7 cm\' dezer vloeistof werd gevoegd by 5 cm\'eener zure oplossing van varkensenzym, en daarna werdhet mengsel geneutraliseerd met 2,3 cm\' Â?/,o NaOH. Ter vergelyking werd 5 cm\' van hetzelfde varkens-enzym verdund met 12,7 cm\' gedistilleerd water ongeneutraliseerd met 2,3 cm\' "/jo NaOH. Van beidemengsels word do stollingstyd bepaald en de invloedvan 10 min. verhitten op 70Â° en van alkali nagegaan.De neutralisatie was niet tot volkomen neutrale reactievoortgezet, daar men volgens Bang voor de verhittingaproef eene zwak zure reactie moet kiezen.



??? 64 Voor de alkali-proef werd daarom eerst nauwkeuriggeneutraliseerd, wat bij de eene vloeistof bereikt werddoor 0,2 cmÂ? NaOH, bij de andere door 0,3 c.rnÂ?NaOH toe te voegen aan 9 cmÂ?. Door 0.25 cmÂ?. 7ioNaOH werd aan de beide mengsels eene gelyke alkali-citeit gegeven van ten naasten bij 0,01 "/o en na \'/juur staan werd dan het eene door 0,45 cmÂ? "/k, HCl,het andere door 0,55 cmÂ? HCl terug gebracht totdezelfde byna neutrale reactie als te voren. Daar beidemengsels verschilden in NaCl gehalte, werd nog eenderde gemaakt door 5 cmÂ? varkensenzym-oplossing teverdunnen met 12,7 cmÂ? van eene NaCl-oplossing, dieovereenkwam met het geneutraliseerde kalfsmucosaAltraat en dit mengsel aan dezelfde bewerking teonderwerpen. De uitkomsten waren de volgende: Na behandelingmet alkali. Enzyraoplossing. Na verhitten. verd. met water.â€ž ,, filtraat. â€ž â€ž NaCl opl. 7, min.V. â€ž 50 sec. 2V, min.geen stoll. in 2\'/, unr. ? geen??tolI.inSV, uur.11 min. geen stoll. in 4 uur. By verhitten gedroeg

het met. water verdunde var-kensenzym zich dus als parachymosine, natcevoegenvan verhitte chymosine oplossing, als chymosine. Ver-dund met NaCl-oplossing begon de melk na 13 min.vlokkig te worden, er kwam en stolsels in, maar tot vol-komen stremming kwam het niet. Er.blykt dus nietduidelijk of de verhitte chymosine-oplossing de para-chymosine minder bestand deed zijn tegen verhitten, ofdat dit aan het hooger NaCl gehalte to wyten is. Uit latereproeven blykt,dat de bestanddeelen van eene chymosine-oplossing ook hier hoogstwaartchynlyk van invloed zyn. Wat de resistentie tegen alkali betreft, gedraagthet varkpnsenzym zich als parachymosine zoowel na



??? 65 verdunnen met water als met NaCl oplossing. Toe-voeging van verhitte chymosineoplossing oefent daaren-tegen een belangrijken beschermenden invloed uit. Datdeze beschermende eigenschap door verhitten tot80Â° zou zyn ontstaan, is minder waarschijnlyk dandat zy door koken in Baiig\'s proeven zou zijn ver-loren gegaan. Ik heb verder niet Bang\'s methode gevolgd met ge-mengde enzymoplossingen, maar eenvoudig by ver-schillende kalfs- en varkensenzymoplossingen den in-vloed van alkali en verhitten onderzocht. Voor varkensenzym vond ik, dat het zich inderdaadtegenover alkali en verhitten voordeed als parachy-mosine. De volgende cyfers, gevonden met eeneoplossing van gezuiverd varkensenzym in 0,2o/(, HClgeven dit duidelijk weer. Naar aanleiding van Bong\'sopmerking, aangaande de mogelykheid, dat parachy-mosine en pepsine identiek zouden zijn, werd ook deinvloed op het digereerend vermogen bepaald. De op-lossing werd geneutraliseerd tot zeer zwak zure re-actie, de stollingstijd

bepaald, waarna 8 cm\' der ge-neutraliseerde vloeistof werd aangezuurd met 2 cm\'2% HCl. Nadat de vloeistof op de boven beschrevenwijze deels 10 min. aan een temperatuur van 70Â°,deels aan een alkaligehalte van 0,01 Â?/o gedurende Vauur was blootgesteld geweest, werd eveneens vanbeide 8 cm\' aangezuurd tot 0,4% HCl, en hiervande digestie bepaald: Na ver-hitten. Na alkali bohandoling. StollingatUd: 25 soc 40 soc. geen atoll. in 57i uur. DlROstio iu fi uur: 0,70 4,41 0 2o macht van het aantal ni. m.



??? 66 De stollingsproeven geschiedden als by de eersteproef en werden alle dubbel genomen als controle.De uitkomsten waren gelyk. Dit enzym gaf dus duidelijk de parachymosinereactie. De invloed van verhitten en alkali op het dige-reerend vermogen\'was volkomen evenredig aan dieop het stremmend vermogen. Na verhitten was destollingstyd immers nia^l zoo lang, de digestie 76maal zoo gering, door alkali waren beide werkingenO geworden. Een andere proef gaf in zooverre andere uitkomsten,dat hier de invloed van\'"; alkali, hoewel grooter dandie van verhitten, niet zoo sterk was, als in de vorigeproef. Het digestie vermogen was evenwel daarmeeevenredig ook minder afgenomen. Na ver-hitten. Na alkali bo-handeling. Stollingstyd: 5 & 10 sec. 16 sec. ;J0 800. Digestie in 5 uur: 11,56. 7,84 ,4.81 2Â? macht v. h. aantal m.m In tegenstelling met Bang vind ik dus, dat geens-zins door verhitten en alkali-inwerking kan aangetoondworden, dat parachymosine en pepsine twee verschil-lende enzymen zyn ; integendeel

pleit de gelijke invloedvan beide op stollend en peptoniseerend vermogensterk^voor^de eenheid beider stoffen. Wat het enzym uit kalfsmagen bqtieft, hier hebik verschillende uitkomsten verkregen. Werd eon fil-traat van gedigereerde kalfsmaagmucosae gebruikt,of een bij kamertemperatuur bereid extract daarvan,dan bleek dit niet bestand tegen verhitten, veel betertegenjde] werking van alkali. Ter illustratie vermeldik een proef met extract uit kalfsmaag-slymvliezen.370 grarn mucosae werden fijngehakt en eenige uren



??? 67 b?? kamertemperatuur met 1 L 0,4% HCL uitgetrokkeii.Daarna werd gefiltreerd en het filtraat 24 uur gedialy-seerd tegen stroomend water; het neerslag dat daarb??ontstaan was werd door centrifugeeren verwijderdende vloeistof aangezuurd tot 0,2% HCl. Na neutrali-seeren met natronloog werd de stremmingstijd bepaalden de invloed van verhitten en alkali onderzocht. Na verhittenStoll. tiJd: 20 sec. geen stolling in 2 uur Na alkali behand.35 sec. Deze oplossing gedraagt zich dus als chymosine;anders was het met het kalfsenzym, als het op degewone wijze was afgezonderd en gereinigd. Dan werdde invloed van alkali veel grooter, maar die van ver-hitten tegelijk kleiner. Ten bewijze laat ik hier degetallen volgen, verkregen met een door dialyse ge-zuiverd kalfsenzym. Evenals bij de proeven metvarkensenzym werd ook hier de digestie bepaald : Na vor- Na alkali be- I hitten. handeling. Stollingstyd: 3\'/. min. 7\'/. min. goen stolling in 7 uur. Digestie in 20 uur: 15,21 4.84 0 2o macht v. h. aantal m. m. Behalvo, dat

dezo oplossing minder sterk werkte,was er geen onderscheid met de vroeger vermeldeparachymosineproef. De digestie vermindering wasbijna volkomen evenredig aan het verlies aan stollendvermogen. Ik heb deze proeven nu meermalen her-haald met gezuiverd kalfs-enzym en telkens het zelfdegevonden, mits de reiniging nauwkeurig geschied was.Ik vermeld nog eenige getallen, die werden gevondenmet eene andere hoeveelheid\'door dialyse afgezonderdkalfs-enzym.



??? 68 Na ver-bitten. Na alkali be-handeling. Stollingstyd: T\'/t min. 11 min. geen stolling in 5\'/. uur. Digestie in 5 uur: 4. 1,96. 0 2e macht v. h aantal m. m. Het gelukt nu niet altijd het kalfs-enzym op dedoor mij gevolgde wijze dadelijk zeer rein te ver-krijgen. Een met loodacetaat en ammoniak neerge-slagen en volgens de gewone methode behandeld enzym,gaf na de laatste dialyse tegen gedistilleerd watereen vrij groot neerslag, dat door centrifugeeren werdafgezonderd en opgelost in 40 cmÂŽ 0,2% HCl. Degroote hoeveelheid neerslag in verhouding tot de ge-ringe hoeveelheid HCl deed eene geconcentreerde op-lossing verwachten en des te meer, omdat de vloeistofb?? het neutraliseeren een weinig troebel werd. Destollingstijd bedroeg SVs min. en beantwoordde dusniet aan de quantiteit opgeloste stof. Het was duszeker, dat het enzym vry sterk verontreinigd moestzijn. Deze oplossing gedroeg zich nu tegenover ver-hitten en alkali geheel als chymosine; hot digestieverm??gen bleek evenredig met de stremmende

werking. Na ver-hitten. Na alkali be-handeling. Stollingstyd: 3\'/s min. geen stoll. O\'A min. in 5 uur. Digestie in 5 uur: 2,26 0 0,81 2o macht v. h. aantal m. m. Na de vermelde proeven begon ik sterk te twyfelenaan de juistheid van het door Bang aangegeven ver-schil tusschen chymosine en parachymosine. Het had



??? 69 er allen schyn van dat chymosine niet anders was,dan verontreinigde parachymosine. Vooral het steedsgepaard gaan van resistentie tegen alkali en gevoelig-heid voor verhitten bij de ongezuiverde en het om-gekeerde by de zuivere oplossingen deed het ver-moeden voor de hand liggen, dat in de bijmengselende oorzaak van het verschil was te zoeken. Dat erdoor de behandeling van het enzym, die vroeger uit-voerig beschreven is, iets anders zou plaats hebben,dan het verwyderen van verontreinigende stoffeo, isniet aannemelijk vooral voor de lo portie enzym, diedoor dialyse in het filtraat der gedigereerde slijmvliezenwordt gepraecipiteerd. Daar myne enzymbereiding evenwel van die vanHang verschilde, heb ik ook een extract uit kalfs-magen onderzocht. 350 gram fyngehakte slymvliezenwerden eenige uren met 1 L 0,4% HCl uitgetrokkenby kamertemperatuur. Door filteeren werd een helderevloeistof verkregen, die duidelijk chymosine-reactievertoonde. Na verhitten. Na alkali bohand. Stoll. tyd: 15 80C. Roon

stolling in 80 min. 15 soc. De rest van het extract werd 2 dagen gedialyseerdtegen stroomend water; er ontstond een neerslag, datwerd afgezonderd door de centrifuge en opgelost ineen weinig 0,2% HCl. Deze oplossing werd 24 uurgedialyseerd tegen gedistilleerd water on het neerslagdat nu ontstaan was, opgelost in 0,2% HCl, geneutra-liseerd on op de gewone wyze onderzocht. Na verhitten. Na alkali behandeling.Stollingstyd: 10 sec. 12\'/. min. geen stolling in 30 min. Al moge het verhitten dit enzym ook nog belangrykbeschadigen, zoo neemt de werking toch veel minderaf, dan by hetzelfde enzym v????r het reinigen. Het is in zyne verhouding tegenover verhitten en



??? 70 nog veel meer tegenover alkali de parachymosine sterkgenaderd. Het is ook zeer waarschynlyk, dat het en-zym niet van alle bymengselen geheel bevryd werd,zoodat men mag onderstellen, dat het er geheel meezou overeenstemmen, als men er in slaagde het ge-heel van verontreiniging te ontdoen. Het leb-praeparaat van van Hasselt en dat vanHansen heb ik aan een zelfde onderzoek onderworpen. Een hoeveelheid leb-oplossing van van Hasselt werd24 uur gedialyseerd tegen stroomend water om dezouten te verwijderen, daarna werd het enzym neer-geslagen met verdund azyn-zuur en door centrifugeerenafgescheiden; na uitwasschen met water en opnieuwcentrifugeeren, werd het neerslag opgelost in 0,2%HCl en na eenig verdunnen en neutraliseeren onder-zocht. Ter vergelyking werd ongezuiverde leb gebruikt,10 maal verdund met water. Na alkali be-handeling. Na ver-hitten. soc. geen stoll.in 17Â? uur. â€?9 min. 7 min. CHi COOH neergeslagen leb; 4Fi sec.â€? De gewone leb gaf dus chymosine reactie,

na zui-vering naderde zy tot de parachymosine. Op dezelfdewijze behandeld, doch na het neerslaan niet uitge-wasschen met water, vertoonde leb van Hansen welminder resistentie tegen alkali doch \'de gevoeligheidtegen verhitten was gelyk gebleven. Een deel vanhet in HCl opgeloste enzym werd nu 24 uur gedialy-seerd tegen gedistilleerd water en nu kwam het metparachymosine overeen. Ter vergelyking werd weermet water verdunde leb gebruikt. Stoll. tyd der vord. leb: 45 eec. met



??? 71 Na alkalibehand. Stoll. tiid. der verdunde leb : 30sec.Stoll. tyd na neerslaan met CH, COOH: 30 sec. Stoll. tyd na neerslaan met CH. COOH en dialyse: 1\'/. min. Ook deze handelspraeparaten verliezen dus doorreiniging hun chymosine karakter .tegenover alkali enverhitten. Daar nu de 3e en 4e reactie van Bang blyken teberusten op bymengselen, die in de chymosine-oplos-singen aanwezig zyn en de 2e reactie, zooals ik bovenaantoonde, tot de 1ÂŽ herleid kan worden, blyft geenander onderscheid tusschen chymosine en parachy-mosine over, dan het verschil in vermindering der wer-king by verdunning der geneutraliseerde oplossingen. Ik heb er reeds op gewezen dat neutrale reactievoor het enzym evenmin onverschillig is als alkalische,dat het onder sommige omstandigheden door neutrali-satie veel van zyne werkzaamheid verliest. In het vol-gende hoofdstuk zal ik nog eenige feiten hebben aan tehalen, die dit bevestigen. Pawlow vond, dat neutrali-satie met NajCO, vernieling van het enzym ten ge-volge had

; hij werkto mot hondemaagsap, dat weinigbymengselen bevat. Ik heb ook eenige keeren maagsap van den hondonderzocht en vond, dat dit by goede digestie enkrachtige stremmende werking bij zure reactie en naneutralisatie met CaCO,, zeer geringe werking ver-toonde, als het met NaOH werd geneutraliseerd. .. Becker vond, dat zijn enzym minder werkte, alshij het neutraliseerde en aan aangezuurde melk toe-voesde, dan wanneer hy het zure enzym aan gewoneHofm. Beitrilgo Bd. VII, 8. 115. Na verhitten. geen stoll. in 2 u. 40 sec. 17Â? min- lu. 5Vt niin. 13 min.



??? 72 melk toevoegde; zelfs kon hij vermindering der werkingconstateeren, als hy hfiÂ?- sap eerst neutraliseerde endaarna weer zuur maakte. Hij schrijft dat toe aangevoeligheid van het maagsap voor alkali. Petry kondoor digestie met NajCOg zijne leb-oplossingen minderwerkzaam maaken. Dit alles wijst er op, dat nietalleen overmaat van alkali, maar zelts neutralereactie schadelyk is voor het enzym. Dat een alkali-gehalte van 0,017o, dat dus de grens van zuur enalkalisch maar even overschrijdt, onder sommige omstan-digheden het enzym in Yg uur totaal onwerkzaammaakt, heb ik hierboven aangetoond. Op den aard en hetverschil van de werking van het alkali zal ik niettrachten nader in te gaan. Bij de gebrekkige kennisvan de bestanddeelen der enzym-oplossingen zou ikmy met gissingen moeten tevreden stellen. Datevenwel de bestanddeelen, die de vloeistof behalvehet enzym in oplossing houdt, van groot belang zijnvoor de uitwerking van bet alkali, dat meen ik tehebben aangetoond, en daaruit meen ik met

eenigrecht te mogen afleiden, dat ook bij de toevoegingvan alkali, die niet verder gaat, dan do neutrale reactie,de bymengselen het verschil verklaren, dat door Bangwerd .gevonden tusschen chymosine en parachymosineby neutrale reactie. Dat het mij niet gelukt is eeneoplossing van kalfsenzym zoo zuiver te bereiden, datzij ook in dit opzicht zich als parachymosine voordeed,dat meen ik te mogen toeschryven aan de onvol-komenheid der bereidingswijze, die niet toeliet hotkalfsenzym geheel van zyne bymengselen te ontdoen.Wel kan ik er op wyzen, dat mijne praeparaten zichniet, zooals die van andere onderzoekers, tot zeervergaande verdunning aan de tydwet hielden. Maarzoo groote gevoeligheid voor alkali als by het varkens-enzym, heb ik niet bereikt.



??? 73 De overeenkomst van het stremmend en digereerendenzym tegenover verhitten en alkali en de verandering,die het weerstandsvermogen onderging door hetzuiveren der oplossing leidden m?? er toe nader teonderzoeken, hoe het enzym zich gedraagt tegenoverneutraliseeren voor- en nadat het eenigen tijdgedigereerd is. Dit onderzoek zal ik in bet volgende hoofdstukmededeelen. Over (le Vermindering van proteolytisch en melk-Htreminend Enzym door Digestie. Hammarsten toonde aan, dat zure chymosine oplos-singen, die bij 37â€”40\' gedigereerd werden, na eenigentyd het vermogen verloren, na neutralisatie metalkali melk te doen stremmen, terwyl eiwit by zure-reactie er nog door werd opgelost. Hy besloot daaruitdat de leb vernield was, de pepsine niet. Later legdeSchmidt Nielsen met een kleine wijziging der proevener nogmtuils den nadruk op, dat hierin een bewysis gelegen, dat pepsine en leb twee afzonderlykestoffen zyn. Zooals ik in het vorige hoofdstuk heb meegedeeldvond ik, dat onreine en

gezuiverde enzym-oplossingenuit kalfsmagen een verschillend weerstands vermogenbezitten tegenover alkali, en dat do oorzaak hiervangelegen is in eene stof, die het enzym tegen de schade-lyke werking beacliermt. Do minder sterke werk-zaamheid van varkens-enzym dan van kalfs-enzymbij neutrale reactie meende ik hieraan te mogen too-schryven, dat het kalfs-enzym nooit geheel van dezebeschermende stof bevrijd werd. Do mogelijkheid lagnu voor de hand, dat deze stof door digestie vernield



??? 74 kon worden, zoodat het enzym in eene oplossing, dieaan digestie werd onderworpen, niet alleen afnam inqnantiteit, maar ook gevoeliger werd voor neutrali-seeren. Ik heb nu getracht deze onderste??ing aan dewaarneming te toetsen en onderzocht daartoe inverschillende phasen der digestie het stollend ver-mogen bij neutrale reactie en de digereerende werkingvan de zure oplossing en van de geneutraliseerde op-lossing, nadat zy weer was aangezuurd. Werd hetenzym door digestie inderdaad gevoeliger voor neutrali-seeren, dan moest dit ook merkbaar zijn in de digestie-proef met de oplossing die geneutraliseerd geweestwas. Ik maakte eene oplossing van gezuiverd kalfs-enzym ; de eerste (dialyse-enzym) en tweede portie(loodacetaat-enzym) werden samengevoegd en opgelostin 0,27o zoutzuur. Deze vloeistof werd in twee deelenverdeeld; het eene deel werd bij 37Â° in de broedstoofgedigereerd, het andere by lage temperatuur bewaard. Tabel I A geeft de cyfers voor de gedigereerdeoplossing. Hier, evenals

in alle volgende proeven, werdende stollingstyden telkels twee maal bepaald, ten eindede uitkomsten zoo veel mogelyk te controleeren;leverden zy verschil op, dan werden beide ingevuld,steeds werd 8 cmÂ? melk gebruikt en 2 cmÂŽ enzymoplossing. De eerste bepalingen op 14 April geschiedden,voordat do vloeistof in de stoof werd geplaatst. Opde dagen, in kolom 1 aangegeven, werd telkens eenehoeveelheid van de vloeistof geneutraliseerd en metgedistilleerd water tot het dubbele volume aangevuld.Kolom 6 geeft aan hoeveel telkens werd genomen.Met de geneutraliseerde vloeistof werden dan destollingsproeven gedaan, die in kol. 2 zyn opgeteekend.Van 9 cmÂŽ neutrale vloeistof, aangezuurd met 1 cmÂŽ27o zoutzuur werd de digereerende werking onderzocht.Deze vindt men in kol. 3.



??? 75 Ter vergelyking werd de proteolytische werkingvan het enzym bepaald in dezelfde phase der digestie,doch niet geneutraliseerd (kol. 4). Hier werd gebruikt\'IV2 cm\' zure enzym-oplossing, verdund met 5Yj cmÂŽ0,2% zoutzuur, overeenkomstig kol. 3. Voor kol. 5werd eveneens de zure enzym-oplossing gebruikt, dochhier werd behalve het enzym- en HCl- ook het NaClgehalte gelyk gemaakt met dat van de proef in kol.3. In kol. 7 vindt men de stremmingstyden met eene10 maal verdunde leb-oplossing van van Hasselt, omde melk op de verschillende dagen te controleeren. Vergelykt men nu kol. 2 met kol. 4, dan ziet men in deeerste dagen geen sterke vermindering der lebwerkingin verhouding tot de vermindering der digestie. Integen-deel, neemt de proteolytische werking een weinig meeraf, dan de stremmende. Op 22 April was dit plotselingveranderd; terwyl de pepsine-werking onbelangrijkwas verminderd na do vorige bepaling, vorderdede stremming 4 maal zooveel tyd. Dit is moeilijk terijmen met de voorstelling

van Hanunarsten. Als deleb door digestie vernield werd, zou men toch ver-wachten, dat dit geleidelijk van het begin af plaatshad en niet eerst ongeveer evenredig met de auto-digestie der pepsine en na verloop van eenige dagenveel meer. Het verschijnsel laat zich daarentegen zeergoed verklaren, als men aanneemt, dat het enzymtydens de digestie door vernieling eener beschermendesubstantie gevoeliger wordt voor neutraliseeren. Degebruikte oplossing bevatte dan veel van deze stof,zoodat eerst na eene digestie van 8 dagen zooveel wasvernield, dat de rest niet meer. in staat was denschadelijken invloed vaii het neutraliseeren tegen tegiuin. Des to meer wordt men van de juistheid dezerverklaring overtuigd, als men kol. 3 vergelijkt metkol. 4. Gedurende de eerste dagen had het neutrali-



??? 76 seeren weinig invloed op de proteolytische werkzaam-heid van het enzym, op 20 April was het verschilder uitkomsten nog gering en 2 dagen later in over-eenstemming met de sprongsgewijze vermindering vanhet stremmend vermogen, vindt men voor het enzym datgeneutraliseerd is geweest 8 maal geringer digestie,dan bij het andere, dat deze bewerking niet heeftondergaan. Dat het bij de neutralisatie ontstaandeNaCl niet de oorzaak is van de geringe digestieblijkt uit de getallen van 28 April kol. 3 en 5. Welwerd de digestie door toevoeging van NaCl gestoord,maar de werking van het geneutraliseerde enzym wastoch 9 maal kleiner, dan van de niet geneutraliseerde,oplossing die evenveel NaCl bevatte. Tusschen 20 en22 April was dus het gehalte aan beschermende stofzoo gering geworden, dat het alkali het enzym, zoowelhet proteolytische, als het stremmende kon aantasten.Als dit nu zoo is, dan moet men vinden, dat een nietgedigereerde enzym-oplossing beter bestand is tegenneutraliseeren met alkali, ook

wanneer zy te vorenmet zoutzuur verdund wordt. Het pepsine gehalteder gedigereerde oplossing was op 23 April ongeveertot Vc afgenomen. Dienovereenkomstig werd dat deelvan -de enzym-oplossing, dat by lage temperatuur be-waard was, G maal met 0,27o zoutzuur verdund enop dezelfde wyze onderzocht als de gedigereerde op-lossing; de uitkomsten vindt men in tab. I B. Deproteolytische werking van het zure enzym stemtongeveer overeen met die van de gedigereerde oplossingop 23 April en in de proef, waar NaCl is toegevoegdis zy geheel gelijk. De invloed van neutraliseeren ophet digestie vermogen is echter veel geringer, en inovereenstemming daarmee is de stremmingstijd byneutrale reactie veel korter. Het proteolytisch, zoowelals het ^stremmend-enzym is iu deze oplossing dua



??? 77 veel resistenter tegen neutralisatie, dan in degedigereerde. Een nieuvsre reeks proeven (Tabel II) gaf evenduidel??ke uitkomsten. De bepalingen werden hiervollediger gedaan en ook de verandering van demelkstremmende werking by zure reactie onderzocht.Op 1 Mei werd de oplossing in de broedstoof gezet, nadateerst een bepaling gedaan was. Op de dagen in kol. I aangegeven, werd 10 cm\'van de vloeistof afgemeten,geneutraliseerd met "/m NaOH-oplossing en met ge-distilleerd water tot het dubbele volume verdund(zio kol 13). De neutrale vloeistof werd dan in 4 portiesverdeeld ; twee van 2 cm\' waarmee de stremmingstijdby neutrale reactie werd bepaald (kol 2), een van 9cm\' die na aanzuren met 1 cm\' 2o/o HCl moest dienenvoor de digestie proef (kol. 5) en een van 6 cm\', diedoor 0,3 cm\' 2% HCl oplossing gebracht werd opeene aciditeit van O,!^- Met de laatste portie werddan de stremming by zure reactie bepaald, waarvoorin 2 prooven 2 cm\' aangezuurde oplossing werd ge-bruikt (kol. 3) in 2

andere 0,4 cm\', verdund met 1,6 cm\'gedistilleerd water (kol. 4). Do getallen van kolom6, 7 en 8 stollen voor de werking der zure enzym-oplossing na toevoeging van zooveel NaCl als doovoreenkomatigo geneutraliseerde oplossing bevatte.Do vloeistof word daartoe 2 maal verdund met eeneNaCl oplossing, die per cm\' 2 maal zooveel keukenzoutbevatte als do geneutraliseerde enzym-oplossing. Voorde stolling werd dan gebruikt 2 cm\' en 0,4 cm\' ver-dund met 1,6 cm\' water (kol 6 en 7); voor de digestie9 cm\' waaraan was toegevoegd Va cm\' ?œ,27o zoutzuuron Va cm\' 27o zoutzuur, (kol. 8). In kolom 9, 10 en II werd alleen het enzym- on zuurgehalte gelyk ge-maakt door toevoeging van water, reap. zoutzuur. Inkol. 9 word gebruikt 1 cm\' oplossing 1 cm\' wator,



??? IS in kol. 10, 0,2 cmÂ? oplossing -j- cmÂ? water, en inkol. 11, 4V3 cmÂ? oplossing -f ^V^ cmÂ? 0,20/0 zoutzuur. Door deze inrichting der proeven kon ik nu beoor-deelen in verschillende phasen der digestie, hoe hetgesteld was met de stremmende werking by neutralereactie, by zure reactie nadat de oplossing geneutrali-seerd geweest was en bij zure reactie met en zondertoevoeging van NaCl. Voor de proteolytische werkingkon ik dezelfde vergelijking maken. In kolom 2, 5, 8en 11 ziet men weer hetzelfde als in tabel I; deleb werking by neutrale reactie neemt gedurende deeerste 3 dagen af evenredig met de pepsinewerkingby zure reactie, onverschillig of er al dan niet NaClis toegevoegd en of de oplossing eerst geneutraliseerdis geweest. Na 5 dagen digereeren houdt de even-redigheid van kolom 2 met kol. 8 en 11 op, met kol. 5duurt ze nog voort. Uit kolom 8 en 11 ziet men, dat het toegevoegdekeukenzout de proteolytische werking ongeveer totde helft vermindert, uit kolom 5 en 8, dat neutralisatiegedurende de

eerste drie dagen geen anderen invloedop het digereerend enzym heeft, dan die welke af-hankelijk is van het ontstaande keukenzout. Na 5 dagendig?Šreeren, overeenkomstig de sterke verminderingvan de stremmende werking, doet de neutralisatiezich ook op het digereerend enzym veel meer gevoelen.De verklaring, die ik bij tabel I gaf, geldt ook hier.Dat de termijn, gedurende welken het neutraliseerenweinig invloed heeft in de eerste reeks 6 dagen be-droeg en hier drie dagen, leidt tot de gevolgtrekking,dat in de hier gebruikte oplossing minder beschermendestof aanwezig was dan in de vorige. Vergelykt men nu ook de stremmende werkiug byzure reactie in de verschillende phasen der digestie,dan ziet men zoowel by de sterke (kol. 3, 6 en 9;



??? 79 als bij de zwakkere concentratie (kol. 4, 7 en 10), datde toevoeging van keukenzout den stollingstyd niet veelverandert, dat neutralisatie daarentegen de werkingbelangrijk vertraagt, wanneer het enzym eenigen tijdgedigereerd is. Dit stemt dus overeen met hetgeenvoor de proteolytische werking werd gevonden. Voor tabel III A zijn de proeven weer op dezelfdewyze ingericht als voor tabel II; alleen werd in kol.4, 7 en 10 een sterker concentratie gebruikt. De uit-komsten zijn in overstemming met hetgeen te vorenbesproken werd. Overeenkomstig de wijze, waarop Schmidt Nielsenzijne proeven inrichtte, werd een deel van dezelfdeoplossing in ijs bewaard; hiervan werd telkens 5 cm\'geneutraliseerd met 2,6 cmÂ? "/k, NaOH oplossing endoor toevoegen van 2,4 cm\' gedistilleerd water gebrachtop een volume van 10 cm\' (kol. 13 B). Deze neutralevloeistof werd dan met eene overeenkomstige keuken-zoutoplossing 2, 3 en G maal verdund, (kol. 1) envoor de proeven gedeeltelyk weer aangezuurd engebruikt in dezelfde

verhoudingen als de geneutrali-seerde gedigereerde oplossing, van tabel III A. Voor deproeven in kolom 6 tot 11 werd de enzym-oplossingin dezelfde verhouding verdund met 0,2% zoutzuur,en behandeld als de overeenkomstige gedigereerdeenzym-oplossing. By vergelyking van tabel III A onB ziet men evenals in tabel I dat de neutralisatieweer veol grooter invloed heeft op het gedigereerdeenzym, dan op het enzym in de verdunde oplossing,zoowel op de stremmende als op do proteolytischewerking. Een verschynsel verdient nog nadere bespreking.Als de digestie lang geduurd heeft, eu de tyden voorde stremming by neutrale reactie zeer lang gewordenzyn, ziet men dat de digestie-proeven met geneutrali-



??? 80 seerde en weer aangezuurde enzym-oplossing naarverhouding te hooge cyfers geven (tabel II 8 Mei envooral tabel III 3 Juni.) Dit laat zich wel verklaren. De proteolyse is zeer gering en de oplossing van eiwitin de buisjes van Mett geeft dus hoogst waarschijnlykniet geheel nauwkeurig de enzym-concentratie weer;eveneens zal de stremmingstijd bij zoo zwakke lebwer-king allicht een te langen tijd vorderen. Door Faiolowis er reeds op gewezen dat men bij verdunde oplossingenin de stremming van melk en de oplossing van eiwitgeen even gevoelige reacties heeft voor het aantoonenvan de enzymconcentratie. Had ik fibrine gebruikt inplaats van buisjes met gestold kippenei wit, dan zoude onevenredigheid waarschynlijk nog meer in \'toogzyn geloopen. Men mag nu niet uit het oog verliezen,dat de geneutraliseerde oplossing voor de digestie-proef weer werd aangezuurd ; er verliepen nooit meerdan enkele minuten tusschen het bereiden der neutraleoplossing en het aanzuren; het is dus zeer waar-fecbynlijk, dat het

aangezuurde enzym minder van denscbadelyken invloed van het neutraliseeren ondervond-dan het deel, dat voor de stremming bij neutralereactie werd bestemd. Volgens F,idd gaat immers aande vernieling door alkali een reparabele stoornis vooraf. Zoo kan ook verklaard worden dat Schmidt Nielsenuitkomsten verkreeg, die hem deden besluiten tot dedualiteit van pepsine en chymosine. Hij verdeelde eenegeconcentreerde oplossing van kalfsmaag-enzym in tweedeelen, het eene deel werd gedigereerd, het anderein ijs bewaard. Wanneer nu de gedigereerde-oplossinggenoeg van haar stremmend vermogen by neutralereactie had verloren, werden beide oplossingen ge-neutraliseerd. De niet gedigereerde werd zooveel ver- \') Ergobniase dor Phyalologio lo Jahrgang lo Abthoiling, S. 50.



??? 81 dund, dat zij in denzelfden tyd (4-6 uur) melk deedstollen, als de gedigereerde oplossing. , , Van beide neutrale vloeistoffen werd dan een deelaangezuurd tot dezelfde aciditeit en het stollend ver-mogen met fibrinevlokken bepaald. Hy vond dan, datde gedigereerde oplossing in veel korter tyd de fibrineoploste, dan de niet gedigereerde, en daaruit besluithy, dat door de digestie meer leb werd vernield, danpepsine. Na hetgeen hierboven gezegd is, meen ik, dat ditzoo verklaard kan worden; het gedigereerde enzymwordt door neutraliseeren minder werkzaam, dochdoor daarop volgend aanzuren wordt nog een deelbehouden, dat in staat is eene fibrinevlok in vrijkorten tyd op te lossen, terwijl in de niet gedigereerdeoplossing, waar het enzym door neutralisatie minderwordt geschaad, zoowel de stremmende, als deproteolytische werking door de verdunning in gelykemate afnemen. De juistheid dezer verklaring kan ik uit myne cyfersaantoonen. Tabel Hl A en B, waar de proeven werdeningericht zooals die van Schmidt

Nielsen, geeft ookdezelfde uitkomsteo. Kiest mon de getallen van 31Mei, dan vindt men, dat do lebworking by neutralereactie ongeveer tot V; is afgenomen, wordt de op-lossing weer aangezuurd, dan digereert zy 1,1. VolgensSchmidt Nielsen moet men dus de niet gedigereerdeoplossing 7 keer verdunnen. Daarvoor kan men uittab. Hl B de 6 malige verdunning nemen, hier wasde stollingstyd 10 minuten, de digestie 0,49. Volgens Schmidt Nielsen zou men dus concludeoron,dat de gedigereerde oplossing by byna gelijken stollings-tyd ruim 2 maal meer pepsino bevatte dan do ver-dunde. Vergelykt men nu ook de getallen van kolom11 A, dan ziet men, dat de pepsine-werking eigenlijk O



??? 82 niet 1,1, maar 4,2 bedroeg. Het getal 1.1 wasslecbtsafhankelijk van het neutraliseeren. De verdenkingryst dus, of\'het getal 13 van kol. 2 A ook niet vooreen groot deel is toe te schrijven aan de neutralisatie.By de verdunde oplossing is de invloed van het neu-traliseeren kleiner (1,21 en 0,49) en zooals uit kol.8 B blijkt byna geheel te stellen op rekening vanhet ontstaande keukenzout, wat bij de gedigereerdeoplossing niet het geval is. Ik besluit hier dus uit,dat men uit de werking der geneutraliseerde gedige-reerde en der geneutraliseerde verdunde oplossing inhet geheel geen conclusie mag trekken omtrent deafneming van het stremmend en digereerend enzymdoor digestie. Gaat men omgekeerd te werk en maakt men de proteo-lytische werking der niet gedigereerde oplossing doorverdunnen met zoutzuur gelyk aan die van degedigereerde oplossing, dan vindt men het vol-gende: Op 31 Mei was het pepsine-gehalte tot dehelft verminderd (kol. 11 A). Werd de niet gedigereerdeonlossing 2 maal verdund met 0,2%

zoutzuur, danvond ik ook een digestie van 4,41 (kol. 11 B). Indegedigereerde^ en de verdunde oplossing is dus hetpepsine-gehalte met zekerheid gelyk. In de overeen-komstige geneutraliseerde oplossingen vindt men voorde verdunde oplossing sterker digestie en stolling,dan voor de gedigereerde. Dat er geen evenredigheidis (voor de digestie is de verhouding Vai.voor de stollingV4) schrijf ik, zooals ik reeds zeide, hieraan toe, dat deoplossing voor de stremmingsproef niet meer wordtaangezuurd, wat voor het gedigereerde enzym vanmeer beteekenis is dan voor het niet gedigereerde. Hiermede meen ik dus aangetoond te hebben, datSchmidt Nielsen niet heeft bewezen, dat pepsine ?Šnchymosine twee verschillende stoffen zyn.



??? 83 TABEL IV. c U E .Â? -O c rt Datum. TOM , slg (D O OO OJ 2 is .2 g Â§ ?? ^ c g- rt -Q O is 03 rt r- H ?? Â? s Â? ^ r3 l-> C O rt ÂŽ ??L " 03tS CS " c ÂŽ S-HlÂ? > ^|X|m .2 ^^ nm s OJ .2? \'OQ > ^C OJ^ Jzi-Q-a 8 Febr. 10 soc. 5 sec. 6 sec. 9,6 35 ft 40 s. 12 Â?Â? 10 10 a 16 â€ž 10 sec. 10 â€ž 5,3 35 â€ž 13 tf 15-20 15-20 ,, 16-20 â€ž 10-16 â€ž 6. 36{\\40â€ž 14 ** 16-20 â€ž 15-20 , 15-20 â€ž 10 â€ž1 I 5,3.S 40 â€ž 16 II 10-16 â€ž 16-20 â€ž 16-20 â€ž 10-16 â€ž 3,6 35 â€ž 18 n 25-30 â€ž 20-30 â€ž 30 15-20 ., 2,56 36 â€ž 19 n 26 â€ž 26-35 â€ž 20 â€ž 15 â€ž 3.2 .30-36,, 20 >1 30-40 35-66 â€ž 26-30 â€ž 20 â€ž 3,2X 36 â€ž 21 >â€? 45-60 â€ž 85-120 â€ž 70 â€ž 20-25 â€ž 8,2 36 -40â€ž 22 tl 45 â€ž 70-76 40 26 â€ž 2,7 40 â€ž 23 It 50-75 â€ž 80-160,, 60 â€ž 25-30 â€ž 2,1 40 â€ž 25 II 100-130,, 3-6 min. 60 â€ž 36 â€ž 1,66 35 - 40 â€ž 26 1\' 70-100â€ž 47. 1. 2\'/, min. 30 â€ž l|82>-i 40 â€ž 27 II 66-106,, 8 1 35 â€ž 2,r>o 36,, 28 tl 4Vo-9 m. 17-45 â€ž 0 40 ., 1,1 H 35-10,, 1 Maart 8-22 â€ž 44-48 â€ž

13-20,, 65-80 â€ž 0,81 35 - 40 â€ž 2 II 22-26 â€ž >1 uur,, 70-86 0,49 35 â€ž 4 II 165-270., 40 â€ž 5 !â€? > 1 uur 150-160,. 40 â€ž 7 II 4\'/2-&7.n>. 0,49 40 12 II >6 uur. 0,49 40 â€ž 20 II 0,04 85 â€ž Ook voor het varkens-enzym heb ik onderzocht,welke verandering het stremmend en digereerend ver-mogen door digestie ondergaat. Daar ik uit het onder-zoek over chymosine en parachymosine wist, datvarkens-enzym zeer gevoelig is voor neutraliseeren,ben ik hier op eenigszins andere wijze te werk gegaan. Ik bereidde eene geconcentreerde oplossing van ge-zuiverd varkensenzym in 0,2% zoutzuur, en plaatste



??? 84 ze in de broedstoof. Op verschillende tijden zooalstabel IV kolom 1 aangeeft, werd 10 cm\' van de op-lossing genomen en hiervan de digestie in 5 uurbepaald, (kol. 6). Voor de stremming bij zure reactiewerd 1 cmÂŽ oplossing verdund met 1 cmÂŽ water, enals gewoonlyk na verwarming met 8 cmÂŽ melk gemengd,(koh 5). In 3 andere buisjes werd elk 2 cmÂŽ af-gemeten. Twee dezer buisjes werden met een kleineovermaat gepulveriseerd calcium-carbonaat geneutrali-seerd ; een er van werd 1 minuut in \'t waterbad gezeten dan de melk er bij gegoten (kol. 2) ; het anderebleef na de neutralisatie Vi2 uur bij kamertemperatuurstaan, waarna het eveneens 1 minuut verwarmd werden met melk voorzien, (kol. 3). Het derde buisjediende als controle en bleef Va uur by kamertempera-tuur staan, daarna werd het geneutraliseerd en na 1minuut in \'t waterbad met melk gemengd (kol. 4). Erwerd altyd zorg voor gedragen, dat er juist 1 minuutverliep tusschen het toevoegen van CaCOj en hetbij gieten der melk. Evenals bij het

kalfs-enzym werden alle proevendubbel genomen. De buisjes met geneutraliseerde op-lossing bevatten tweemaal zooveel enzym, als diewaarmee de stolling by zure reactie plaats vond. Daarhet er alleen om gaat de relatieve vermindering van \'het enzym-gehalte uit de verhouding der tyden by deverschillende bepalingen na te gaan en te vergelijkenmet de vermindering van het digereerend enzym, doetdit overigens niets ter zake. Uit tabel IV kon ik dusbeoordeelen, het afnemen van het digereerend vermogen,van het stremmend vermogen by zure en neutralereactie en de verandering, die het enzym in ver-verschillende phasen der digestie onderging door Vauur staan bij neutrale reactie. Ter wjlle van het overzicht heb ik in kolom G aange-



??? 85 geven, wanneer het digereerend enzym, ongeveer totVj, Vs enz. was afgenomen. Vergelijkt men op dezeplaatsen de stollingstyden van kol. 5, dan ziet men,dat deze toenemen in te naasten by omgekeerdeevenredigheid met de getallen voor de digestie. Uithet geheele beloop van kol. 5 en 6 mag men dusbesluiten, dat digereerende en stremmende werkingbij zure reactie gelijkelyk afnemen. Van 1 Maart afhoudt de evenredigheid op ; men is hier weer gekomenaan de grens, waar de enzym-oplossing te zwak wordtom in de verhouding 2:8 met genoegzame nauw-keurigheid melk te doen stremmen, om de uitkomstte mogen vergelijken met hetgeen de digestieproefoplevert. Tegelijkertijd gaan de uitkomsten der beidestollingsproeven van elkaar verschillen. De tyden, die werden gevonden voor het geneu-traliseerde enzym vertoonden aanvankelijk eveneensevenredigheid met het afnamen van het digereerendenzym. Do evenredigheid houdt hier echter eerder op,(kol. 2.) on op 5 Maart was het stremmend enzymby

neutrale reactie niet goed meer aan to toonen, bijzure reactie nog wel, terwijl er tevens nog goed waar-neembare digestie phuits vond. Uit kol 3, ziet men,dat het enzym in den eersten tyd, als do oplossingnog geconcentreerd is, weinig verandert door Vjstaan by neutrale reactio; hoo meer de concentratieafneemt des te grooter wordt de invloed van deneutraio reactie. Dat inderdaad in den invloed dorneutrale reactie gedurende Va um" oorzaak derverminderde werking is te zoeken, bewyzen de proeven,waarin het enzym na Va uur staan by kamertempera-tuur werd geneutraliseerd, (kol. 4). Neutraliaeerenheeft in verdunde oplossingen eon schadelijken invloedop de enzymwerking. Dit verklaart voldoende, waaromdo stremmondo werking by neutrale reactie eerder
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??? 87 onevenredig wordt met de proteolyse dan bij zurereactie en eerder geheel verdwynt, dan de digereerendewerking. Bewyzend voor het bestaan van een afzon-deriyk enzym, dat by neutrale reactie werkt, zooalsHammarsten zich voorstelde, is dit verschynsel dus niet. By het kalfsenzym vond ik, dat de nadeelige invloedvan neutraliseeren met alkali op de gedigereerde op-lossing moest worden toegeschreven aan de vernielingeene stof, die het enzym beschermt. Bij het varkens-enzym is bij neutralisatie met calcium-carbonaat eendergelyke stof niet in het spel. Dit bewijst tabel V. Het eerste deel A is geheelingericht als tabel IV. Een deel van de oplossing werdniet gedigereerd, maar in verschillende verhoudingenmet 0,2% zoutzuur verdund: B. Van elke verdunningwerd 2 cm\' direct na neutralisatie met melk gemengd,en 2 cm\' na Va "ur staan by neutrale reactie. Menziet hier precies hetzelfde als bij de gedigereerde op-lossing ; het enzym in do geconcentreerde oplossingondervindt geen of weinig invloed van de

neutralereactie; hoe meer de oplossing verdund wordt, des temeer wordt de werking er door benadeeld. Daar deverdunde oplossing zich zoo geheel gelyk gedraagtals de gedigereerde kan men moeilijk blijven aannemen,dat door digestie eener enzym-oplossing moer leb danpepsine vernield zou worden. Om my geheel te overtuigen heb ik de onderzoekings-methode van Schmidt Nielsen eenigszins gewyzigd ookop het varkensenzym toegepast. Een oplossing, diena neutralisatie met CaCOj melk deed stremmen in5 seconden, by zure reactie 2 miuil verdund met water,in 5 seconden en in 5 uur een digestie vertoondevan 11,5G werd gedeeltelyk in de stoof gedigereerd,gedeeltelyk b?? lage temperatuur bewaard. Na 11 dagendigereeren was de stollingstyd van het met CaCO,



??? 88 geneutraliseerde enzym 80 seconden. Een hoeveelheidniet gedigereerde oplossing werd nu zooveel met 0,27ozoutzuur verdund, dat zy, geneutraliseerd, melk indenzelfden tijd deed stremmen. Van beide oplossingenwerd nu ook de stremming bij zure reactie en dedigestie bepaald: Gedig. opl. Verdunde opl. Geneutraliseerd met CaCOi.Zure reactio 2 x verd. m. wat.,Digestie in 5 uur. 30 sec. 30 sec.25 â€ž 20-25 ,1,4 m.m. 30 sec 35 sec.25 â€ž 30 â€ž1,4 m.m. De proef leert, dat er na 11 dagen digereeren nietmeer melkstremmend enzym is verloren gegaan, danpepsine. Een tweede proef, geheel op dezelfde wyze ingericht,gaf het volgende: de oplossing, waarvan werd uitge-gaan, deed de melk stremmen in ongeveer 5 secondenna neutralisatie met CaCOg, by zure reactie 2 maalverdund met water in minder dan 5 seconden ; dedigestie was in 5 uur 4,6 m.m. Een deel van deoplossing werd gedigereerd en na 11 dagen vergelekenmet het gedeelte, dat bij lage temperatuur was be-waard en ongeveer 5 maal

verdund met 0,2% zoutzuur: Godig. opl. Verdunde opl. Geneutrali.seord mot CaCO.. 25 sec. 30-35 soc. 80 soc. 30-35 soc. Zuro reactie 2 X verd. m. wat., 15 â€ž 20 , 15-20 , , Digostio in 6 uur. 2 m.m. 1.9 m.m. De oplossing werd verder gedigereerd. Na 10 dagenkon ik met geneutraliseerd enzym den stollingstijd nietgoed meer bepalen. In enkele proeven ontstond strem-ming na eenige minuten, in andere nog niet in ,10minuten. Bij zure reactie werkto ze nog goed. Do nietgedigere9rde oplossing werd nu met zoutzuur zooveel



??? 89 (11 maal) verdund, dat zij by zure reactie in den-zelfden tyd melk deed stremmen als de gedigereerde. Qedig. opl. Verdunde opl. Zure reactie 2 X verd, in. wat.,Digestie in 5 uur. 35 sec. 35 sec.1,9 ui m. 35ii40 sec 40 sec.1,9 m.m. Dat in deze proef by langer stollingstijd ongeveerdezelfde digestie werd gevonden als by de bepalingna 11 dagen digereeren, mag hieraan worden toege-schreven, dat by de laatste andore, versch gemaakteeiwitbuisjea werden gebruikt. Pawlow had dus wel gelyk, toen hij beweerde, datde methode van Hammarsten, om door digestie metzoutzuur lebvrye pepsine-oplossingen te bereiden, slechtsschynbaar haar doel bereikt en dat men iu het ueu-traliseeren de oorzaak van de vermeende scheiding derenzymen heeft te zoeken. Hoe het mogelijk was, datde neutralisatie tot deze verkeerde voorstelling aan-leiding gaf, daar is hij niet nader op ingegaan. Dit isnaar ik meen uit boven vermeld onderzoek duidelijkgeworden. O O n c I u H i e H. De resultaten van mijn werk kunnen ten slottein de

volgende besluiten worden samengevat: P. Hot door Bang ontdekte onderscheid tusschenchymosine en parachymosine berust niet op verschil-lende eigenschappen dezer enzymen, maar op do ajui-wezigheid van eene stof, die de chymosine verontreinigten in de parachymosine niet of in veel geringer matevoorkomt. Door reiniging kan men uit chymosine een



??? 90 eazyin bereiden, dat de eigenschappen van parachymo-sine bezit of althans sterk daartoe nadert. 2ÂŽ, De onderstelling van Bang, dat men door ver-hitten der enzymoplossing tot 70Â° kan bewyzen, datparachymosine en pepsine twee verschillende stoffenzijn, is niet juist. Integendeel pleit de gelyke invloedvan verhitten en van de werking van 0,01% alkaligedurende Vs uur op het stremmend en digereerendvermogen der oplossing voor de eenheid van proteo-lytisch en stremmend enzym. 3Â°. Wanneer het enzym door dialyse uit eene zureoplossing wordt gepraecipiteerd, is in het neerslaggeen verandering in de verhouding van digereerendeen stremmende werking waar te nemen. 4". Door kippeneiwit wordt zoowel het proteolytischals het melkstremmend enzym in gelijke mate ge-absorbeerd. 5ÂŽ. De door my onderzochte praeparaten, die welmelk doen stremmen, doch geen eiwit oplossen, ont-leenen deze eigenaardigheid aan bijmengselen, die deproteolyse storen. 6Â°. Noch door Hammarsten, noch door

SchmidtNielsen is bewezen, dat men door digestie met zoutzuurlebvrye pepsine-oplossingen kari maken. Zoowel dewyze waarop de beide werkingen afnemen, als degelyke invloed van neutraliseeren op beide functieswyzen er veeleer op, dat pepsine en leb een endezelfde stof zyn. Een positief bewys voor de identiteit van pepsineen leb heb ik niet geleverd. Het door Hemmeter tegen Pawlow\'s onderzoekgeopperde bezwaar, dat het mogelyk is, dat twee \') Aro the proteolytic and milkcoaRulatlng offoctsofRaatricand pancroatic juice due to ono and tho samo onzyrao? Ber-liner klin. Wochonschr. FoBtnunimor f. C. A. Ewald 19??5,S. 14.



??? 91 dooreengemengde stoffen zich tegenover allerlei ver-schillende invloeden zoo volkomen gelyk gedragen,dat de verhouding hunner werkzaamheid steeds de-zelfde blyft, kan ook tegen myne proeven ingebrachtworden. Een bewys voor de eenheid, zooals Hemmeterwenscht, kan echter feitelijk niet geeischt worden.Men kan uit maagslijmvliezen eene stof bereiden, dieeiwit oplost en melk doet stremmen. A priori bestaater geen reden te denken, dat dit een mengsel is vantwee stoffen. Eerst toen Hammarsten meende, dat hetmogelijk was deze stof te scheiden in twee, die elkafzonderlijk een der functien vertegenwoordigden, ont-stond de meening, dat leb een andere stof was danpepsine. Paiolow heeft aangetoond, dat het niet gelukteene splitsing te weeg te brengen, noch door praecipi-tatie met magnesium-carbonait volgens Hammarsten,noch met de door andere onderzoekers gevolgdemethoden. Hij vermoedt, dat de schijnbare splitsingdoor digestie met zoutzuur is toe te schrijven aanhet neutraliseeren. Dat dit

zoo is, heb ik hier bovenaangetoond. Zoolang er geen deugdelyk bewijs is geleverd, datde spitsing wel gelukt, zoolang is er geen reden omte onderstellen, dat pepsine en leb twee verschillendestoffen zijn. Na het onderzoek van Spiro, Petry, Fuld en vanHenoerden omtrent de caseine-splitsende werking vanleb bij neutrale reactie, staan aan de onderstelling vanSawjalotoy dat de maagklieren ?Š6n enzym voortbrengen,dat in staat is bij lichiuimstemperatuur en zure reactieeene hydrolytische spitsing van eiwitstoffen te weegte brengen en bij neutrale reactie het caseine-moleculete doen uiteenvallen in splitsingsproducten, waarvanoen deel zich met calcium verbindt tot het onoplosbarekaasstolsel, geen ernstige bezwaren meer in den weg.
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??? T\'A B E L I.4 5 Geneutraliseerd enzym Zuur enzvra. Digestie.\' cMÂ? 4- 1 cM\'2 HCl. Datum. Stolling. Digestie.Verdund metzoutzuur. Digestie.Verdund metHCl -f NaCl. 14 April- 2Vi2 minuten 7,84 15,21 15 â€ž 47Â? 16 Â?. 8V2 17 Â? 5V2 4 4,41 18 Â? 2 " 1 1 19 Â? e\'A 3,61 20 Â? 6 2,25 3,61 24â€”26 â€ž 2,89 22 Â? 0,36 23 Â? 45 Â? 0,16 2,25 B. 12V2 1 2,89 1,44 1,44 Leb V. Hasselt Neutralisatie. Stolling. 20 cm" 10,7 n/io NaOH 9,3 H^O 2VÂ? â€ž  â€ž 1,2 â€ž 40 seconden â€ž   J,8 20 â€ž 4-10,6 2Vs â€ž   1,3 2% Â?   1.3 10 â€?   5,2 10 â€ž 4- 6,2 10 â€ž   5,2 10 â€ž   5,8 1,2 â€ž 9,4 â€ž 1,2 â€ž 1,2 â€ž 4,8 â€ž 4,8 â€ž 4,8 â€ž 4,7 â€ž 35 35^40 â€žsoa35 â€ž40 80^35 â€ž80 35



??? TABEL IL8 9 10 11 12 18 === Geneutraliseerd enzyr^T^ Zuur enzym.2 X verd. met NaCl opl. Aangezu0,1% urd tot HCl.Â? 0 1 ??^ 0" Zuur enzym. s^ O ??S " -O M ??b ca Sm ?– te ^ Â?!s S -5 ?? zz0 n s?? . S .5 20 c ^e <= CQ C^. S " Â???w S -.3Â? 0 0 w 1 &O 0 0 K 1 OQ S . 0 {JU â€” .S 1Â? Â?2 0 B:\'S 0 fcbT-l C 1 eo .O iM 0" 03 s ?? OW4. w ^ - O a> n Wi c c ÂŽâ€?5 w > ea .0 ffi> Neutralisatie. 1 Mei imin. 5 sec. S\'/s m. 12.25 5 sec. 2VÂ?ni. 14,44 j 5 sec. IV3 in. 32,49 35 sec. 10 cM8 -f 5.3 NaOH 4,7 water 3 2V6 Â? 10 â€ž 5,76 5 â€ž 57. Â? 6,76 5 â€ž 5 â€ž 11,56 35 â€ž 10 â€ž -f 5,3 â€ž -f 4,7 â€ž 4 . 3V4 - 10 â€ž 5 li 10â€ž 5,76 5kl0â€ž 8 â€ž 10,89 40 â€ž 10 â€ž 5,3 â€ž 4,7 â€ž 6 12V2 " 20 â€ž >90 1,21 10 â€ž 25-29 â€ž 4 10 â€ž 34-37 â€ž 6,76 40 â€ž 10 â€ž 5,3 â€ž -1- 4,7 â€ž 7 Â? 8 " 15 â€ž 10 â€ž 2,89 10 â€ž 7,29 35 â€ž 10 â€ž 5,3 â€ž -1-4,7 â€ž 8 Â? 53-60 â€ž 30 â€ž 0,64 1 10 â€ž 2,25 15 â€ž 4 40 , 10 â€ž -f- 5,3 â€ž 4,7 â€ž



??? TABEL HL8 9 10 11 12 18 Zuur enzym.2 >< verd. met NaCl opl. O OX CC .OO O 0) CM (M O O O ^ O (M m Â? O _fcr 15 Geneutraliseerd enzym. Aangezuurd tottot 0,1% HCl. O ?? 2 M .oH r-^ Â§ > Ba Â?sP O . 1 ??00o" -M (D O ^ Â? co S cg eo 1s O O . CM 60 rn" .S 1 O00cT tSD" -O Neutralisatie. Zuur enzym. M O ciba "o â– LJ m O o\' s?? O ;rj QJ â€ž O b?? a (M. Q O O 10 cM3 5,2 cM3 \'Vio NaOH -f 4,8 w. 10 â€ž 5,2 â€ž â€ž 4-8 â€ž 10 â€ž 5.2 â€ž  4,8 â€ž 10 â€ž 5,2 â€ž â€ž 4,8 â€ž 10 â€ž 5,2 â€ž â€ž 4,8 â€ž 10 â€ž 5,2 â€ž â€ž 4,8 â€ž 5 cM3 2,6 cMa NaOH 2,4 w. 5 n 2,G â€ž â€ž 4-2,4 â€ž 5 2,6 â€ž â€ž 2,4 â€ž 5 â€ž 2,6 â€ž â€ž 2,4 â€ž 5 ^ 10sec. 20 â€ž 25 â€ž 30 ,, 25 â€ž 55 â€ž 5 a 10sec. 20 â€ž 30 â€ž 50 â€ž 40k50sec. 50 â€ž 50 â€ž 50 â€ž 45?•150 â€ž 45i\\50 â€ž IVs m.473 â€ž8V. 12V. â€ž16-17 â€ž40-53 4,6241,10,940,360,13 4,62,2,251,960,49 IVg m. G n13 â€ž25-29 â€ž45 n>2 u. 10 s^ec.15 Â? 1520"15 29 Mei80 .31 1 Juni 2 â€ž3 V B. nietverd. 2X â€ž 3X 6X 1 7i3 min. 7,294,843,241,692,10,81 10 sec.15 â€ž15 â€ž20 â€ž15 â€ž25 â€ž IVÂ? min. 3 â€ž4V. â€ž??Va . 11 9 7,294.22,782,891.21 2V= â€ž 37Â?11 \'2 n 173 ra. 37. â€ž5 â€ž11 .. iVe\'Â?!\'S\'A Â?5\'A ..10 10152040 1 Vâ€ž min,2Vc Â?37. Â? 7 7,292.891,560,64 10 sec.15 â€ž20 â€ž35 â€ž Sec. 4550 s.50 â€ž50451\\ 50 iVfl min.2\'4 e-GV, 9 4,413,241,21 \'3 n



??? -::> <?’â– â– \' \'> / -i : â€? ..f â€?â€? " \' \' f . < ..I. \'Â? il ; \' \'t.. â–  \' STELLINGEN. , ,, 1. De stremming van i case??ne. door leb berust .opdigestie. 2. Gastro-enterostomie is eene causale therapie byulcus ventriculi; â€? \' 3. By Peritonitis exsudativa tuberculosa verrichtemen laparotomie, doch niet voordat het exsu-daat lang heeft bestaan. 4. Do constipeerende invloed van morphine is hoofd-zakelyk toe te schryven aan den invloed vanhet vergif op de maag. 6. Tijdens de zwangerschap wordt het ondersteuterussegment gevormd, grootendeels uit de cervixuteri. 6. By entropion cicatricium verrichte men geeneincisie in den tarsus. 7. De ??berrumpelungs methode verdient bij de be-handeling van vele hysterische toestanden aan-beveling. 8. Het eten van rauwe eieren, afkomstig uit eenoomgeving, waar typhus heerscht, is gevaarlyk



??? 9. De glandula pituitaria bevat eene stof, die speci-fiek diuretiscb werkt. 10. Anthracose der longen ontstaat niet door opne-men van kooldeeltjes uit den darm. 11. Er bestaan intracranieele vasodilatatoren voor dehersenvaten, die afhankelijk zijn van een deelder hersenen, dat proximaal van de medullaoblongata gelegen is. 12. Er bestaan geen vrye uiteinden van neurofibrillen. 13. De zenuwvezelen, die uitgaan van de verschil-lende gebieden van de retina begeven zich nietnaar afzonderlyke gebieden in de cortex.
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