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\/ml Afslutningen af dette Arbejde maa jeg forst i dybeste
Taknemlighed mindes min afdede Chef og Lerer, Professor Johan
Kjeldahi, der gav mig Ideen til det, og som ved sine egne klas-
siske Arbejder over Enzymer har haft sterre Betydning for mig
end nogen anden orsker paa dette Omraade.

Af andre littersere Arbejder har jeg seerlig draget Nytte af
Hr. Laboratorieforstander (Ny Carlsberg) H. Schjernings omhygge-
lige og indgaaende Undersegelser over Faldningsmidler for Pro-
teinstoffer, gjennem hvilke jeg fortes ind paa en Side af mit
Amne, der ellers let vilde kunne have undgaaet min Opmerk-
somhed. Hr. Schjerning skylder jeg desuden Tak for flere veerdi-
fulde, mundtlige Meddelelser og for elskveerdig Bistand med Kor-
rekturen.

[ sterst personlig Taknemlighedsgjeld staar jeg dog til min
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nuverende Chef, Hr. Dr. phil. S. P. L. Sorensen, der lige fra sin
Ansattelse som Forstander for Carlsberg Laboratoriets kemiske
Afdeling har fulgt mit Arbejde med den Interesse, der altid virker
opmuntrende og stimulerende. Med aldrig svigtende Velvilje har
han staaet mig bi med Raad og Hjwlp, hver Gang jeg paakaldte
disse, og gjennem talrige Samtaler under Bearbejdelsen af mit
Forsogsmateriale har jeg ofte draget uvurderlig Nytte af hans
Kritik og uddybet eller @ndret mit Syn paa enkelte Dele af mit
Arbejde. For den Tid og store personlige Elskverdighed, Dok-
toren saaledes har ofret mig, beder jeg ham modtage min hjerte-
ligste Tak.

Endelig bringer jeg Bestyrelsen for Carlsberg Laboratoriet min

Tak, ferst fordi den ved min Ans®ttelse som Assistent ved




Laboratoriet gav mig Lejlighed til at udfere et Arbejde, der

paa Grund af den lange Tid og de store Omkostninger, det har
kreevet, vanskeligere kunde udferes paa andre Laboratorier, og

dernast for den velvillige Redebonhed, hvormed den imedekom mit

Onske om at benytte dette Arbejde som Afhandling for den filo-

sofiske Doktorgrad.

Carlsberg Laboratorium, i April 1902,

FR. WEIS.
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L
INDLEDNING.

Spergsmaalets Historie. Opgaven.

Da nerverende Arbejde — efter Opfordring af min afdede
Chef, Professor Johan Kjeldahl — blev paabegyndt (i Novbr.
1898), forelaa der i Litteraturen kun hejst usikre eller rent nega-
tive Angivelser om Existensen af et proteolytisk Enzym i spirende
Byg og Malt. De Forseg, der havde givet positive Resultater i
saa Henseende, vare blevne eftergaaede af andre Forskere, som
ikke havde kunnet bekrefte dem. )

Men der blev dog jevnlig talt om Enzymet som existerende,
hvad enten man nu satte mest Tillid til de positive Angivelser
herom, eller man pr. analogiam sluttede, at et saadant Enzym
maatte findes i spirende Byg. Man havde endog paa Forhaand
givet det et Navn, Pepiase.

Der var nemlig allerede med Sikkerhed paavist en Rakke
proteolytiske Enzymer i forskjellice andre Planter, som f. Ex.
Papainet i Mwlkesaften af Carica papaya (Wurtz 1879, Sid-
ney Martin 1883, m. fl.), Bromelinet i Frugten af Ananassa
sativa (Marcano 1891, Chittenden 1894), forskjellige saakaldte
Plantetrypsiner, hvortil forevrigt ogsaa de to navnte i Folge
hele deres Virkemaade maa henregnes, i hvilende og spirende Fro
af Vikker (Gorup-Besanez 1874), Lupiner (Gorup-Be-
sanez 1874, Green 1887) og Ricinus communis (Green 1890),
endvidere i Frugten af Cucumis utilissimus (Green 1892) og i for-
skjellige insekteedende Planters (Nepenthes, Drosera, Dionwa, Pin-
guicula) Sekreter (Darwin 1872 og 1888, Hooker 1874, Lawson -
Tait 1875, Vines 1877 og 1897 m. fl.)1. — Og da man tillige
vidste, at der under Aggehvidestoffernes Omsetning i Planterne

1 Se herom forpvrigt J. Reynolds Green: The soluble ferments and
fermentation, Cambridge 1899, p. 195 f. f., i hvilken der ogsaa findes
en udforlig Litteraturoversigt.

Fr. Weis: Proteol, Enzymer. 1




sker omfattende og ofte meget vidtgaaende Senderdelinger til Pep-
toner og Amider (serlig belyst ved E. Schulzes og hans Elevers
Arbejder), svarende til dem, der foregaa i den dyriske Organisme
under Mavesaftens og Pankreassekretets Medvirkning, laa det neer
at antage, at proteolytiske Enzymer ogsaa vare almindeligt udbredte
i Planteriget, samt at der specielt ogsaa fandtes et saadant i spi-
rende Byg og Malt, som var af Betydning for Spiringsprocessen
og bl. a. ogsaa bestemmende for Urtens og Ollets Indhold af kvel-
stofholdige Bestanddele.

Rigtignok kom der i Lebet af Aaret 1899 meget bestemte
Benagtelser af et saadant Enzyms Existens (se senere), men disse
bidroge maaske dog kun til at skaffe et virkeligt bevisende Forsegs-
materiale frem for de positive Angivelser, saaledes som det til
Overmaal skete i Lebet af Aar 1900.

I den lille historiske Oversigt, som jeg her meddeler, for jeg
gaar over til mine egne Forseg, skal jeg saa vidt mulig indskrenke
mig til at nevne, hvad der foreligger om proteolytiske Enzymer?!
i det modne og spirende Bygkorn og i Malt, skjont det kunde veere
fristende at give en Oversigt over, hvad vi i det hele taget vide
om proteolytiske Enzymer i Planteriget. Men da en saadan for
nylig er given af Green i hans for nevnte fortraeffelige Bog (»The
soluble ferments and fermentation«), maa dette vel ogsaa anses for
at vere overflodigt.

De forste, som navne Forekomsten af et proteolytisk Enzym
i spirende Byg, ere Gorup-Besanez og H. Will i Arbejder fra
1874 og 18752 De undersogte forskjellige Plantefro, hovedsageligt
af Vikker, men ogsaa saavel uspiret som spirende Byg, det sidste
baade i Form af lyst Kellemalt og Luftmalt.

De fremstillede heraf Enzympreparater paa folgende Maade.
Fint pulveriserede Korn bleve overgydte med Alkohol af 96 %/ 0g
henstode hermed i 48 Timer. Efter Afheeldning af Alkoholen bleve
de da torrede ved svag Varme. Efter Torringen blev Pulveret godt
gennemarbejdet med syruptyk Glycerin, der fik Lov at indvirke i
36—48 Timer. Derefter blev Udtreekket koleret, og Resten svagt
presset, de deraf vundne Veasker forenede, atter kolerede, og nu
draabevis hwldte i et hejt Cylinderglas med 8 Dele Alkohol og

1 Ingen af de Forfattere, der have beskjeftiget sig hermed, antage
dog, at der findes mere end ét proteolytisk Enzym (Peptasen), medens
jeg mener at kunne anfore vegtige Grunde for, at der i det mindste
findes to saadanne.

2 Gorup-Besanez & Will: Ber. d. d. chem. Gesellsch. VII, 1478

(1874) og VIII, 1510 (1875).




1 Del /Hter. Det herved dannede Bundfald blev liggende 2—3
Dage under Alkohol, dernwst affiltreret og, for yderligere at blive
renset, efter Udvaskning med Alkohol igen behandlet med Glycerin.
Den storste Del derat opleste sig i Glycerinet; den uoploste Rest
viste alle Reaktioner paa Aggehvidestof, Af Glycerinoplesningen
blev Enzymet nu atter feeldet med Alkohol-ABter, hvorefter det frem-
traadte som et smukt hvidt, kornet Bundfald, der var kvelstof- og
svovlholdigt og ved Forbrending efterlod temmelig megen Aske.
Det opleste sig i Glycerin og i Vand.

Nogle Draaber af denne Enzymoplesning bleve satte til godt ud-
vasket Blodfibrin, der i Forvejen var opsvulmet i 0,2 procentholdig
Saltsyre og nu befandt sig i en Syreoplesning af samme Koncen-
tration. Strax nogle Minutter efter og allerede ved almindelig
Stuetemperatur forsvandt Fibrintraadenes Konturer, og efter 1—2
Timer var Sterstedelen oplest. Leangere Indvirkning og ligesaa en
Stigning af Temperaturen til 35°—39? syntes ikke at fremkalde
videre Omdannelser. De filtrerede Oplesninger gave samtlige Reak~
tioner for Peptoner »i fuldkommen Skarphed«. Men opsvulmet
Fibrin, der blev behandlet alene med 0,2 procentholdig Saltsyre,
havde efter flere Timers Indvirkning kun forandret sig yderst lidt
og ikke mistet sin »flockige«, halvt gjennemsigtige, Beskaffenhed.

I andre Forseg havde de ogsaa ladet Enzymet, oplest i 0,2 pro-
centholdig Saltsyre, virke paa Terninger af kogt Honseaggehvide.
Efter 24—48 Timers Indvirkning ved Stuetemperatur »vare Kanterne
tydeligt gjennemskinnende og angrebne, medens Vasken gav samt~
lige Peptonreaktioner«.

Filtraterne fra de forskjellige Forsog gave undertiden ved Neu~
tralisation et ganske ringe Bundfald, men i de fleste Tilfeelde kunde
uforandret Abggehvide ikke leengere paavises i Oplesningerne; Fil-
traterne holdt sig derimod i Reglen fuldstendig klare baade ved
Kogning og Neutralisation, gave ikke Bundfald hverken med Mine-
ralsyrer, Kaliumferrocyanid eller Cupridsulfat, men derimod en
canske ren Biuretreaktion. En Dannelse af Leucin, Tyrosin og Aspa-~
raginsyre kunde ikke paavises selv efter flere Dages Indvirkning
af Enzymet i Vikkefro, der blandt de undersegte Objekter ellers
gav langt de kraftigste Reaktioner.

De her nevnte Resultater naaedes for Byggets Vedkommende
kun med lyst Kellemalt, og det peptoniserende Enzym kunde
ikke paavises i uspiret Byg eller Luftmalt.

Efter disse Undersogelser regnede man almindeligt det prote-
olytiske Enzyms Existens i spirende Fre som sikkert paavist, og
i en Afhandling af E. Schulze og Barbieri i »Journal fiir Land-

1
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wirtschaft 1881« (»Uber das Vorkommen von Peptonen in den Pflan-
zen«) gaa Forff, ud fra den Antagelse, at Forekomsten af de af dem
paaviste Peptoner® i forskjellige Plantedele skyldes Virkningen af
et proteolytisk Ferment.

Imidlertid havde C. Krauch i 1879 taget Gorups og Wills
Forseg op 1 et Arbejde (»Beitriige zur Kenntniss der ungeformten
Fermente im Pflanzenreich«)? men havde ikke kunnet paavise noget
peptoniserende Ferment i de mange forskjellige Plantedele, han
havde undersogt. For Byggets Vedkommende havde han dog kun
taget Sigte paa det diastatiske Enzym, men han meddeler et ikke
offentliggjort Arbejde af H. Will, ifelge hvilket Eftersogningen af
Peptase i Fre af Pinie, Majs, Bonner og Mandler efter Gorups
Metode alle ogsaa havde givet negative Resultater.

I 1882 offentliggjer C. Krauch endnu en Undersogelse, der
serligt angik de peptondannende Enzymer i Planterne (»Uber
peptonbildende Fermente in den Pflanzen«)®, og hvori han paa-
staar, at han har gjort de Gorupske Forsog nejagtigt efter
saavel med Vikkefre som med Kollemalt. Hvad Fibrintraadene
angaar, har han vel iagttaget en Volumenformindskelse, men
ikke nogen Forsvinden; og den forste beror efter hans Mening
paa en Indskrumpning, der ogsaa kan iagttages, naar opsvulmede
Fibrintraade legges i et Glycerinudtraek af Blade og Knopper (som
efter Krauchs Mening ingen peptoniserende Fermentvirkning har);
og Biuretreaktionen skyldes heller ikke nogen Omdannelse af Fi-
brinet, thi bringes samme M@ngde Enzym sammen med a) fortyndet
Saltsyre alene eller b) Fibrin + Saltsyre, og filtreres der efter
kortere eller lengere Tids Henstand, saa faar man Filtrater, i
hvilke Biuretreaktionen indtreeder med samme Styrke og derfor maa
antages at hidrere fra selve Enzympraparatet.

Nu ere de Krauchske Forsog ikke videre tydeligt beskrevne,
og i sin forste Afhandling meddeler han, at han ofte med Held
(hvad angaar den diastatiske Virkning) har benyttet Metoder, an-
givne af Erlenmeyer (Udtrek med en mettet Salicylsyreoples-
ning) og Duquesnel (Opvarming paa Vandbad til 70°) til Frem-
stilling af sine Enzympraparater, hvorefter han da sikkert ogsaa
vil have naaet at destruere de proteolytiske Knzymer, der efter
mine Undersegelser ere meget folsomme over for Salicylsyre ud-
over ganske svage Koncentrationer samt odel®gges totalt ved 70°.

1 Senere er det bleven bestridt, at der virkelig i kendelig Maengde
findes wgte Peptoner i Planterne. J
2 0, Krauch: Landwirtsch. Versuchsst. XXIII 77—104 (1879).
8 ¢, Krauch: Landwirtsch. Versuchsst. XXVII 383 (1882).




Paa den anden Side maa det indrommes, at Gorup-Besanez’
Forsog ikke ere sarligt overbevisende, da han ved sin Metode til
Fremstilling af Peptase sikkert altid har svaekket dette Enzym
meget og ofte totalt destrueret det, hvilket hans negative Forseg
med Luftmalt i hej Grad tyder paa.

Samme Aar som Krauch meddelte sine sidste — negative —
Resultater (1882), havde J. Kjeldahl taget Spergsmaalet op som
et Led i den store Undersegelsesrekke over de kvealstofholdige
Stoffer i @1 og Urt, han havde planlagt. Andre Arbejder, navn-
lig hans Kvalstofbestemmelsesmetode (1883), der fremgik som et
betydningsfuldt Forarbejde til disse Undersogelser, nedte ham dog
til at afbryde Studierne over Maltens proteolytiske Enzym, men
han havde allerede da naaet saa vigtige Resultater angaaende dette
Amne, at jeg med Tilladelse fra Carlsberg Laboratoriets Bestyrelse
og min nuverende Chef, Hr. Dr. phil. S. P. L. Serensen, paa dette
Sted aftrykker, hvad der herom findes i hans efterladte Forsegs-
journal, som han selv i sin Tid stillede til min Disposition™.

I Stedet for at forsege en Renfremstilling af Enzymet ved
Feldning med Alkohol-/Zter o. 1., som Forgengerne havde benyttet,
og i rigtic Erkjendelse af, at slige langvarige Operationer kun
vilde sveekke Fermentevnen, har Kjeldahl (saa vidt det kan ses
af hans Forsegsjournal) strax besluttet sig til at bruge friske Ud-
treek af de anvendte Plantedele, ligesom han havde gjort det ved
Diastaseundersogelserne. Udtraekkene have veret tilberedte paa om-
trent samme Maade som meddelt p. 125 i 1ste Bd. af Carlsberg-
Laboratoriets Meddelelser, ved c. 1 Times Digestion af 1 Del Malt
med 3—4 Dele Vand (uden nogen Tilsaetning). Han har dog i
forskjellige Forsog anvendt baade Udtraek af Grenmalt, Luftmalt,
Kollemalt og Maltspirer, naturligvis med vexlende Forhold mellem
den anvendte Malt- og Vandmeangde, og med alle Objekter har han
faaet positive Resultater (omend kun svage med Maltspirer).

1 Det var i Overensstemmelse med Kjeldahls store Beskedenhed og
hele Forskningssaet, at han aldrig offentliggjorde Arbejder, der efter
hans Mening ikke havde faaet en vis Afslutning. Sine Underspgelser
over det proteolytiske Enzym i Malt har han selv betragtet som kun
orienterende og har da, skjont han ikke tvivlede om Enzymets Exi-
stens og havde sikre Beviser derfor, holdt sine Resultater tilbage
under de mange Tvistigheder, der senere kom offentlig frem om dette
Sporgsmaal. Da jeg blev ansat som hans Assistent, bad han mig
om nermere at forfolge Opgaven og saa vidt muligt finde Lovene
for Enzymets Virkemaade efter lignende Principer, som han havde fulgt
under sine Undersogelser over Diastase og Invertase.
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Han har ladet sine Udtrak virke paa Oplesninger af Hvede-
Gluten (fremstillet ved Udvaskning paa Haanden af Hvedemel efter
Ritthausens Metode) i ¢. 0,2 procentholdig saltsur, eddike- eller
melkesur Veske.

For at folge Enzymvirkningen har han tilsidst som Fealdnings-
middel valgt Cupridsulfat + Natriumhydroxyd -+ Seignettesalt (der
feelder Gluten men ikke dets proteolytiske Omdannelsesprodukter)
efter i Forvejen meget omhyggeligt at have prevet de forskjellige
da anvendte Aiggehvidefeeldningsmidlers Verdi i saa Henseende.
Faldningsmidlet blev tilberedt af 25 Gram Cupridsulfat pr. Liter
Vand og en Natriumhydroxyd- + Seignettesalt-Oplosning, som
den anvendes til Fehlings Vaske (63 Gumn. Natriumhydroxyd og
173 Gm. Seignettesalt paa !/2 Liter) men fortyndet i Forholdet
1:10. Efter Faldningen heeldtes forst den ovenstaaende Veaske
paa Filtret, dernest Bundfaldet med noget Vand, og endelig fyldtes
Filtret endnu 2 Gange med Vand. Ved sidste Udvaskning blev
Filtratet lidt uklart. Filter med Bundfald terredes til konstant
Veegt ved c. 1000 og vejedes, hvorefter de glodedes, og den fundne
Askemeengde (hovedsagelig Kobber) subtraheredes fra. Under En-
zymets Indvirkning forandredes Glutenet saaledes, at en Del und-
drog sig Feldningen med Cupridsulfat.

I de nedenanforte Forseg anvendtes 10 Cem. af en 2 procent-
holdig Glutenoplesning (i 0,4 procentholdig vandig Melkesyreop-
losning) samt 10 Cem. Maltudtraek fremstillet af 1 Del Malt (Keolle-
malt) paa 3 Dele Vand. Forseg, i hvilke Fermentet i Forvejen
var destrueret ved Opvarming, angives af Kjeldahl som »passive«
1 Modsetning til de andre, de »aktive«. De folgende Angivelser
citeres omtrent ordret efter hans Forsegsjournal:

vForseg over Temperaturens Indflydelse. 1 Times
Virkning. Forsegsveeskerne blandede koldt.

Kobberilte-Albumin Omdannet

IS ARSIy e 185 Mgm. 0 Mgm.
1Y allctin i Rt sl 174 — 11 —
Q0™ — e 102 — 83 —
o — e S 1 — 114 —
BOL L= e e, 88— 97T —
GO D asSIvRREN 184 — Jigi—

Da de passive Prover ved 18° og 60° stemmer, har Temperatur-
forhojelsen alene altsaa ingen kendelig Omdannelse tilfolge.
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Kobberilte-Albumin Omdannet

(S R ik S R 57  Mgm. 114 Mgm.
AR S I

78 — G0 ne
S NN 79f ‘° x
PRl EtET o 112) o
3 NE I o . T E e
RASEIV. oo i s il 171 — =

Glutenoplosning og Maltudtrek forud opvarmede til Forsegs-
temperaturen. 1 Times Indvirkning.

Kobberilte-Albumin Omdannet
A4 0 akbinr i oo 115  Mgm. 68 Mgm.
DOLGI0 S T et s 96 L o
T N R TN 96 i U
1535 A SR o 98) {
. — 82 —
S It e N e | 104/ -l 3
SO - 1A 124) . _
ST A G 130/ e v
O R 1610 -
162 — 21 —
il o LA 4 162y ¢
T T 172 — 11 —
= PagsIv . i s e 182) . o
— R e B 184/ Ll Y

Optimum altsaa mellem 50!/2° og 55°.

Forseg over Tidens Indflydelse. Forvarming?.

Kobberilte-Albumin Omdannet
| b R e Sy ol - 177 Mgm. 0 Mgm.
B IVERL 5ot e 1 P .
PR e Tyl b L
TN MHTIE S o e ol s e 151) . . o
B e o e
I R e e 13104 ral
RPN,y Vit il | s e x
AT05 0 b avs APt 124 — 6 —
I E S scs peite Tt 112 = 60 —
e e e e [ — 103 —
(o e A R 50 — 127 —

1 Der findes her som ved de folgende Forsogsreklker i Journalen ingen
Angivelse af Temperaturen, men denne har sikkert veeret omkring
det fundne Optimum.




Forseg over Fermentmangdens Indflydelse. 11/4 Times
Indvirkning.
Kobberilte-Albumin

10 Cem. Glutenopl. 4+ 10 Cem. Maltudtrak, passiv 166) 168 Mam
0 L g §

— - e —_ — 171
HiGemaGlutenopleas o s oo S e 146) .
pe R B P el
10 Cem. Gl. + 2 Cem. Mu = 20 Cem.t...ovvvnnn 123) 1317 —
A S e, e, T e 140] "
10:Cem, Gl. 4~ 4 Cem. Mu = 20 Cem.. .. ocvnvne.. 121} 192 —
—_ = — - M B e 122
10 Cem. Gl. + 6 Cem. Mu = 20Cem.. o oo oo o vn e 100) 100 —
gl = N e . 100/
10:Cem: Gl + 8 Cem. Mu—20.00m.. .5 . ties o 87 —
10MCem; Gl == L0 Com, VI o et atae s s e oie o e 62 -

Da 10 Cem. Maltudtreek give 168—147 = 21 Mgm. Kobber-
bundfald, ville 2, 4, 6, 8 Cem. give resp. 4, 8, 13 og 17 Mgm. Virk-
ningen af 2, 4, 6, 8, 10 Ccm. Maltudtrek er altsaa en Nedgang paa
151—131 = 20, 155—122 = 33; 160—100 = 60, 164—87 = 77,
168—62 = 106. 10 Mgm. for hver Ccm. ville give for

DACCTR v Abibare s 20 (20) Mgm.
A T s 40 (33) —
Bt 'Xsin Ml $u 60 (60) —
S e e 80 (77) —
e L o 100 (106) —

Med Undtagelse af de 4 Cem. er der altsaa ret god Propor-
tionalitet.

Sammenligning med Pepsin. 1 Gm. Pepsin oplest i 200
Cem. Saltsyre a 3%oo.

Kobberilte-Alhumin

10 Cem. Pepsinopl. 4+ 10 Cem. Glutenopl., passiv.. (filtrerer ikke)

do. T do. — 1 Time v. 40° ?4] 54 Mem.
M e — — - — 54/
do. S do. — ved 50° 43) .
i il i) L ESPIE

10 Cem. Mu + 10 Cem. Glutenopl. 1 Time v. 40°.. 125) i
ROFES] ~ R s

1 Rumfanget er altid bragt op til 20 Cem. ved Tilseetning af Vand.
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Kobberilte-Albumin

10 Cem. Mu. + 10 Cem. Glutenopl. 1 Time ved 50° 82)

2k e = = 5 ot 85/ 84 Mgm.
do. — do. — — passiv... 175 s
do. = udvasket med meget Vand (5 Gange) .. 171 =
do.  ikke ganske neutraliseret.............. 175 =

Pepsin virker altsaa ligeledes sterkere ved 50° end ved 40°.

Udvaskning med meget Vand bringer Vegten kun lidt ned,
ufuldstendig Neutralisation slet ikke.c —

Med disse Forseg har Kjeldahl tilfulde bevist Existensen
af et proteolytisk Enzym i Malt og allerede draget vigtige Grund-
linjer for dets Afheangighedsforhold til ydre Faktorer. Vare disse
Resultater blevne offentliggjorte, havde man kunnet spare sig det
Arbejde, som senere er gjort for at modbevise dets Existens.

I Aaret 1887 paaviste som nevnt J. Reynolds Green med
Sikkerhed et proteolytisk Enzym i Fre og Kimplanter at Lupinus
hirsutus® og senere (1890 og 1892) i Ricinus communis® og Cucumis
utilissimus®. Disse Undersogelser skulde ikke have veeret omtalte her,
hvis de ikke ved den Metode, der anvendtes, havde veret af af-
gjorende Indflydelse paa andre Arbejder, der havde spirende Byg
som Genstand. Efter ved Dialyse at have befriet et Planteudtreek
for diffusible Stoffer, hvoriblandt ogsaa saadanne (Peptoner), der
give Biuretreaktion, paaviste Green en ny Peptondannelse og
Produktion af krystallinske Forbindelser som Leucin og Tyrosin,
naar der til det omtalte Udtrek sattes Fibrin og 0,2 Procent Salt-
syre. Hermed var det bevist, at saavel spirende som hvilende Fro
kunne fere proteolytiske Enzymer endog af dybtgaaende, neermest
tryptisk Art, og der var jo saaledes a priori ikke noget i Vejen
for at antage, at det samme kunde vere Tilfeeldet med spirende Byg.

Greens Arbejder ere af saa meget storre Betydning, som de
ikke udelukkende stotte sig til den i Dialysatet indtreedende Biuret-
reaktion, men ogsaa til Paavisningen af de dyberegaaende krystal-
linske Spaltningsprodukter af Aggehvidestoffer, Leucin og Tyro-
sin, der ere saa karakteristiske for Pankreassekretets (Trypsinets)
Virkninger. Gorup-Besanez’, Krauchs og flere af de senere Un-
dersogelser have sikkert lagt alt for stor Vgt paa Biuretreaktionen

1 Green: »On the changes in the proteids in the seed which accom-
pany germination«. Philosoph. Transactions CLXXVIIL B39 (1887).
2 Green: On the germination of the seeds of the Castor-oil plant.
Proceed. Roy. Soe. XXXXVIIL 370 (1890).

Green: On the occurrence of vegetable trypsin in the fruit of
Cucumis utilissimus. - Annals of Botany VI 195 (1892).
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| (Hexonbaser, Aminer osv.).

0,8 procentholdig Oxalsyre. Denne

447—463 (1894).

som Kriterium paa Proteolyse. Ved Pepsingjeringen er den an-
vendelig, men ved de her omtalte Enzymvirkninger, der sikkert ere
af mere dybtgaaende Natur, optreede de biuretgivende Stoffer,
. navnlig efter en lengere Forsegstid, ofte kun i meget ringe Mengde,
idet de hurtigt nedbrydes videre til ikke-proteinagtige Forbindelser

Det naeste Arbejde over proteolytiske Enzymer i Planteriget,
der bl. a. ogsaa beskjeftiger sig med spirende Byg, er af Rich.
Neumeister (1894)!. Han anvender
Fremstilling af Enzymet, idet han benytter sig af den af Wittich
og Wurtz gjorte Iagttagelse, at friske Fibrintraade udtraekke
proteolytiske Enzymer af Oplesninger og absorbere dem eller kon-
densere dem paa deres Overflade. Han rev nu de anvendte Plante-
dele (spirende Fro eller Kimplanter) sammen med noget Sand i en
Morter til en fin Gred, »der reagerede tydeligt surc
satte han noget Vand, og efter flere Timers Henstand blev saa
Massen presset gjennem et Linned-Terklede. Det uklare Extrakt
bragtes i en Drechselsk Vaskeflaske, hvori der anbragtes nogle
Fibrintraade, og ved Hj®lp af en Aspirator lededes der i 2 Timer
Luft igjennem Vesken, saa alle Dele af den kom i Beroring med
Fibrintraadene. Derefter haldtes Vaesken fra, Fibrintraadene bleve
vaskede med noget Vand og anbragte i en Flaske, der indeholdt
sattes 1 Thermostat,

derefter til-

hvorefter Fibrinet oplestes fuldstendig i Lebet af nogle faa Timer,
medens det holdt sig nasten uforandret selv efter 2 Dages Forleb
i et samtidig anstillet Kontrolforseg, i hvilket det henstod i Oxal-
syre under ievrigt samme Forhold, kun at det ikke i Forvejen
havde vearet i Beroring med en Enzymoplesning (Planteudtraek).
Paa denne Maade undersogte Neumeister Byg af forskjellig
Herkomst, som blev opbledt i Vand og derpaa bragt til at spire i
fugtigt Sand eller vaade Savspaaner, indtil Kimstengel og Rod
tilsammen havde naaet en Lengde af c¢. 5 Cm.
var Fermentevnen dog kun ringe, da en Peptondannelse ikke wvar

I dette Materiale

paaviselig i Fibrinoplesningen selv efter b Dages Indvirkning; den
indeholdt paa denne Tid, efter hans Angivelser, ved Siden af over-
vejende Syntoniner kun primere Albumoser (ogsaa et Resultat).
Af Byg derimod, hvis gronne Skud allerede havde naaet en
Leangde af 16—20 Cm., fik han i flere Tilfelde meget fermentrige

L R. Neumeister: Uber das Vorkommen und Bedeutung eines eiweiss-

l6sendes Enzyms in jugendlichen Pflanzen. Zeitschr. f. Biologie XXX
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Extrakter, idet Fibrinet oploste sig fuldstendig efter 2—3 Timer
og regelmessigt leverede noget Pepton efter 48 Timer. I et en-
kelt Tilfeelde, hvor Skud og Rod tilsammen neppe vare
3 Cm. lange, iagttog han allerede efter 1 Time en fuld-
stendig Oplesning af Fibrinet og kunde efter 24 Timer
paavise en betydelig Peptondannelse. Derimod fik han
med Bygkimplanter, hvis Skud og Rod kun var 0,5—1 Cm. lange,
saavel som med uspiret, udbledt Byg kun negative Resultater.

Naar Neumeister anvendte Oxalsyre af den omtalte Kon-
centration (0,8°0) i Stedet for Saltsyre, som Forgengerne havde
benyttet, var det, fordi han mente at have gjort den Erfaring, at
Enzymet i 0,2 procentholdig Saltsyre kun virkede i Begyndelsen
og derefter lidt efter lidt destrueredes, medens Oxalsyre i en Styrke
af 0,4—0,8 %o havde en langt gunstigere Indflydelse. I Enzymets
Forhold til Saltsyre fandt han en Lighed med Trypsinet, men
hvis han benyttede en kogsaltholdig (neutral) Veske eller 0,2
procentholdig Sodaoplesning (alkalisk), udeblev dog altid enhver
Virkning. »Trypsinagtig Karakter besidder Enzymet altsaa ikke«
— slutter han.

Han mener altsaa, at Bygkimplanter vel indeholde et prote-
olytisk Enzym, men forst i et vist fremskredent Spiringsstadium.
Naar Gorup-Besanez har fundet det i Kollemalt, men ikke i
Luftmalt, maa det da bero paa, at det ferste har spiret lengere
end det sidste, uden at han har lagt Merke dertil L.

I 1897 har W. Johannsen? ved Measkningsforseg paavist et
proteolytisk, amiddannende Enzym i modnende Bygkorn, der have
varet narkotiserede med en ikke for svag Dosis Narkotikum (Ater,
Chloroform). — Naar der altsaa i det umodne Bygkorn findes prote-
olytisk Fermentevne, er denne vel ogsaa paa Forhaand at vente i
det spirende, om den end i det fuldmodne Korn kan vere nedstemt
saa vidt, at den er vanskeligere at iagttage. —

Dette er, hvad der mig bekendt var offentliggjort at Under-

1 1 et Arbejde af Fermi & Buscaglioni: Die proteolytischen kEn-
zyme im Pflanzenreich. Centralbl. fiir Bakteriol. Il Abt. V 24, 63,
91, 125. 145 (1899), der forovrigt ikke behandler Byg. angives det
(uden Henvisninger til noget bestemt Arbejde), at Mroczkowski
(vistnok i Begyndelsen af Halvfemserne) af spirende Byg har ud-
draget et Enzym, der kunde sonderdele Fibrin saavel ved neutral
som alkalisk Reaktion, men dog bedst i Nerveerelse af 0,2 procent-
holdig Saltsyre.

2 W. Johannsen: Studier over Planternes periodiske Livsytringer I.
Det danske Videnskabernes Selskabs Skrifter [6] mathem.-natury. Afd.
VIII (5) 276—394 (1897).
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skaffe sig Oplysning om dets Natur.

Extraktionsbetingelserne«. Han har

1 Laszezynski: Zeitschr. fiir das
85, 123, 140 (1899).

sogelser over det foreliggende Amne, da jeg paabegyndte mit Ar-
bejde, og som har haft Indflydelse paa Planen for og Gangen i
dette. Efter Kjeldahls Undersegelser kunde jeg selvfolgelig se
bort fra de benwzgtende Angivelser, ligesom jeg heller ikke har lagt
synderlig Veaegt paa de af mine Forgengere anvendte Forsogs-
metoder med Undtagelse af Kjeldahls, idet denne havde antydet
en langt mere frugtbar Vej til at forfelge Enzymets Virkninger og

Siden 1899 er der imidlertid fremkommen en Raekke Arbejder
over Spergsmaalet, som jeg her kun ganske kort skal omtale, dels
fordi de ikke have givet mig Anledning til at forandre min en Gang
lagte Arbejdsplan, dels fordi jeg finder det mere praktisk i den

I specielle Del paa de paagjeldende Steder at jevnfore med mine
egne Resultater, hvad der er fundet af andre.

Boleslaw de Verbno Laszczynski (»Ueber das Vor-
kommen eines peptonisierenden Enzyms (Peptase) im Malz und
Versuche zur Trennung der stickstoffhaltigen Bestandteile in Malz,
Wiirze und Bier«)® kommer til folgende Resultater: »1) Et pep-
toniserende Enzym kan ikke paavises i Malt; 2) ligesaa lidt findes
der paaviselice Mangder af Peptoner i Malt, Urt og 0l, og 3) er
Oploseligheden af de kveelstofholdige Stoffer i Malt afheengig af

beskrevne Neumeisterske Forsog med at lade Enzymet virke
paa Fibrin i 0,8 procentholdig Oxalsyre efter at have udtrukket
det af et Maltudtreek ved Hjelp af selve Fibrintraadene.
med grenne Bygkim paa 6—9 Cm. Lengde gav end ikke Biuret-
reaktion i Oplesningen efter 6 Timer ved 40°, Forsog med Luft-
malt gav vel Biuretreaktion men ligesaa lidt som Forseg med merkt
Kollemalt nogen n@vneverdig Oplesning af Fibrinet, medens et
Parallelforseg med Pepsin saa at sige ojeblikkelig frembragte en
fuldsteendig Oplesning. Endelig fik han i et Forseg, hvor Fibrinet
efter Griitzners Angivelse? var farvet med Carminredt og der-
efter digereret med 10 Gm. Malt i 2 Timer, et ganske farvelost
Filtrat, i hvilket Kvelstofforegelsen kun var naaet fra 24,7
25,21 = 0,7 Mgm. — Dernest har han med lyst Kellemalt an-
stillet Maskningsforseg af forskjellig Varighed og ved forskjellige
Temperaturer, hvor han efter Extraktionen i forskjellige Prover
bestemte Total - Kveelstof, koagulabelt Kvealstof og den Mengde

Brauwesen 22 Jahrg. p. 71,

? Griitzner: Archiv f. Physiologie VIII, 452 (1874).
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Kvelstof, der feldes successivt af henholdsvis Cupridhydroxyd (Pro-
teinstoffer), Zinksulfat (Albumoser) og Fosfor-Wolframsyre (Peptoner
og Ammoniak). Men han gaar hele Tiden ud fra den forudfattede,
urigtige Mening, at Enzymet maa virke paa samme Maade som
Pepsin. Han udtrykker sig p. 84 bl. a. saaledes »Bedeutend er-
niedrigt wiirde der Phosphorwolframsiiurestickstoff, wihrend man
doch bei einer enzymatischen Einwirkung zweifellos eine Erhohung
desselben durch Bildung von Albumosen und Peptonen hiitte er-
warten sollen. Die Annahme, dass die Spaltung der Proteinstoffe
bereits zur Bildung von Amiden fortgeschritten sei, ist ganz un-
zuldssig.  Ein derartiger Vorgang wiirde die Anwesenheit eines
Enzyms voraussetzen, das noch weit energischer auf die Eiweiss-
korper des Malzes einwirkt als Pepsin«. Hans Forseg ere i Virke-
ligheden ganske usammenlignelige og bevise intet; skulde det vere
noget, var det da Tilstedeveerelsen af et Enzym, der danner Stoffer,
som unddrage sig Fosfor-Wolframsyrefeldningen, hvilket ogsaa stem-
mer med, hvad jeg har fundet. — Naar han ikke ved Hjelp af
Biuretreaktionen har kunnet paavise Peptoner i Urt og Ol eller i
hvert Fald kun minimale Meangder devaf, er dette dog maaske et
Resultat, der har nogen Betydning, og som ber noteres.

W. Loé offentliggjor samme Aar et Arbejde! (»Enthilt das
Malz ein peptonisierendes Enzym?«), som han slutter med folgende
kategoriske Udtalelser: »1) Ein eiweisslosendes Enzym im Malz
existiert nicht. 2) Die im Malz vorhandenen, in Wasser léslichen
Eiweisskorper werden wiihrend der Keimungsprozesses gebildet, und
erscheint es wahrscheinlich, das die Menge der in Losung gegan-
genen Stoffe von der Art und Dauer der Extraktion abhiingig ista.
Disse Udtalelser stotter han til Forseg, i hvilke han tilbereder
Udtreek af malet Byg, dels med Maltudtraek, dels med Vand. Han
bestemmer kun Total-Kvzlstof, men Tallene herfor omregner han
til Protein (!) og faar da lige meget udtrukket af sit Byg, enten han
anvender Maltudtrek eller Vand. — Disse Forsog ere ganske verdi-
lose og kunde for saa vidt godt veere forbigaaede her, men med-
tages kun for Fuldstendighedens Skyld.

Er disse to Arbejder saaledes i og for sig uden Betydning,
have de dog sikkert virket fremmende paa Spergsmaalets Losning,
ved at Folk, der ikke folte sig overbeviste af dem, tog saa meget
ivrigere fat paa at undersege Sagen.

Da Loés Arbejde kom (i Begyndelsen af April 1899), havde
jeg foruden Kjeldahls gamle Forseg talrige nye, der var fuldt

1 W. Loé: I Zeitschr. f. das ges. Brauwesen 22 Jahrg. 212 (1899).
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overbevisende for Spergsmaalet om Existensen af et proteolytisk
Enzym i Malt, men min Hensigt var, ikke at offentliggjere noget
herom, for jeg havde bragt mit Arbejde til en vis Afslutning. Da
der imidlertid i Sommeren 1900 kom en Raekke Publikationer?,
som jeg senere jevanligt vil vende tilbage til, saa jeg mig ogsaa
nodsaget til at give en forelobic Meddelelse om nogle af mine
Forsog (»Uber das proteolytische und ein eiweisscoagulirendes En-
zym in keimender Gerste (Malz)«) i Zeitschr. fiir physiol. Chemie
XXXI, 79—97, indsendt 2°/9 1900.

Windisch & Schellhorn havde paavist det proteolytiske
Enzym ved at lade Maltudtraek virke paa Gelatine efter Fermis
Metode?. Det viste sig, at flydende Gelatine mistede Evnen til
at sterkne, eller storknet Gelatine efterhaanden gjordes flydende,
naar Maltudtraekket havde paavirket den en vis Tid ved en pas-
sende Temperatur og helst ved alkalisk Reaktion. Andre Forseg
med Selvpeptonisering af Maltudtraek gave derimod bedre Resultater
ved Nearverelsen af en ringe Mengde (helst organisk) Syre. De
fandt Enzymet saa vel i Kolle- som i Grenmalt og i enkelte Tilfeelde
ogsaa 1 uspiret Byg, navnlig naar dette var slet hestet eller serlig
rigt paa Abggehvidestof. Dets Virkninger forfulgte de ved at lade
det virke i thymol- eller chloroformholdig Veske og for og efter
Forsogene at bestemme enten Formindskelsen af koagulable Albu-
minstoffer (ved Kogning) eller Foregelsen af Albumoser (ved Fald-
ning med Zinksulfat); i enkelte Tilfxlde bestemte de ogsaa Pep-
toner (ved i Filtratet fra Albumoserne at faelde med Fosfor-Wol-
framsyre) eller det saakaldte Amidkvelstof (ved Kogning af Fil-
traterne fra Albuminerne med Saltsyre i en Time og Destillation
med Natriumhydroxyd af den dannede Ammoniak). — Til Detaillerne
i deres Forsogsresultater vil jeg senere komme tilbage.

Fernbach & Hubert paaviste Enzymets Existens paa samme
Maade, dels ved Maltudtraekkenes Evne til at gjere Gelatine flydende,
dels ved de Forandringer, der foregaa med deres kvelstofholdige

1 Af Windisch & Schellhorn: Ueber das eiweisspaltende Enzym

der gekeimten Gerste. Wochenschrift fiir Brauerei XVII 834 ff. (1900.)

Fernbach & Hubert: Sur la diastase protéolytique du malt.
Compt. rend. CXXX 1783—85 (**/¢ 1900.)

Fernbach & Hubert: De linfluence des phosphates et de
quelques autres matieres minérales sur la diastase prutéulytiquc du
malt. C. r. CXXXI 293 (**/7 1900.)

Petit & Labourasse: Sur la solubilisation des matiéres azotés
du malt. €. r. CXXXI 349 (3%/s 1900.)

2 0l. Fermi: Centralbl. fiir Bakteriologie II Abt, V, 256—27 (1899).




Bestanddele, naar de udsewttes for en Autodigestion. (De gjorde
deres Maltudtraek sterile ved Filtration gjennem Chamberlandske
Filtre.) De gjore opmarksom paa, at Nedbrydningen af Aggehvide-
stofmolekulet gaar (navnlig ved forholdsvis lavere Temperatur,
c. 40°) langt videre end til, hvad man szdvanlig benzvner »Pep-
toner«, idet en stor Mangde af Kvalstofforbindelserne efterhaanden
unddrage sig Feeldninger med Fosfor-Wolframsyre, — De have til-
lige interessante Undersogelser over Fosfaternes, andre uorganiske
Saltes og Syrers Indflydelse paa Enzymets Virkninger og have endelig
ogsaa ved Faldning med Vinaand faaet et Stof, som var i Stand
til at omdanne de ved Kogning af Maltudtrek koagulable og de i
3yg indeholdte uoploselige Aggehvidestoffer.

Petit & Labourasse have anstillet Autodigestionsforseg i Lig-
hed med Windisch & Schellhorn’s og derefter bestemt Protein-
Kvelstof, den Mexngde Kvelstof, der faldes med Zinksulfat og
Fostor-Wolframsyre, samt hvad der efter Indvirkning af fortyndet,
kogende Saltsyre lader sig afdestillere med Natriumhydroxyd som
Ammoniak. De finde lignende Resultater som deres andre sam-
tidige, og mene desuden at have paavist en Arginindannelse.

I den af mig selv offentliggjorte lille Afhandling har jeg med-
delt nogle Resultater om Enzymets Afhaengighed af Temperaturen
og forskjellige fremmede Stoffer (Antiseptika, Syrer) samt nogle
Meeskningsforseg og Forandringer herunder af de kvelstofholdige
Stoffer, der feldes af Garvesyre. Jeg har tillige paavist et ko-
agulerende Enzym (Lobe), der forekommer i Maltud-
trekkene sammen med det proteolytiske.

Endelig er der offentliggjort nogle Undersegelser af R. Wahl
(i »American Brewers Review« 1900), der kun have varet mig til-
gjengelige gjennem Referater!, men som gaa ud paa at forfelge
Mggehvidestoffernes Forandringer under Measkningen, idet For-
fatteren gaar ud fra, at disse skyldes Peptasens Virksomhed —
og af Ehrich? der nu ogsaa udleder Peptasens Existens af nogle
M:eskningsforsug, han tidligere har anstillet.

Man ser, at Spergsmaalet har ligget i Luften i disse Aar, og
naar det har fundet Bekreftelse fra saa mange Sider, og forskjel-
lige Metoder have fort til samme Resultater, maa det vel nu be-
tragtes som godtgjort, at der virkelig existerer et saadant Enzym.

LBl a. i Wahl & Henius: American Handy-book of the Brewing,
~ Malting and Auxiliary Trades, p.424—433, 707—08. Chicago (1901).
? Ehrich: Allg. Brauer- und Hopfenzeitung. 1. Marz 1901.
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De nwvnte Arbejder af Green og nyere af Butkewitsch! om
proteolytiske Enzymer i forskjellige andre Planter og specielt hos
Leguminoser, kunne kun bestyrke den Antagelse, at disse Enzymer
have en lignende vid Udbredelse i Planteriget som i Dyreriget.

Opgaven.

Idet jeg da — navnlig stottende mig til Kjeldahls Forsog —
gik ud fra, at der virkelig existerer et proteolytisk Enzym i spi-
rende Byg og Malt, satte jeg som min Opgave:

1) At fore yderligere Beviser for dette Enzyms Exi-
Stens;

2) at undersege kvantitativt Proteolysens Afhen-
gighed af forskjellige, navnlig ydre, Faktorer; og

3) at skaffe saadanne Oplysninger om Knzymets
(resp. Enzymernes?) Natur og Virkemaade, at det blev
muligt at bestemme dets (resp.deres)systematiske Plads
blandt de hidtil kendte beslegtede Enzymer.

I Afsnittet om Proteolysens lovmessige Afhaengighedsforhold
til ydre Faktorer vil der findes tvingende Beviser for Antagelsen
af Enzymer som Aarsag til denne Proces. Og saadanne ere jo
under mit Arbejde tillige fremkomne fra anden Side, gjennem
Windisch & Schellhorns, Fernbach & Huberts, Petit &
Lauborasse’s Undersegelser.

Den anden Side af Sagen har dog veeret min Hovedopgave,
idet Maalet for mig her har veret at skaffe lignende Data frem
for Proteolysens Forleb, som Kjeldahl har skaffet til Veje for
Sukkerdannelsen under Diastasens og Invertasens Indvirkning.

Under dette Arbejde have en Rakke andre Spergsmaal trengt
sig paa, der stode i neje Sammenheng hermed, og hvis Lesning
skulde bidrage til Forstaaelsen af selve Proteolysens Karakter,
nemlig saadanne, der angaa Enzymets (resp. Enzymernes) Natur
og Virkemaade, Oprindelse og Skabne under Spirings- og (i Malt-
gjereriet) Toerringsprocessen o0sv.

Dog har jeg i dette Arbejde altid forst og fremmest taget
Sigte paa Forhold af rent teoretisk Interesse, som muligt kunde
taa Betydning for Enzymforskningen i Almindelighed, uden at jeg
derfor har tabt af Syne den praktiske Betydning, som den Slags
Undersogelser kunde faa, navnlig i Bryggeriteknikken. Forseg af

1 Butkewitsch: Berichte d. d. botan. Gesellsch. XXIII 8558—364

(1900) og Zeitschr. f. physiol. Chemie XXXII 1—53 (1901).

2 Idet det af mine Forsog efterhaanden fremgik, at der fandtes mere

end 1 proteolytisk Enzym.




Interesse i saa Henseende har jeg allerede offentliggjort i min fore-
lobige Meddelelse i Zeitschrift fiir physiologische Chemie (XXXI,
p- 79, 1900), men disse og flere nye, som sarlig beskjeftige sig
med Proteolysen under Brygningsprocessen, forbeholder jeg mig at
komme tilbage til i en senere Publikation.

IL
DE ANVENDTE FORSOGSMETODER.

Mine forste orienterende Forseg bleve anstillede narmest
efter den af Kjeldahl benyttede Metode (se pag. 6), idet jeg
dog i*Stedet for Kellemalt anvendte knust Grenmalt (hvoraf 1 Del
paa 2 Dele Vand) til Fremstilling af de Udtraek, der indeholdt de
proteolytiske Enzymer, som jeg lod virke paa Gluten af Hvede-
mel. Jeg fik herved Resultater, der svarede til de af Kjeldahl
fundne, men der var dog ligesom i dennes Forseg ofte mellem
Parallelbestemmelser lidt for store Afvigelser, som det var enske-
ligt at undgaa.

Nu gav det anvendte Gluten heller ikke nogen homogen Op-
losning. Den blev aldrig fuldstendig klar og gjennemsigtig, og
ved Henstand udfeldedes altid noget (Stivelse, maaske ogsaa kvel-
stofholdige Bestanddele). Dertil kom, at den koagulerede under
Indvirkning af det i Maltudtrekket forekommende, for omtalte k o -

agulerende Enzym — der forevrigt efter mine Undersogelser
ogsaa kunde faa Melk til at koagulere! — og dette bevirkede

utvivlsomt, at Angrebspunkterne for Enzymet blev farre, og dets
Virkninger derfor svagere.

Dette bragte mig til at forsege at anvende et andet AHoge-
hvidestof, nemlig det, der lader sig udtrekke af Hvedemel med 55
procentholdig Alkohol, og som Kjeldahl har kaldt »Glutine 2. Dets
Fremstillingsmaade og Egenskaber skal jeg nedenfor udferligere be-
skrive, men her kun anfore, at det med svage Syrer giver en fuld-
stendig klar Oplesning, der ikke koagulerer hverken ved Kogning eller
under Indvirkning af Lobefermentet, medens det paa den anden Side
lader sig kraftigt paavirke af Maltudtraekkets proteolytiske Enzymer.

Men nu opstod der en ny Vanskelighed; thi dette Stof gav med
Cupridsulfat-Natriumhydroxyd-Seignettesalt et i hejeste Grad klah-

1 Se Fr. Weis: Zeitschrift f. physiol. Chemie XXXI, 96 (]90()‘\_
* Se J. Kjeldahl: Forhandlingerne ved Naturforskermodet j Kjoben-
havn 1892 eller Carlsberg Laboratoriets Meddelelser V, p. XII (1900).

Fr. Weis: Proteol. Enzymer. 2
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rigt Bundfald, som det ikke var muligt at fjerne fra Beegerglasset
paa en saadan Maade, at der kunde udferes en kvantitativ Bestem-
melse. Det gjaldt derfor om at finde et andet Faldningsmiddel.
Efter at have provet forskjellige (tunge Metalsalte, Trichloreddike-
syre m. fl.), der gave mere eller mindre tilfredsstillende Resultater,
standsede jeg forelobig ved Garvesyren, der i Forbindelse med
en Smule Natriumchlorid eller -acetat ikke blot gav smukke Bund-
fald men ogsaa Filtrater, der hurtigt og klart gik igjennem Fil-
trene. Den udfzldede upaavirket »Glutin« fuldstendig, men der-
imod kun en Del af det af Maltudtraekket paavirkede, og Bundfaldet
samlede sig hurtigt som en volumines Masse, hvori Kvelstoffet let
kunde bestemmes.

For nu at undgaa Udvaskning, hvorved muligvis noget af det
en Gang feldede ogsaa kunde gaa i Oplesning, foretrak jeg i Stedet
for Bundfaldene at anvende en Kvotadel af Filtraterne for efter
Kjeldahl Metode heri at bestemme, hvor meget Kvealstof
der for og efter Proteolysen unddrog sig Feldningen
med Garvesyre, idet denne Fremgangsmaade skonnedes at veere
langt sikrere end den at anvende Bundfaldene.

Paa et senere Stadium i mit Arbejde har jeg endvidere i
Stannochlorid fundet et udmarket Fealdningsmiddel til at af-
dekke Faser i Proteolysen, som Garvesyren ingen Oplysning giver
om. Men om disse to Stoffers Veardi og Anvendelse som Feld-
ningsmidler skal jeg strax give nwermere Oplysninger, idet jeg gaar
over til at beskrive de Metoder, der bleve anvendte i langt det over-
vejende Antal af mine Forseg. Disse, som jeg vil kalde »Grund-
forsegenes, gik ud paa at finde de almindelige Love for Enzymernes
Virkning. De Metoder, der bleve anvendte i specielle Tilfzelde, for
at finde enkelte Sider af Enzymernes Natur, ville senere blive be-
skrevne paa de paagjeldende Steder. (Se forevrigt p. 32—33).

Maltudtrekkets Tilberedning og Behandling.

Alle mine Grundforseg bleve anstillede med Udtrek af ferdigt
Gronmalt o: paa det Stadium (paa den 9de Spiredag), da Spi-
ringen afbrydes ved Opvarmning paa Kollen. Forseg, som jeg
senere skal omtale, have vist, at man paa dette Stadium i Byg-
kimplantens Liv i Reglen finder den sterste proteolytiske Ferment-
evne, sely om der kan veere ret store individuelle Forskjelligheder
mellem de forskjellige Maltprover. Udtrakkene bleve altid tilberedte,
umiddelbart efter at Malten var hentet fra Maltgjoreriet, saa den
ikke havde faaet Tid til at terre ind i Luften. Malten blev knust
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ved 1 a 2 Gange at passere gjennem en Kjodhakkemaskine, hvor~
efter den dannede en tyk Gred. Denne blev da rert ud i Vand;
i de allerforste Forsog benyttede jeg 1 Del Malt paa 2 Dele Vand,
men senere blev der til 3 Dele Malt kun benyttet 4 Dele Vand.
Dette gav saavel kvelstofrigere som kraftigere virkende Udtrak.
Maltgroden rortes gjentagne Gange rundt i Vandet i 1/e—1 Time
ved Stuetemperatur; enkelte Gange henstod den derefter i Is-
skabet (ved 4° & 5°) til naste Dag, men i Reglen blev den efter
den halve eller hele Time filtreret gjennem et Foldefilter paa
Foldetragt. Det forst gjennemlobne Filtrat heeldtes tilbage, indtil
det (efter 3—4 Omhaldninger o: c. 1 Kvarters Forleb) lob fuld-
stendig klart igjennem. Derefter stilledes det hele i Isskabet,
hvor Filtreringen foregik yderst langsomt, til nweste Dag. Udbyttet
var da exempelvis: af 670 Gm. Malt + 892 Cem. Vand = 540 Cem.
Maltudtreek (Mu), af 890 Gm. M. 4 1187 V. = 800 Mu, af 1000
Gm. M. + 1333 Cem. V. = 980 Mu. Terstofindholdet i den anvendte
Malt varierede ikke saa ganske lidt, f. Ex. mellem folgende Var-
dier: 49,35, 50,44, 53,40 og 55,99 °0. At de forskjellige Byg-
sorters Kvealstofindhold ogsaa vilde variere, var naturligvis paa
Forhaand at vente. Hvor store Variationer der her kan vaere Tale
om, vil fremgaa af folgende Tal, der angive Mgm. Kvalstof i
10 Cem. Maltudtraek af forskjellige Prover, tilberedte som ovenfor
nevnt af 3 Dele Malt og 4 Dele Vand.

Af Byg fra 1898 Af Byg fra 1900
18,35 Mgm. Kvzalstof. 15,00 Mgm. Kvelstof.
16,66 — — 19.62 — =%
18,37 — — 19,21 — —_
16,30 — — 107660 — =
17,21 — — 18,88 — =
17,70 — — 20,04 — =
19,38  — Ses 19.10; 4= o

18,84 — —

Der er her en tydelig Forskjel paa de to Aargange, men
indenfor hver af disse ere Variationerne med en enkelt Undtagelse
smaa.

Lignende Variationer som i Terstof- og Kvalstofindhold ville
ogsaa findes i Maltudtraekkenes Fermentevne, uden at der just be-
hover at vere Proportionalitet mellem disse Egenskaber.

I Reglen bleve Maltudtraekkene benyttede, Dagen efter at de
vare tilberedte (o: samme Dag som Filtreringen var tilendebragt),

%
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men de holdt sig forevrigt usvakkede ved Henstand i Isskabet i
9—3 Dogn og endnu lengere, hvis de holdtes nedpakkede i Is (i
en Isspand) ved 0° Hvor det var enskeligt for Sammenlignings
Skyld at anvende samme Udtrek til flere Forsogsraeekker, end der
kunde anstilles paa en enkelt Dag, anvendtes som oftest denne
Nedpakning i Is, hvorved Fermentevnen kunde holde sig usvakket,
og Udtrekket forblive ganske klart og friskt i nesten 8 Dage. —
Henstode Udtraekkene derimod uden Ispakning i Isskabet ved 4°—59,
indtraadte der efter 3—4 Dage nesten altid en heaftig sur Gje-
ring, de bleve uklare, meget ildelugtende og tabte efterhaanden
deres proteolytiske Fermentevne. — Ved Tils@tning af Toluol
kunde Fermentevnen, som det vil fremgaa af senere meddelte
Forseg, holde sig omtrent usvakket i lengere Tid (8—10 Dage),
men dette Konserveringsmiddel benyttede jeg mig kun undtagelses-
vis af. Tilseetning af Thymol, Chloroform eller Formaldehyd var
uanvendelig paa Grund af disse Stoffers skadelige Indflydelse paa
Enzymerne (se senere).

Maaling af Fermentevne.

For at forfelge Proteolysen kunde man underkaste Maltud-
treekket en Autodigestion, da der i det altid findes Agge-
hvidestoffer, som yderligere lade sig paavirke af de proteolytiske
Enzymer. Men herved faaes kun smaa Udslag, om end noget
storre, naar Udtrekket gjores svagt surt. De i Bygget veerende
Aggehvidestoffer have jo nemlig under selve Spiringsprocessen
veret underkastet en fermentativ Proteolyse, og der findes da i
Gronmaltsudtreekket kun en ringe Mengde, som yderligere lader
sig omdanne. Mange saadanne Forsog ere anstillede, men mest
til Sammenligning og Kontrol. — Man kunde ogsaa lade Enzymerne
virke paa de i Vand uopleselige Aggehvidestoffer, som de fore-
komme sammen med i Kornet, ved Me&skning. Saadanne Forsog
har jeg ogsaa anstillet en sterre Reakke af, mest med Kelle-
malt. Men derved faar man ingen absolute Tal for Fermentvirk-
ningen. Der viser sig vel en Forskydning i det procentiske For-
hold mellem upaavirket og omdannet Kvelstof, men hvor stor
Indflydelse Extraktionsbetingelserne have paa dette Forhold, er
ikke altid let noje at bestemme.

Underkaster man derimod et — saa vidt mulig rent --
Aggehvidestof en Proteolyse ved Indvirkning af et Maltudtreek,
kan man faa Omdannelsen udtrykt i absolute Tal, selv om en
simpel Aflesning af disse ikke altid er nok til at bestemme Loven




for en Faktors Indflydelse, da man ikke kan forhindre, at andre
Faktorer ogsaa forandre sig under Forsegene.

Det er denne Methode, jeg har anvendt i Storstedelen af
mine Forseg, og jeg har hertil benyttet det for omtalte i 55 pro-
centholdig Alkohol opleselige Aggehvidestof, Kjeldahls »Gluting,
som jeg har fremstillet paa felgende Maade!. Fineste Hvedemel
(Flormel) blev udrert omhyggeligt i smaa Portioner af sin dob-
belte Vgt 55 procentholdig Alkohol, dernwmst nedsvalet til 8° C.
og efter nogen Tids Henstand bragt paa Chardinske Filtre, der
overdekkedes med en Glasplade. Filtreringen foregik yderst lang-
somt, tog 2—3 Dage. Det svagt opaliserende, gullige Filtrat hen-
sattes derefter i en Kuldeblanding c¢. 1 Dogn. Hvad der da ikke
var udfrosset og havde samlet sig som en sejg Syrup paa Bunden,
heldtes fra, og Syruppen oplostes igjen i en ringe Memngde 55
procentholdig Alkohol. Derefter anvendtes atter Udfrysning og
Gjenoplesning, indtil jeg mente at have faaet et tilstraekkelig rent
Produkt, der efter Oplosning i den mindst mulige Meangde af
55 procentholdig Alkohol udfeldedes som et skinnende hvidt
Bundfald, naar det draabevis eller i en tynd Straale blev heldt i
en stor Portion absolut Alkohol. Ved at henligge under denne
storknede det efterhaanden til en sprod Masse, der kunde pul-
veriseres med en ringe Meangde absolut Alkohol, som senere fra-
filtreredes paa Nutsch for Sugepumpen. Derefter foretoges Ud-
vaskning med absolut Alkohol og til Slutning Terring i Vakuum
over Svovlsyre ved almindelig Temperatur gjennem flere Dage.
Paa denne Maade vandtes et let, hvidt Pulver, men Udbyttet var
kun ringe 1 Forhold til den Meangde Mel, der toges i Arbejde (se
omstaaende Tabel).

Det vilde ligge nmrmest at benytte et saadant af Byg eller
Male fremstillet Aiggehvidestof, men naar jeg dog har foretrukket
at benytte Hvedens, er det af flere Grunde. Paa den ene Side
faar man ved den ovennvnte Fremgangsmaade langt ringere Ud-
bytte og mindre rene Produkter af Byg og Malt. Efter c¢. 6—7
Udfrysninger fik jeg af Maltmel et Produkt, der ikke gav ganske
klare, men smudsiggule og opaliserende Oplesninger. Og disse
Forhold var af ikke ringe Betydning, da jeg ved mine mange
Forseg fik Brug for ret anselige Mengder Alggehvidestof. Paa
den anden Side paavirkedes mit Hvedepreparat langt kraftigere af

1 Metoden kort antydet af Kjeldahl i hans Meddelelse ved Natur-

forskermadet i Kjobenhavn 1892. Se ogsaa Carlsberg-Labor. Meddel. V,
p. XIII. 1900.
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Maltudtrekket end mine Byg- og Maltpreeparater og gav saaledes
kraftigere Udslag for de forskellige Faktorers Indvirkning, hvilket
vil fremgaa af senere meddelte Forseg. Paa dette Sted skal jeg
kun anfere, hvor stort Udbytte jeg fik af forskellige Portioner Mel,
der toges i Arbejde.

9375 Gm. Hvedemel gav efter 5 Udfrysn. 30 Gm. = 1,47 %

5000 - - - - 2 — 1271 - =254 -
5000 - - - - 2 — 170 - =340 -
2500 - — =S — 61 - =244 -
3000 - - - - 2 — 102 - =340 -
4000 - — - - 3 — 141,56 - = 3,56 -
2000 - Bygmel - - 2 — 282 - =141 -
2000 - Maltmel - - 6-T — 84 - =042 -

Der skal her gjeres opmerksom paa, at Svingningerne i Ud-
byttet foruden fra Udfrysningernes Antal kunne hidrere fra Melets
storre eller mindre Vandholdighed, Kornsortens Kvealstofrigdom o. 1.

Det paa denne Maade vundne Aggehvidestof kaldte Kjel-
dahl som sagt »Glutin« (se herom senere p. 24—25) og angav
nogle af dets karakteristiske Egenskaber, som jeg her kan supplere
med enkelte nye Iagttagelser, idet jeg ved at variere mine Forsegs-
betingelser ofte blev nedt til forst at undersege dette Stofs For-
hold og saaledes lejlighedsvis fik Oplysninger om dets forskjellige
fysiske og kemiske Egenskaber.

Med Hensyn til dets Opleselighed er det uopleseligt i
Vand og Alkohol over 90 %/, opleseligt i middelsteerk Alkohol og
i Alkalier (Natriumhydroxyd og norm. Natriumcarbonat) i ikke
altfor svage Koncentrationer. Overfor Syrer forholder det sig
forskjelligt, eftersom det er organiske eller uorganiske. Af de
forste er Forholdet til Melkesyre og Eddikesyre undersogt. De
laveste Koncentrationer, i hvilke 2°/o af Praparatet oploste sig
fuldsteendigt, var 0,05 procentholdig vandig Mealkesyre (= '/1s0n)
og 0,03 procentholdig vandig Eddikesyre (= !/200n), men Oplose-
ligheden er stigende med Koncentrationen af disse Syrer, i hvert
Fald op til 4 procentholdig vandig Melkesyre og 6 procentholdig
vandig Eddikesyre, de sterkeste, der undersegtes. I Saltsyre og
Svovlsyre er det derimod kun opleseligt indenfor meget snavre
Greenser. Ved Kogning er det muligt at faa 2 %o af Praparatet
oplest fuldstendigt i Koncentrationer af Svovlsyre mellem '/100 og
1/30 normal. Men ved Afkeling til almindelig Temperatur udskilles
igjen en Del, naar Koncentrationerne ere svagere end /200 n eller




steerkere end c. Y/so n. I de mellemliggende Koncentrationer for-
bleve Oplosningerne ganske klare med Undtagelse af Oplosningen i
/50 n, der opaliserede. [ Svovlsyre paa over /10 n (= 0,49 %0)
maa Stoffet betegnes som uoploseligt, medens Maximum for Oplose-
lighed ligger omkring /100 n (= 0,049 ). Overfor Saltsyre er
Forholdet i Hovedsagen det samme. Kun er maaske Oploselig-
heden gjennemgaaende noget storre.

De her nevnte Oplosninger taale Kogning, uden at Agge-
hvidestoffet koagulerer. En Oplesning i 0,4 procentholdig Melke-
syre — den, jeg oftest har benyttet — er meget holdbar, navnlig
naar den henstaar ved lav Temperatur (4—5°). Hvis noget af
Vandet fordamper, kan der dog efterhaanden udskilles en gjen-
nemsigtig gelatines Masse.

Glutinets optiske Drejningsevne er undersoegt at Kjel-
dahl!, der fandt den

i 55 procentholdig Alkohol for o, = + 92°
i Iseddike SO S
i 0,1—b procentholdig Eddikesyre - - = =+ 111°
i Fenol ved 40° - - == 130°

Kjeldahl angiver, at det af ham fundne Tal for Drejningsevnen
— 1 hvert Fald i vines Oplesning — er en saa konstant Faktor,
at han har fundet det samme i Preparater af Hvede fra de for-
skjelligste Himmelstrog (Donau-Hvede, kalifornisk og dansk Hvede)
og fra fire forskjellige Aargange.

Den samme Konstans fandt han for Kva@lstofprocenten,
der aldrig svingede ret langt fra 17,25. I to af mig undersogte
Praparater fandt jeg henholdsvis 17,18 og 17,22 %/o Kvealstof, saa
de synes jo at stemme ret godt med Kjeldahls Tal.

Af visse Faldningsmidler som f. Ex. Garvesyre med Tilsaet-
ning af en Smule af en Saltoplesning (Natriumacetat eller Na-
triumchlorid) feldes det fuldstendigt (se Tabellen pag. 27), af en
meettet Zinksulfatoplesning udsaltes c. 98 %/o (97,9 %), og af Stan-
nochlorid under Tilsetning af Calciumchlorid feldedes i to Praeparater
henholdsvis 94,9 og 95,6 °/o af den samlede Kvelstofmengde. Og
disse Feldningsforhold forandres ikke under Paavirkning af Melke-
syre. Hr. Laboratorieforstander Schjerning (Ny Carlsberg), der
fik en lille Prove af et af mine Praparater og undersegte dets
Forhold til forskjellige af ham ofte benyttede Fealdningsmidler,

I DY
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har derom velvilligst meddelt mig folgende Tal, der udtrykke,
hvor stor en Del af det samlede Kvelstof der udfeldedes i 2
Parallelbestemmelser.

I 11
AtEStannoChLotidls . <k o e o et st 94,7 % og 92,7 %0
= Merennidehloridl. o . ohiel v s, 96,1 - - 94,8 -
- Ferridacetat + sec. Natriumfosfat. 55,3 - - » -
- + prim. Calciumfosfat » - - 64,6 -
= LAt aCotan e e o 94,7 - - 94,8 -
~ S Maonmmenlag Lok oL S R 96,1 - - 96,8 -
Tilladelipr el st s s . 14 - - 1,1 -

At intet af de her anvendte Feldningsmidler saaledes som
Garvesyren giver en fuldstendig Fwldning, kunde maaske tyde
paa, at der foreligger en Blanding af to eller flere Stoffer, i Mod-
setning til, hvad Kjeldahl antog, men jeg finder dog ingen An-
ledning til her at komme ind paa en Droftelse af dette Spergs-
maal, saa meget mere som jeg i Valget af dette Stof ikke er
gaaet ud fra, at det just skulde vere aldeles rent — o: et ke-
misk Individ — men udelukkende har veret ledet af Hensynet
til, om det 1) lod sig paavirke af Maltudtreekket, og 2) om det
ved skarpe Udfzldninger egnede sig til at forfoelge Proteolysen
kvantitativt, og i begge disse Henseender har det virket fuldt ud
tilfredsstillende .

Endnu skal jeg kun tilfoje?, at det omtalte Stof ved Kogning
med 20 procentholdig Saltsyre -+ Tin konstant har givet mellem
29,4 og 29,6 °/o Ammoniak, og samme Mangde, hvad enten De-
kompositionen udstraktes 4 eller 8 Dogn.

Som for nmvnt, har Kjeldahl i sin Meddelelse ved Naturforsker-
modet i Kjobenhayn 1892 kaldt dette Stof »Glutin«, og denne Benay-
nelse benyttede han ogsaa til daglig i Laboratoriet; men han har aldrig,
saa vidt mig bekjendt, givet nogen Begrundelse af, hvorfor han havde
valgt dette Nayn, Muligvis har det kun veeret for i Korthed at ad-
skille det fra det gamle Ritthausenske Begreb »Gluten«, medens
det paa, den anden Side efter hans Mening dog ikke kunde identificeres
med noget af de 3 i Alkohol opleselige Alggehvidestoffer (Fibrin, Glia-

-

Det kunde jo forevrigt veere en ganske interessant selvstwendig Op-
gave nermere at bestemme dets Renhed og dets Forhold ved
Sonderdeling med Syrer, Alkalier osv. og navnlig bestemme dets
Plads mellem andre ngjere undersogte /Eggehvidestoffer.

2 Efter Oplysninger, der velvilligst ere overladte mig af min Kollega,
Hr. Assistent C. Pedersen.




din, Mucedin), som man ! senere mener at have fundet i Hvede; Kjel-
dahl mente tveertimod, at der kun findes eet i Alkohol oploseligt Agge-
hvidestof, da hans Prwparater altid havde givet den foromtalte Konstans
med Hensyn til Kvelstofindhold og optisk Drejningsevne. Men Spergs-
maalet er nu, om man af de Fakta, der foreligge om dette Stof, er
berettiget til at benytte en Betegnelse, som de dyriske Limstoffer en
Gang har faaet Borgerret paa i den videnskabelige Terminologi. Jeg
tror, at man trods visse Ligheder med disse, ikke bor overfore Ben&v-
nelsen »Glutin« paa Plantexggehvidestoffer, for man ved en omhyggelig
Gjennemarbejdelse og Undersogelse af deres fysiske og kemiske Egen-
skaber nzrmere har fastslaaet deres Karakter, Og skjont jeg i min
forelobige Meddelelse i »Zeitschr. fiir physiol. Chemie« allerede har an-
vendt dette Navn for det her omtalte Prieparat, vil jeg dog i det fol-
gende foretreekke at kalde det i al Almindelighed for »Protein« resp.
Hvede-, Malt-, Bygprotein osv., idet jeg derved ikke foregriber en mere
karakteriserende Betegnelse, som man muligvis senere maatte finde.

Lader man et Maltudtreek virke paa en saadan (svagt sur)
Proteinoplesning ved en passende Temperatur, undergaar Pro-
teinet en — tilsidst endogsaa nesten fuldstendig — Omdan-
nelse, som f. Ex. kan give sig til Kjende ved, at det unddrager
sig Feeldning med bestemte Feldningsmidler, at det bliver dialy-
sabelt, giver andre Farvereaktioner, eller der optrader helt nye
Stoffer, der kvalitativt kunne paavises i Forsogsveesken. Noget lig-
nende sker i et Maltudtraek, hvortil der ikke er sat Protein, men
i langt ringere Grad, idet de heri vwerende Alggehvidestoffer
allerede under Spiringsprocessen have veeret udsatte for de pro-
teolytiske Fermenters Paavirkning. Der er saaledes flere Metoder
mulige til at forfelge Proteolysen, og jeg har i forskjellige @jemed
ogsaa benyttet mig af forskjellige. I Sterstedelen af mine Forseg
har jeg dog, som allerede foran herort, anvendt Forholdet til
Faldningsmidler og da navnlig til to, som jeg her nmrmere skal
omtale: Garvesyre og Stannochlorid.

Om Garvesyren angives det i Litteraturen?, at den falder
fuldstendigt egentlige Albuminstoffer (som ZBgalbumin, Kasein og
Laktalbumin), men kun ufuldstendig disses Omdannelsesprodukter
(Albumoser og wgte Peptoner), af hvilke endogsaa Peptonerne
gjenoploses fuldstendigt i Overskud af Fealdningsmidlet (Sebe-

1 Osborne & Voorhees, se Griessmayer: Die Proteide der Ge-
treidearten 2. Udg. p. 95 ff. (1897.)

2 Se f.Ex. Sebelien: Studier over Aggehvidestoffernes analytiske
Restemmelse med swerligt Hensyn til Mealk. Videnskabernes Sel-
skabs Oversigter 1888, 81—126 og Zeitschr. fiir physiol. Chemie
XIII. 185—180 (1889).
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lien). Der er dog ved denne Faldning flere Biomstendigheder,
der maa tages Hensyn til. Saaledes, at askefrie Aggehvidestoffer
ikke fwmldes fuldsteendigt, med mindre der tilsettes en ringe
Mengde af et Salt (Natriumchlorid, Natriumacetat, Calciumchlorid,
Magniumsulfat el. 1.), at Feldningen maa foregaa i Kulden, at
Fortyndingsgraden og Mengden af Feldningsmidlet have Ind-
flydelse osv. Dernmst er det naturligvis heller ikke ligegyldigt, i
hvilket Oplosningsmiddel Garvesyren benyttes. Sebelien har an-
vendt en vinos Oplosning efter Alméns? Opskrift (4 Gm. Tannin,
8 Cem. Eddikesyre (25 %) og 190 Cem. Spiritus paa c. 40—50 %0);
jeg har derimod altid benyttet en vandig Oplesning paa 5 %/o.

Da det naturligvis var af sterste Betydning at faa neje
Besked om, hvorledes Maltudtreekket og mit Proteinpreparat for-
holdt sig overfor dette Fealdningsmiddel, anstillede jeg herover en
serlig Rakke Forsog.

Der anvendtes hertil et Maltudtrek, tilberedt af 700 Gm.
knust Gronmalt + 900 Ccm. dest. Vand (Udbytte 650 Ccm.), en
2 Procents Proteinoplosning i 0,4 procentholdig vandig Melke-
syre og en Garvesyreoplosning paa 5 Procent. Jeg undersogte
forst, hvilken Indflydelse Tils@tningen af nogle Draaber af en
5 procentholdig Natriumacetatoplesning havde paa Fealdningens Fuld-
steendighed. Det viste sig her, at Feldningen i Maltudtraekket fore-
gik fuldt saa godt uden som med Tils@tning af Natriumacetat, og
at dette snarest hindrede Bundfaldet i at swmtte sig saa hurtigt som
ellers. I Maltudtreekket er der jo saa mange forskjellige uorganiske
Salte, der overflodiggjere en yderligere Tils@tning heraf. Derimod
var Tilsetningen af lidt Natriumacetat af storste Betydning for at
opnaa en fuldstendig Feldning og et klart Filtrat i en ren Protein-
oplesning, medens den ikke var nedvendig i en Blanding af Malt-
udtrek og Proteinoplosning. Nedenstaaende Forseg, som jeg an-
forer tabellarisk, skulde dernwst give mig Oplysning om: 1) Hvor
megen Garvesyre der var nedvendig for at udfmlde alt det, der
kunde udfeldes, af en bestemt Mangde Maltudtraek eller Protein-
oplosning, og 2) om Overskud af Garvesyre igjen opleste noget
af Bundfaldet.

Faldningen foregik i 100 Ccm.s Maalekolber, og der fortyndedes
senere op til Merket med destilleret Vand. Filtreringen foregik
forst Dagen efter, og til Kvealstofbestemmelse efter Kjeldahls
Metode anvendtes da H0 Cem. af Filtratet (om de neermere Mani-
pulationer herved, se senere p.31—32).

2 Almén, Upsala likarefireningens forhandlingar 1870.
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Naar Kvelstofindholdet i Filtraterne i de Forseg, hvor der
har veret anvendt 10 Cem. Maltudtrek, ikke synker stort under
c. 10 Mgm. kommer det af, at der i Maltudtraekket findes kvel-
stofholdige Stoffer (Hexonbaser, Amider, Ammoniak o. 1l.), der for-
modentlig ere Produkter af Enzymernes Virkning i det spirende Fro,
og som unddrage sig Garvesyrefeldningen. I Reglen udgjere de c.
Halvdelen af Totalkvelstoffet. 1 det her anvendte Maltudtraek er
der ikke gjort Totalkvaelstofbestemmelse, men til Sammenligning
skal anfores en Rakke Tal fra andre Forsegsrekker. I 10 Cem.
af forskjellige Maltudtreek fandtes:

Total N N i Filtratet fra Garvesyrefaldningen
absolut i Procent af Total-N,
18,35 Mgm. 8,07 Mgm. 46,7 °/o
18,37 - 8,61 - 46,3 -
16,30 - 47 - 45,1 -
17,70 - 8,80 - 49,7 -
17 1,60 - 44,5 -
19,33 - 943 = 45,2 -
18,88 - 9,98 - 52,9 -
20,04 - 10,00 - 49,9 -
18,84 - 8,68 - 46,1 -
19,33 - 10,156 - 52,6 -
18,20 - 8,20 - 45,1 -
18,46 - 9,50 - 51,6 ~
21,04 - 10,00 - 48,0 -

Resultaterne af disse Forseg blive da: 1) At der skal
3—4 Cem. af en 5 procentholdig Garvesyreoplosning + noglé
Draaber af en 5 procentholdig Natriumacetatoplosning til for at
felde fuldstendig 10 Cem. af en 2 procentholdig Proteinoplesning.
2) At en Blanding' af 10 Cem. af denne og 10 Cem. frisk tilberedt
Maltudtreek (tilberedt af 3 Dele Malt + 4 Dele Vand) til fuldstendig
Feldning krever 4—5 Cem. 5 Procents Garvesyreoplosning. 3) At
Uklarhed eller Opalescens i den over Bundfaldet staaende Vaske
tyde paa ufuldsteendig Fwldning, medens et klart Filtrat dog ikke
altid er et sikkert Kriterium paa, at Faldningen har veret fuld-
steendig (Forss. 309—10) og 4) At Overskud af Garvesyre
indtil 30 Cem. ikke oploser noget af det en Gang fel-
dede Bundfald, selv efter 5 Dages Henstand. — Der anvendtes
da altid senere i Grundforsegene til Feldning af 10 Cem. Pro-
teinoplesning <+ 10 Cem. Maltudtrak 10 Cem. Garvesyre.

Alle de her omtalte Feldninger ere foretagne ved almindelig
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Stuetemperatur. Men naar Forseg have veret anstillede ved hejere
Temperaturer (f. Ex. 479—50°), paatrenger sig det Spergsmaal,
om man simpelthen kan afbryde disse Forseg ved at tilsatte
Faldningsmidlet, eller om en forudgaaende Afkeling er nedvendig,
hvorfor folgende Forseg anstilledes.

Der anvendtes 10 Cem. af henholdsvis Proteinoplesningen
(2°)), af Maltudtrzk og af Garvesyreoplesningen (5°/o). For de
blandedes, blev hver Del for sig opvarmet eller nedsvalet til den
Temperatur, hvorved Feldningen foregik. Efter denne bleve Proverne
staaende endnu 10 Minutter ved den paagjeldende Temperatur,
for der fortyndedes med Vand (af alm. Temp.). Der gjordes

obbeltbestemmelser ved alle Temperaturerne.

Fors. Temp. Titer | Middel| N. i Filtratet ; Anm.
, | |
‘ (10 Cem. ‘ (19,60) } \
Kontrol | conc. 119,62 19,61 1 ‘
Hz S04 ’ 1 | ( Ved 2° blev Garvesyren mal-
324 ‘ 14,28\ | op - o || ) ket, men oplostes igjen fuld-
395 } 2° ‘{|4 44: | 14,36 | 10,50 Mgm. | stendig klart, naar Glasset
g i ! jl holdtes lidt mellem H&nderne.
326 J1430V 1409 (1064 — |
s27 |f 2% |\uagsf| ‘
338 | f14,26) 142 1072 —
329 ||f 18° |\14.23f e |
‘ ‘
[
330 I\ (14,30) R
14,28 | 10,66 —
831 [f ° |\1426f | ;
332 ‘\ ;14,041‘ 1408 | .
LT L0281 11,38 —
333 |f 4 |\400f| 1
a9 I Aol | Den over Bundfaldet staaende
“;3% ‘} 100° {i(z) g?} 15798 15,64 == l Vaske var en malket Emul-
339 “99) | :' sion.
| |

Disse Forseg lere: 1) at Feldningen foregaar ens ved Tem-
peraturer mellem 2° og 25°, 2) at den er ufuldstendig ved 47° og
100°, og at 3), naar Faldningen foretages ved en hejere
Temperatur, forbliver den ufuldstendig, selv om der
senere afkeles til en lavere Temperatur — et Resultat,
som ogsaa Sebelien! er kommen til.

Det er saaledes af storste Vigtighed ikke at felde med
Galvesyxe ved for hej Temperatur, hvorfor jeg i alle folgende

110])90
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Forseg altid har nedsvalet Kolberne under Vandhanen, for Garve-
syren blev sat til. —

En helt anden Fase i Proteolysen afdekkes ved det andet af
mig hyppigt benyttede Faeldningsmiddel, Stannochloridet. Forst
paa et forholdsvis sent Stadium i min Undersegelsesrakke blev
jeg opmeerksom paa dette Stofs Anvendelighed i mit @jemed, og
jeg sogte da ved Hjelp af det at finde ogsaa denne anden Fases
Afhengighed af forskjellige Faktorer af mere almindelig Interesse.

Det var under Bestraebelsen for ved Hjelp af forskjellige
Fealdningsmidler at finde nogle kvalitative Oplysninger om Proteo-
lysen, at jeg ogsaa stedte paa Stannochloridet, idet jeg gjennemgik
flere af de af Schjerning! anbefalede Stoffer til Feeldning af
Proteiner. Naar jeg her lod enten Forsegstiden eller Tempera-
turen variere, fik jeg forskjelligt beliggende Feldningskurver, af
hvilke Stannochloridkurven frembed seerlig Interesse, som det vil
fremgaa af de senere meddelte Resultater.

En Stannochloridoplosning blev tilberedt — efter Schjer-
nings Angivelse? — af 50 Gm. raspet Tin, der i en tareret

Kolbe digereredes med en rigelig Mengde kogende koncentreret
Saltsyre, indtil alt Tin var oplest. Oplesningen blev da inddampet,
indtil Kolbens Indhold vejede ¢. 130 Gm. Den saltsyreholdige
Starmochloridoplesning blev saa fortyndet med destilleret Vand til
1 Liter og filtreret. For at forebygge en Iltning fordeltes Oplos-
ningen paa flere smaa Flasker, der fyldtes lige op til den tet-
sluttende Glasprop. — Heller ikke dette Faldningsmiddel feelder
askefrie eller -fattige Aggehvidestoffer. Schjerning anbefaler
derfor forst at tilsette 5—10 Ccm. af en 10 procentholdig Cal-
ciumchloridoplesning, hvilket jeg ogsaa har gjort ved alle mine
Feldninger.

Som for omtalt feelder Stannochlorid af en upaavirket Hvede-
proteinoplesning c. 95 °%o. Af Maltudtreekkets Kvealstof udfelder
det en betydelig mindre Del end Garvesyren. Medens der af
denne udfmldes c¢. Halvdelen (se Tabellen S. 27), udfwelder
Stannochlorid kun godt 300 (i to Tilfzelde bestemt nejagtigt til
32 og 33,5°%). Men naar man felder en Blanding af Protein-
oplosning og Maltudtrek, feldes der ikke fuldt saa meget som
Summen af to Fwldninger, der foretages hver for sig, hvad Grun-

1 Se Schjerning: Fresenius’ Zeitschr. fiir anal. Chemie XXXIII, 263
(1894), XXXI1V, 135 (1895), XXXV, 285 (1896), XXXVI, 643 (1897),
XXXVII, 78 (1898), XXXVII, 413 (1898), XXXIX, 545 (1900).

2 1, c. XXXVII, 414 (1898).
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den hertil nu end kan vere. Hvor store Afvigelser det her drejer
sig om, vil fremgaa af nedenstaaende Tabel.

| Protein- |y | N. faeldet af Sn Clei
| oplesning i | Total N. | e
| 2%) S oo R ey “
s 77;77”\7 ()cnx% I35 C(rm.ri ] Mgm. ki ;{lglllt a ; 775707 7‘(?77 ST
i [# 10 : 3368 | 319 | 949
Forss.-Nr. ||, 10 19,10 6,40 335
1618—1630 l 10 10 52,78 38,36 72,7 beregnet
| 10 10 52,78 i 36,58 ‘ 69,3 fundet
lt‘ 10 ) 81,74 || 30380 | 956 |
Forss.-Nr. ez 10 | 1854 593 | 3820 |
1917—1930 H 10 10 50,28 36,23 | 721 | beregnet
10 10 5028 | 8475 | 691 | tundet

Der anvendtes ved de her omtalte Feldninger 10 Cem. Cal-
ciumehloridoplesning og 20 Cem. Stannochloridoplesning, da jeg ved
mindre end 15 Cem. af det sidste ikke fik alt det med, som kunde
udfeldes. Fealdningen foregik i 50 Cem.s Kolber for at undgaa for
store Fortyndinger. Kolberne henstode tillukkede med Korkprop (for
at hindre Iltens Adgang) til neste Dag, da Indholdet filtreredes.
For at faa et klart Filtrat maatte det forst gjennemlobne ofte haeldes
tilbage paa Filtret flere Gange. En senere indtreedende Uklarhed
skyldtes Iltning af Stannochloridet. Kvzlstofbestemmelsen gjordes
i det halve (25 Cem.) af Filtratet, efter at dette forsigtigt var
inddampet under Tilsetning af en Smule cone. Svovlsyre i Varme-
kasse ved c. 100°. —

Et Par Momenter ved Kvalstofbestemmelsen efter Kjel-
dahls Metode turde det ogsaa have Interesse at oplyse om her.
Bestemmelserne gjordes som navnt i Filtraterne, hvoraf der med
Pipette toges Halvdelen af Forsegsveaskens oprindelige Rumfang
(henholdsvis 50 og 25 Ccm., eftersom der brugtes 100 Cem.s eller
50 Cem.s Maalekolber). For Inddampningen heraf tilsattes der ¢.1 Cem.
conc. Svovlsyre, og ved de garvesyreholdige Prover inddampedes
der over aabent Blus, indtil der begyndte at vise sig Svovlsyre-
dampe. Ved Filtraterne med Stannochlorid lod dette sig ikke
gjore, da det stedte og sprojtede alt for sterkt i Kolberne, men
disse hensattes da i en Varmekasse ved c. 100°% og efter at have
staaet her Natten over, vare de i Reglen saa vidt inddampede, at
Dekompositionen med Svovlsyre kunde foregaa uden Sted, Sprejt
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eller Skumdannelse. Der anvendtes i Reglen til Dekompositionen
10 Cem. conc. Svovisyre foruden en Spatel Kobberilte. Erfaringen
leerte mig imidlertid snart, at jeg, for at faa en fuldstendig Sender-
deling maatte udstreekke Kogningen med Svovlsyre + Kobberilte
temmelig leenge, 4—5—6 Timer, endog ret lenge efter at Vasken
var bleven klar, for at alt Kvelstof ved den derpaa folgende Ilt-
ning med Kaliumpermanganat kunde blive omdannet til Ammoniak.
Destillation og Titrering (af !/z normal Svovlsyre paa Natrium-
hyposulfit af en saadan Styrke, at 1 Ccm. svarede til 1 Mgm.
Kvealstof) udfertes ganske paa den af Kjeldahl! angivne Maade.

Grundforsegene. — For at undersege en enkelt Faktors
Indflydelse paa Proteolysen maa jo alle andre Faktorer end netop
denne vere konstante. Jeg har derfor, efter en Del orienterende
Forsog, valgt en Grundtype for min Forsegsanstilling, som jeg tid-
ligere lejlighedsvis har berert, men nu skal definere narmere. Ved
et saadant Valg gjelder det om at finde de saa vidt mulig gun-
stigste Betingelser for Enzymvirkningen, paa samme Tid som man
let og praktisk skaffer sig et Maal for denne og kan udfere saa
mange Forseg som muligt i den Tid, indenfor hvilken en variabel
Storrelse, som f. Ex. selve Fermentevnen i Maltudtreekket, holder
sig nogenlunde konstant. Med Undtagelse af den ene Faktor, som
jeg med Hensigt har ladet variere eller har ombyttet med en helt
anden, har Forsegsanstillingen da veeret folgende:

Der anvendtes lige Rumfang (10 Cem.) af et Maltudtraeek med
¢. 18—20 Mgm. Kvelstof, friskt tilberedt af 3 Dele knust Gren-
malt + 4 Dele Vand, og af en Hvedeproteinoplesning paa 2°/ (med
¢. 30 Mgm. Kvelstot) i 0,4 procentholdig Melkesyre. Herved blev
Koncentrationen af Hvedeprotein i Blandingen 1 %/, som tilligemed
selve Maltudtraekkets Aggehvidestoffer i de 20 Cem. Forsegsvaske
gav et Kvelstofindhold paa ialt c. 50 Mgm. Syregraden blev 0,2 %/,
Melkesyre foruden de sure Fosfater, der findes i Maltudtraekket.
Forsegsvesken anbragtes i 100 eller 50 Cem.s Maalekolber, der
stilledes i Vandbad (smaa Meskekar) ved henholdsvis 47°—48°
eller 50°—51° eftersom der senmere anvendtes Garvesyre eller
Stannochlorid til Faldningen. Anvendtes begge Feldningsmidler,
var Temperaturen i Reglen 50° Forsogstiden var 2, i flere For-
sogsraekker dog 3, Timer. Forsogene afbredes ved Tils@tning af
Feldningsmidlerne; naar det var Garvesyre dog ferst efter Afkeling
under Vandhanen. Der anvendtes 10 Cem. 5 procentholdig Garvesyre-
oplesning (+ en Smule Natriumacetat) eller 20 Cem. Stannochlorid-

1 Se Kjeldahl: Meddglelser fra Carlsb. Labor. II, 823 (1888).




oplosning (efter Tilsatning af 10 Cem. 10 procentholdig Calcium-
chloridoplosning). Der fortyndedes saa senere op til Merket med
destilleret Vand, og Kolberne henstode, hvis der var famldet med
Stannochlorid, forsynede med Prop, til Dagen efter eller lengere,
hvorefter der filtreredes, inddampedes, dekomponeredes, destille-
redes og titreredes paa den ovenfor angivne Maade. — Selvfolgelig
gjordes der altid Kontrolbestemmelser i Forsegsvaesken ved umiddel-
bare Faldninger, for de proteolytiske Enzymer havde faaet Lejlig-
hed til at virke (hvad jeg, med Kjeldahl, har kaldet for »pas-
sive« Prover i Modsatning til de »aktive« Forseg). Der gjordes
nesten altid Dobbeltforseg og Parallelbestemmelser, hvoraf der
toges Middeltal, naar ikke den ene af s@rlige Grunde (Uheld
under Manipulationerne) maatte kasseres.

Hvor Forsegsanstillingen i Hovedtreekkene har vearet en helt
anden end den her namvnte, f. Ex. ved Diffusionsforsegene eller
Undersegelserne over bestemte Egenskaber hos Enzymerne, vil dette
blive yderligere beskrevet paa det paagjeldende Sted.

I11.
ALMINDELIGE LOVE FOR PROTEOLYSEN.

Efterat en Rekke orienterende Forseg havde overbevist mig
om, at et vandigt Udtreek af Grenmalt virkelig havde proteolytiske
Egenskaber og var i Stand til at omdanne ogsaa fremmede Agge-
hvidestoffer, in casu det foromtalte Hvedeprotein, saaledes at dette
under passende Forsegsbetingelser efter en vis Tids Indvirkning
helt eller delvis unddrog sig Feldning med visse Stoffer, gik jeg
over til at undersege, hvorledes Variationer i Forsogsanstillingen
influerede paa denne Omdannelse. For at faa sammenlignelige
Resultater var det nedvendigt at arbejde saaledes, at saa vidt
muligt kun den enkelte Faktor, hvis Indflydelse skulde maales,
varierede i samme Forsegsrekke.

De Faktorer, der saaledes undersegtes, vare dels dem, der som
Temperaturen, Enzymmengden, Tiden o. 1. i Almindelighed have
Indflydelse paa Enzymvirkninger, dels saadanne, om hvilke man
paa Forhaand ikke kunde vide, om de influerede i den ene eller
den anden Retning, som Tilstedeverelsen af fremmede Stoffer i
det omgivende Medium. Resultaterne sogtes udtrykt kvantitativt
ved Tal, der angive, hvor stor en Mwngde Kvelstof der under
Forsegene har unddraget sig Faeldning med de paagjzldende Fald-
ningsmidler, og, hvor det var muligt, tillige ved Kurvesystemer med

Fr. Weis: Proteol, Enzymer, 3
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den varierende Faktor afsat som Abcisser, det omdannede Kvel-
stof (i Milligram) som Ordinater.

Idet jeg hertil som Forsegsobjekter altid har anvendt Malt-
udtrak, der vare tilberedte paa samme Maade, og et bestemt Algge-
hvidestof i en bestemt Oplesning og Koncentration (se pag. 32),
kunne de Love, jeg har fundet for Proteolysens Forleb under ellers
vexlende ydre Forhold, i og for sig kun siges at gjelde for dette
bestemte Maltudtraek og dette enkelte Aggehvidestof. Jeg paastaar
da heller intet andet, og indremmer, at en anden Forsegsanstilling
muligvis vil give andre Resultater. Dog mener jeg, der er en vis
Sandsynlighed for, at Proteolysen ogsaa under andre Forhold, naar
den foregaar udenfor den levende Celle, i Hovedsagen vil folge
de fundne Love, og at disse ville give Finperpeg om eller Bidrag
til Forstaaelsen af, hvorledes den foregaar inde i Cellen, hvor
den jo reguleres ved det indviklede Sammenspil med saa mange
andre Livsfunktioner, at det her vil vere overmaade vanskeligt,
om ikke helt umuligt, at skematisere dens Afhengighed af en
enkelt »ydre« Faktor.

Forst efterhaanden, som mit Arbejde skred frem, og navnlig
ved den sidste samlende Bearbejdelse af mit Forsegsmateriale blev
det klart for mig, hvor sammensat en Proces den her behandlede
proteolytiske Omdannelse af Hvedeproteinet i Virkeligheden er. Da
den ikke er ledsaget af nogen kjendelig Luftudvikling eller Dannelsen
af uopleselige eller lugtende Stoffer, giver den sig ikke umiddelbart
til Kjende for vore Sanser som f. Ex. flere af de Gjeeringspro-
cesser, der fremkaldes af Bakterier og Gjersvampe (Forraadnelse
eller den alkoholiske Gjering). Og dog staar den hverken med
Hensyn til Intensitet eller gjennemgribende og dybtgaaende Spalt-
ning af komplicerede Molekuler tilbage for disse Gjeeringer, idet
ggehvidestoffet meget hurtigt omdannes saa godt som fuldstaendigt
til Albumoser (og Peptoner) for derefter at nedbrydes videre til
krystallinske, ikke-proteinagtige Forbindelser, ja delvis lige ned
det uorganiske Ammoniakmolekule®.

1 Da man ikke lm@ngere kan opretholde nogen rationel Adskillelse
mellem de Gjeringer, der kun synes at komme i Stand ved Mikro-
organismers direkte Indvirkning paa Gjeringsmaterialet, og dem, der
ogsaa kunne foregaa udenfor den levende Celle ved Hjwlp af Enzymer.
kan man med lige saa stor Ret kalde denne Proteolyse for en Gj-
ring som Sukkermolekulets Spaltning til Alkohol og Kulsyre ved
[l,i.'i\lp af Gjersvampe eller Zymase. Muligvis ere alle Gjeerings-
processer Enzymvirkninger, der ikke just behove at udgaa fra Mi-
krober. Se forovrigt: Johs. Schmidt og Fr. Weis: Bakterierne
p. 184—86, Kbhvn. 1899—1901.
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Det fremgik tillige af mine Forseg, at de forskjellige Faser i
denne Nedbrydning ikke i lige Grad ere afhangige af ydre Fak-
torer, men tildels folge hver sine Love, og da det, som jeg mener,
er lykkedes mig nogenlunde skarpt at adskille i det mindste to af
disse Faser, dem, der afdekkes henholdsvis ved Stannochlorid- og
ved Garvesyrefeldningen, og tilnaermelsesvis at faa den ene af dem
til at foregaa nafhangigt af den anden, mener jeg herved og ved andre
Indicier at have paavist i det mindste to forskellige Enzymer som
Aarsager til den her omhandlede Proteolyse i sin Helhed.

Da dette Synspunkt har veret det ledende for mig i den fol-
gende Fremstilling af de enkelte Resultater, foregriber jeg derfor
allerede her, hvad der forst vil fremgaa af disse, og forudskikker
disse Bemzrkninger, dels for at orientere Leeseren, dels for at for-
klare de Udtryk og Benavnelser, som jeg for Kortheds Skyld af
og til har brugt, for jeg egentlic har begrundet dem.

Af de to Enzymer, som jeg saaledes antager ere tilstede i det
spirende Byg og et af dette fremstillet vandigt Udtrek, benytter
jeg for det ene, det, der besorger de forste Faser i Proteolysen
(Nedbrydningen til Albumoser og Peptoner), den gamle Benavnelse
Peptase, og kalder det andet, som forer Nedbrydningen ud over
Peptonstadiet, for Tryptase, efter disse Enzymers Lighed med
de tilsvarende dyriske Enzymer, Pepsin og Trypsinl. I samme Be-
tydning taler jeg da ogsaa om den peptiske og den tryptiske Fase
eller Virksomhed, der igjen vil falde sammen med de Tal og Kurver,
der ere fundne ved henholdsvis Stannochlorid- og Garvesyrefsld-
ningen.

1. Afhengighed af Temperaturen.

Karakteristisk for Enzymprocesserne i Modsetning til andre
lignende, f. Eks. Hydrolysen af Kulhydrater under Indvirkning af
fortyndede Syrer, er bl. a. deres Forhold til Temperaturen. Visse
Enzymer kunne fremkalde den samme Hydrolyse af et bestemt Stof

1 Forovrigt mener jeg, at man burde anvende Betegnelserne »Peptase
og »Tryptase« som Kollektivnavne for alle proteolytiske Enzymer
af henholdsvis peptisk og tryptisk Natur, idet man da godt kunde
beholde Navnene »Pepsin« og »Trypsin« som specifike for de ani-
malske Enzymer, der nu en Gang have faaet Borgerret paa dem.—

Naar jeg i min Oversigt over Gjeringer i Schmidt og Weis:

»Bakterierne«, p. 195. Kbh. 1899—1901, vel indforte Benavnelsen

»Peptase«, men endnu ikke »Tryptase«, var det, fordi jeg under

den almindelige Nomenklaturforvirring, der i @jeblikket hersker i

Enzymologien, nedig vilde foroge denne ved Indforelse af helt nye

Navne i et Arbejde af leerebogsagtig Karakter.
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som Syrerne, men medens disse virke des kraftigere, jo hejere
Temperaturen er, saa hore Enzymvirkningerne fuldstendig op,
naar der er naaet et Temperatur-Maximum, der i Reglen ligger
omkring 70° og aldrig ret meget over, medens de udover den
sterkeste Virkning ved en endnu lavere Temperatur, Optimum, i
Reglen beliggende mellem 40° og 60° Og naar et Enzym i op-
lost Tilstand en Gang har vearet opvarmet til Maximum en vis,
meget kort, Tid, kan det ikke ved Nedsattelse af Temperaturen
bringes til at virke paa ny; det er da en Gaung for alle bleven
destrueret eller »dreebte. Der er ogsaa en Minimumstemperatur,
der i Reglen ligger nogle faa Grader over 0 under hvilken En-
zymet heller ikke virker; men her destrueres det ikke, selv om det
uds@ttes for Udfrysning ved meget lave Temperaturer; det bliver
blot uvirksomt, indtil det atter opvarmes til over Minimum. Kn-
zymvirkningen eller Fermentevnen er saaledes (langsomt) stigende
med Temperaturen fra Minimum til Optimum og herfra (temmelig
brat) aftagende indtil Maximum, medens Syrevirkningen stiger nogen-
lunde proportionalt med Temperaturen til Oplesningens Kogepunkt.
Man vil derfor i saa Tilfelde af Temperaturkurvens Udseende kunne
slutte, om man har med en Enzymvirkning (Gjering) eller med en
ved andre Midler fremkaldt Proces at gjore’.

De egentlige Enzymprocesser vise i en Rwkke Forhold Over-
ensstemmelse med Cellefunktionerne, der altid forlebe efter lignende
Kurver. Og da Enzymerne jo altid have deres Oprindelse fra levende
Celler og synes at spille en overmaade vigtig Rolle i disses Vexel-
virkning med Omverdenen, er der for saa vidt intet paafaldende i
denne Overensstemmelse. Kun ber det noteres, at Kardinalpunk-
terne i Temperaturkurverne ligesom forskydes, naar Enzymet isoleres
fra Cellen. I hvert Fald kommer Optimums- og Maximumspunkterne
gjennemgaaende til at ligge hojere i dette Tilfeelde, idet Cellen som
oftest der, og dens forskjellige Enzymer dermed destrueres allerede
ved Temperaturer omkring 50°. Maaske skal dette forklares ved, at
der inde i Cellen i Virkeligheden er hejere Temperaturer, end vi

1 De af Bredig. Miiller von Berneck, Ikeda, Reinders m. fl.
undersogte katalytiske Virkninger af kolloidale Metaller (Soler), der
ellers i flere Tilfrelde synes at folge lignende Love som Enzymerne
(ved Indvirkning af Alkali, Gifte osv.) — hvad der dog efter min
Mening aldeles ikke berettiger til at sammenligne dem med disse —
afvige ogsaa i deres Forhold til Temperaturen fra Enzymvirkninger.
Se Georg Bredig: Anorganische Fermente, p. 65, Leipzig 1901,
og C. Ernst: Katalyse des Knallgases durch Kkolloidales Platin,
Zeitschr. f, physikal. Chemie XXXVII, 477 (1901).
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sedvanligt antage, eller at den til Processens Udferelse nedven-
dige Energi skaffes til Veje i andre Former end netop Varme.
Uden ellers at komme nzrmere ind paa ‘dette Spergsmaal, skal
jeg kun gjere opmerksom paa, at den her omhandlede Proteolyse
jo netop har sit Optimum ved en Temperatur (omkring 50°), som
vilde vere drabende for den spirende Bygkimplante, og at man
altsaa ikke direkte kan overfore de her vundne Resultater paa
Omsetningen indenfor de Celler, hvoraf Enzymerne fremstilles.

Alligevel har det sin store Betydning neje at kjende Tempera-
turens Indflydelse paa Proteolysen i dens forskjellige Faser, dels
for at kunne karakterisere de paagjzldende Enzymer, der foraar-
sage den, og muligvis identificere dem med andre, dels, fordi det
ved Undersegelsen af de andre Faktorers Indflydelse er vigtigt at
vide, ved hvilken Temperatur man kan vente sig de sterkeste Ud-
slag, idet man her altid helst maa arbejde ved Optimumstempera-
turen. Bestemmelsen af Temperaturkurverne var da ogsaa en af
de forste Opgaver, jeg sogte at lose, forst ved Hjzlp af Garvesyre-
feeldningen, senere ved Stannochloridfsldningen, saa snart jeg havde
leert dette Feeldningsmiddels Betydning for mine Undersogelser at
kjende.

Kjeldahl havde i de foran (p. 6—7) anferte Forseg fundet
Optimum for den proteolytiske Virkning, der afdekkes ved Fald-
ning med Cupridsulfat, beliggende mellem 50%/° og 55°% men ved
mine forste orienterende Forsog med Garvesyrefamldningen syntes det
at ligge mellem 45° og 50°. Da jeg dog senere ved Feldning med
Stannochlorid fik de storste Virkninger nsermere ved de af Kjel-
dahl angivne Punkter, blev det (i Erkjendelsen af det anvendte
Feldningsmiddels mulige Indfiydelse paa de vundne Resu]tater)
nodvendigt i serlige Forseg at undersege Virkningen ved alle hele
Temperaturer mellem 45° og 55° med begge Feldningsmidler.

Den Gruppe af Forsog, i hvilken der anvendtes Garvesyre
som Faldningsmiddel, bleve anstillede i Januar 1899, Der benyt-
tedes her et Maltudtraek, fremstillet af 1 Del knust Grenmalt paa
2 Dele destilleret Vand, hvis Indhold af Total-Kvelstof dog ikke
blev direkte bestemt; efter den p. 28 anfarte Tabel kan den dog
sikkert anslaaes til c. 13,00 Mgm. Kveelstof i 10 Cem., da der
heri fandtes 6,66 Mgm., som ikke fmldedes af Garvesyre. Af dette
Udtraek virkede 10 Cem. paa 10 Cem. af en 2 Procents Hvedepro-
teinoplesning i 0,4 procentholdig Malkesyre i 2 Timer. Da det var
af Betydning til alle Forsegene at anvende det samme Udtrak, og
Jeg ikke raadede over et tilstreekkeligt Antal Thermostater til, at
alle Forseg kunde anstilles samtidig, maatte jeg dele dem i fire




over.

Ved Temperaturer

-

paa 0° i Isvand.
5% i Isskab.

Reakker, hvoraf de to forste anstilledes paa samme Dag med c.
1 Times Mellemrum, den tredje Dagen efter og den fjerde, paa
Grund af en mellemliggende Sendag, forst Tredjedagen efter. I
Mellemtiden stod da Maltudtreekket nedpakket i Is i et Isskab
ved 09 og for yderligere Konservering var der. tilsat Thymol, hvis
sveekkende Indflydelse paa Fermentevnen jeg endnu ikke var klar
Tallene for de to sidste Forsegsrakker falde derfor for-
holdsvis lavere end for de to forste, men alle Kurvene gaa dog i
Hovedtraekkene i samme Retning. — Forsegsvaesken var indesluttet
i 100 Cem.s Maalekolber, der i de 2 Timer henstode paa forskjel-
lige Steder:

— 10° i et Kolerum i Kealderen.
20° (Stuetemperatur) i Laboratoriet.

25° i en Thermostat.

30°—70°1i Vandbade med Thermoregulatorer.

I. Reekke, *"/1 1899, Kl. 11,30—1,30.
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Forsogene afbredes ved Tilsetning af 10 Cem. 5 Procents
Garvesyreoplesning, efter at Kolberne fra de hejere Forsogstem-
peraturer forst vare afkelede under Vandhanen.

Til Bedommelsen af, hvilken Grad af Nejagtighed der kan til-
legges mine Tal, meddeler jeg i hosfejede Tabeller over mine
Resultater om Temperaturens Indflydelse alle Tallene fra mine For-
sogsjournaler, o: foruden de fundne Kvealstofmeengder tillige de
nermere Data ved Titreringerne, hvoraf Kvealstofmengderne ere
udregnede!. Da der til Bestemmelserne altid kun er benyttet den
halve Mzngde af Filtratet fra Garvesyre- og Stannochloridbundfaldet,
er det for Kvalstofmengden fundne Tal multipliceret med 2, hvorved
Titreringsfejlene blive fordoblede.

Naar disse Tal sammenstilles, og navnlig naar de udtrykkes
grafisk i et Kurvesystem (se Tavle I, nederste Kurver), finder man
Optimum beliggende ved 47°—48°, Minimum over 5° og Maximum
ved c¢. 70°.

Den anden Gruppe af Forseg, i hvilken der anvendtes
Stannochlorid som Faldningsmiddel, blev anstillet i Slutningen
af April 1901. Der benyttedes da et Maltudtrzk, der oprindelig var
fremstillet af 1000 Gm. knust Gronmalt og 1333 Gm. Vand (3:4),
som gav 810 Cem. Filtrat. Men for at disse Forseg kunde sam-
menlignes med de foregaaende, fortyndedes dette Udtraek saa meget,
at det omtrent kom til at svare til 1 Del Malt paa 2 Dele Vand.
Det indeholdt da i 10 Cem. 12,62 Mgm. Total-Kvelstof, hvoraf
6,20 Mgm. unddrog sig Faldning med Garvesyre (Jvf. det p. 37
anvendte). Forevrigt var Forsegsanstillingen ganske som i den
ferste Gruppe med Undtagelse af, at Forsegstiden kun var 1 Time.
Tidligere Forseg havde belert mig om, at efter c. 2 Timers For-
lob kunde saa godt som den hele Meangde Kvelstof i en 1 Pro-
cents Proteinoplesning vere saaledes omdannet, at den unddrog sig
Faldningen med Stannochlorid, og da der selvfolgelig ikke kunde
vindes brugelige Resultater, hvis Reaktionen indenfor den anvendte
Forsagstid fortes helt eller omtrent til Ende, hvorved ogsaa den
steerke Ophobning af Gjaringsprodukterne kunde virke forstyrrende
paa Processen, valgte jeg at satte Forsegstiden til 1 Time. Naar
herved Forholdet mellem den af de fundne Tal konstruerede Kurve
og Kurven for Garvesyrefeldningen forrykkes noget i vertikal Ret-
ning, kompenseres dette paa den anden Side tildels derved, at der
her ikke anvendtes Thymol, men et ganske friskt Maltudtreek med
usviekket Fermentevne. Den korte Forsegstid bragte den Fordel,

1 Senere vil jeg da kun anfore de paa denne Maade fundne Tal for

Kyaelstofmangden.




I. Rekke

|

II Reekke

"l

I+II + III.

i III REE]\\E
K1 1240 (12,51)-140(151) | KL.240(2,48)- 840(3.48) \m 4,064, 10) 06(5,10) | Reekke
: AT E i 55 i \ 3
{ For- | Spn N i | For- | S i 3[«01 (R o | N i \Omd
Temp. isﬂg ‘ Titer }Filt‘r. | sog | Titer | Filtr. ‘ s0g i Titer ‘ l‘]ln ‘llemb |““1 ‘ N
=Skl O e WIS eI = i X —
i Nr. Cem. | Mgm. || Nr. | Cem. i Mgm, } Nr. ‘[ Cem. ‘ Mgm. ‘ | Mgm. | Mgm.
10 Cem. | Kon- 19,60\4 0 o ; ‘ | ‘ ;
cnc.ug§o4‘ wl (196001960 » | o i a1 el
i \}ﬁ;ﬁ}; ;31’13(%4‘11‘)2”‘ k, S T P IR N (O T
4° (1825 — ‘ 1 ‘ [ e
— 18261246 ‘12,4()‘14,%\ : TR \‘\ ; \ foterhpi 1 40 ‘14,28\\ 2,36
200 [1827/12.98) 0 4 i | A . o 01482 2,90
= ,1b2?12 1(”121}1482 » » ’ J | 20 %14\8_4 :
" 11850 920,015 20,90 - o U + | - | #° |2000) 898
40° (1831 770\, ‘ | L T il g
: 65 2390 ) A R x o fom) 400 28, 90| 11,98
— 1832 T.60f" ‘ ‘ hediins \
4250 » | /‘ o ABASL 8BEYEa d B el S0 b ik e 50
el e ,, + 1844 69459 25'40‘\ ,’ 142 4 ‘2"40\ 1859
= 1234 233}4 16 '26 88| - ; s ‘ » » . N 88\14,96
460 | » ; o | 1845] 599\ o | i . sl :
s " \ . | 1846 GOt)J bi90% | A28 k) ‘ 16° 2198 1536
47° | » ’ v ‘\ f \ riied ggg}mi 98, 12‘ 470 198,12/16,20
= [ » " i flen, » . , ¢
AR A R ’},g}'m 29 12\ : T \ 489 ‘29,12 1720
st | 151 ) v | 1848
0 ) " » » " 59 -
Gyl : A & ' Hg;g: Piojao 192980 49° |20,80 17,88
o {gf)(}‘ 4(014 60 (30,00 \ T » v | 50 i:;u,ooi 18,08
510 | % et gt T 118{»1 4,48 130,14/ 18
i /2] : 0 e o | 1862 4p8yto 30,14}‘ 51° | 30,14/ 18,22
K20 » » » | |
kil el ol j§§:4 7208 » |+ | » | 62 ‘29,78& 17,86
530 | : ‘ - vl 3 ‘ 5 ‘15(,3 )()J\r \‘) : 530 o 798
e 5 : ”15"3011 ST ‘18()1 989,00 930‘ ‘29,20‘1 2
i » ) ) | D,02 o |¢ 3 ¢ ol 4
O g 1 \ y ‘ 185 )..“ :—)‘{;215,21 \.)_8,()‘_) “ » ‘ » » ‘ D40 | 28,()6 1‘),74
Bho 185 J‘)D]- ¢ | I | ! RO | 97 Qo 3
: 5,64 (27,92 » , TH TR » | » | B5° 27,92 16,00
—  [1838| 5,62 w "
57,5° ':1 J . | 1853/ 7 7.80\; 76 ;93(3&: : ' | . 5750 93,68 11,76
el | » ‘1834 P S s [ ’
60° ?\‘3(] 8, T I ‘ ‘ | \ \ ; ‘ 00 | 9 5% )
8.69 )1 82l » | » Lo » ) 60° | 21,82 9,90
e B | oy i i e b
i 1'%42 h1 16 ’11 31(1‘),0_4)‘ " ‘ " ‘ » \ » " Ky 6o 14),52‘ 4,60
‘ | | 1 1
70° » W » i 1855/13,44\ 9 64 | | | 70° | 12,64/ 0,72
'y i | 61312 13,28/ 12,64 | » \ » e | 12,6 ,
R el R » \‘1?0)‘1 -, o | 1865 ‘1330‘ 1200“ 75° 12,60/ 0,68
e i 5 o ] o» ' . |1866/13,30f L

Total-Kvalstof i 10 Cem.

Total- l\\d,ls(of i Zf) (,(m mll ......

Maltudtraek
Prote nmplusmwr ..........

43,12

12,52 Mgm.
30,60




at alle Forsegene kunde fuldfores paa samme Dag. De deltes i
3 Raekker, hver med /2 & 1 Times Mellemrum, og fuldfertes saa-
ledes alle i Lobet af 41/ Time, i hvilken Tid Fermentevnen kun
kan have forandret sig ubetydeligt. Proteinoplosningen opvarmedes
i Forvejen i Kolben til den paagwldende Temperatur, idet den
anbragtes paa Vandbadet nogen Tid, for Maltudtreekket sattes til.
Dette havde derimod ved Forsegets Begyndelse Stuetemperatur.
Der bliver her en lille Fejlkilde, som ved de hejere Temperaturer
maaske kan spille en lille Rolle, ved under og omkring Optimum
at nedsmtte Virkningen, over Optimum at forege den (deraf kan
saaledes det lille positive Udslag ved 70° forklares). — Forsegene
afbredes ved (uden forudgaaende Afkeling) at smtte 5 Cem. 10
procentholdig Calciumchloridoplesning og 20 Cem. frisk tilberedt
Stannochloridoplesning til Forsegsvesken, og da der anvendtes
50 Cem.s Maalekolber, behovedes der kun en ganske ringe For-
tynding med Vand for at fylde op til Mearket.

Resultaterne af Forsegene vil ses af omstaaende Tabel, der lige-
som den foregaaende giver alle Tallene fra min Forsagsjournal.
Tegner man nu en Kurve af de fundne Tal og stiller den sammen
med Kurven for Garvesyrefeldningen, med hvilken den vel ikke paa
alle Punkter er fuldt ud kommensurabel, ville flere Forhold let falde
i Ojnene (se Tavle I).

Forst, at den Virksomhed, der afdekkes ved Garvesyre-
feeldningen, kvantitativt er langt mindre omfattende end den,
som Stannochloridfzeldningen oplyser om. Dernest har Garvesyre-
kurven ikke noget udpraeget Optimalpunkt. Stigningen fra 35° til
479—48° er ikke serlig steerk, og der synes snarest at vere en
Optimalzone mellem 45° og 50°. Herfra er Faldet mod Maximum,
70°, ogsaa meget jevnt, men ved denne Temperatur er Virkningen
fuldsteendig ophert. Det bor dog bemerkes, at Virkningen ved 60° er
betydeligt lavere end ved 35°, medens Forholdet ved Stannochlorid-
feeldningen viser i modsat Retning (lidt hojere ved 60° end ved 35°).
Forst over 5° kan der iagttages nogen Virkning, men ved 15° er
den endnu kun ganske svag, knapt '/e Mgm. omdannet Kvalstof.

Stannochloridkurven har derimod et udpreget Optimal-
punkt ved 51° med stejl Stigning for og endnu stejlere Fald efter
dette Punkt. Ved 35° og 60° er Virkningen omtrent den samme
men dog kun c. Halvdelen af, hvad den, er ved 51° Ved 70° og
75° sker der intet; her er Enzymet destrueret. De smaa positive
Udslag paa henholdsvis 0,72 og 0,68 Mgm. omdannet Kvelstot kunne,
som tidligere naevnt, forklares ved, at Maltudtreekket, da det ved
Forsogets Begyndelse sattes til den varme Proteinoplesning, havde
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Stuetemperatur og derfor forst efter nogle Minutters Forlob er
naaet op til de 70° og 75° et @jeblik har Blandingen da vel
endog veeret paa Optimumstemperaturen, og Enzymet har faaet
Lejlighed til at virke. Merkeligt er Forholdet ved de lave Tempera-
turer, og navnlig, at der allerede ved 4° er saa stor en Virkning.
Jeg vilde have troet, at her forelaa en grov Forsagsfejl, hvis ikke
flere andre Forsegsrekker havde givet ganske tilsvarende Resul-
tater!. Men naar der i denne Forsegsgruppe er saa ringe For-
skjel paa Virkningerne ved 4° og ved 20°, saa har en Forsegsfejl
ganske vist nogen Skyld heri, og Tallet for 4° er noget for hajt.
Jeg havde nemlig ikke for Blandingen af Maltudtrek og Protein-
oplesning nedsvalet disse hver for sig men blandet dem ved Stue-
temperatur og derefter hensat Kolberne i Isskabet, og her, hvor
storste Delen af Forsegskolbens Overflade kun var i Berering med
Luften, ikke nedsenket i en kold Veske, er Afkolingen ikke: fore-
gaaet saa hurtigt og er maaske ferst henimod Slutningen af den
korte Forsegstid naaet ned til 4°2.

1 Jeg skal saaledes navne 2 Forsogsreekker, i hvilke der i 2 Timer
omdannedes henholdsvis ved 4° 5,34 Mgm., ved 20° 13,06 Mgm. og
ved 49 6,18 Mgm., ved 20° 13,52 Mgm. Her ere Udslagene ved den
leengere Forsegstid saa store og tillige saa indbyrdes overenssteni-
mende, at de ikke ere til at tage fejl af.

Naar Udslagene ved den lengere Forsogstid (3 Timer) ere saa meget
storre end-i de kortvarige Forsog, viser dette, at Processen fort-
swttes, efter at Afkelingen har fundet Sted. —- Det maa dog her
erindres, hvad jeg allerede p. 30 har gjort opmeerksom paa, at
naar man feelder et Maltudtreek og en Proteinoplosning hver for sig
med Stannochlorid, fweldes der tilsammen mere end i en Blanding af
de to, selv om Feldningen sker umiddelbart efter Blandingen. Dette
tyder maaske paa, at Peptasen virker meget hurtigt, ja, saa at sige
momentant giver kjendelige Udslag, og af de ovenanforte Forsog
fremgaar altsaa, at den ogsaa virker ret kraftigt ved forholdsvis
lave Temperaturer. Disse Forhold bekraftedes af senere Forsogs-
raekker, fra hvilke jeg her skal anfore nogle Tal. I nogle Forsog,
der anstilledes ved Optimumstemperaturen, 519, var der

efter 15 Minuter omdannet 12,86 Mgm. N.

Bece 20T — 18,22 —
N 2 — 22,98 —_
— 1 Time — 25,10 —
— 2 Timer — 28,34 —
— 3 — — 28,74
—_ 4 — = 28,70 —

I andre Forsog, der anstilledes ved 200 var der
efter 1/3 Time omdannet 2,08 Mgm. N.

— 1 — — 5,44 —

2 — — 8.32 -
— 4 — — 15,88 -
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Hvilke Processer de paa Tavle I optegnede Kurver ere Udtryk
for, vil jeg senere komme til at drefte nermere under Omtalen af
de Resultater, jeg har naaet ved samtidig at bruge en Raekke andre
Feldningsmidler som Mercuridchlorid, Zinksulfat, Uranacetat og Fos-
for-Wolframsyre samt ved at gjore Ammoniakbestemmelser ved De-
stillation med Magnesia. Her skal kun erindres om, at Stannochlorid
maa antages blot at felde egentlige, uomdannede Aggehvidestoffer,
medens Garvesyre tillige feelder Albumoser og Peptoner.

Det vilde naturligvis have sin store Interesse tillige at be-
stemme Temperaturkurverne for de andre ovennavnte Feldnings-
midier. Noget saadant har jeg ogsaa forsegt, idet jeg har anstillet
flere Rekker Forseg ved forskjellige Temperaturer, ved 49, 199,
200, 381° 47° og 60° Disse Forseg bleve imidlertid anstillede;
for jeg anede noget om, at jeg ogsaa havde med en saa hurtigt
forlebende og intensiv Omdannelsesproces at gjore, som den, For-
segene med Stannochlorid senere gave mig Oplysning om?, eller at
der var forskjellige Temperaturoptima for de forskjellige Stadier i
Processen. For at faa tydeligere Udslag havde jeg derfor altid
udstrakt Forsegstiden til 3 Timer, og ved at gaa ud fra, at 47°
var det felles Optimum, var jeg kommen betydeligt ned under det
gunstigste Punkt for i alt Fald en af Funktionerne® Herved er
aabenbart Forholdet mellem de forskjellige Fealdningskurver for-
skudt saaledes, at de, som Temperaturkurver betragtede, have mistet
en stor Del af deres Verdi, hvorfor disse Forseg have storre In-
teresse i en anden Sammenheeng (se Afsnit IV, 4). —

Der staar nu kun tilbage at sammenligne mine Resultater
med, hvad andre Forskere mene at have fundet om Tempera-

Her i den sidste Forsogsraekke ligger Tallet for !/2 Time muligvis
noget for lavt paa Grund af en Forsegsfejl, men da disse Tal ere
vundne ved en Multiplikation med 4 (fordi der undtagelsesvis kun
anvendtes D Cem. Maltudtreek + 5 Cem. Proteinoplosning), er Fejlen
ogsaa bleven firdoblet.,  Alt i alt ses det dog, at man ved de hojere
Temperaturer maa regne med en nwmsten gjeblikkelig Virkning, og at
Peptasen virker ret kraftigt i den paagjwldende Retning allerede
ved 4%, Det vilde véere interessant at erfare, om den ogsaa virker
ved 09 eller derunder, men herover har jeg hidtil ingen Forsog an-
stillet. — .

1 Angivelserne i Litteraturen ere saa godt som alle Resultater af meget
langvarige Forsog (fra Dage til Maaneder), saavel for vegetabilske
som for animalske proteolytiske Enzymer,

Jeg erindrer her om, at paa den paa Tavle 1 tegnede Stannochloridkurve
er Udslaget ved 479 2 Mgm. lavere end ved 519 skjont den gjelder
for et Maltudtraek, der var betydeligt svagere end det, som anvendtes
for en Forsogstid paa kun 1 Time.

[}

1 disse Forsog, og
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turens Indflydelse. Windisch & Schellhorn! have anstillet nogle
»Selvfordejelses«forsog mest med Udtrzk af fint malet lyst Kolle-
malt, men ogsaa af knust Grenmalt (i hvilken Kimbladene havde
naaet en Lengde af ?/3—?/4 af Kornlengden), der digereredes med
forskjellige Meengder Vand i 11/+—3 Timer. Forsegene bleve an-
stillede ved 5%—T7°, 119—159, 220240 370 490 500 og 52°
(dog aldrig ved mere end 5 forskjellige Temperaturer i samme
Forsegsraekke), og de varede i fra 20 til 24 Timer, idet der var
tilsat Chloroform som Antiseptikum. Processen forfulgtes ved at
bestemme: 1) Koagulabelt Albumin, ved Kogning i 2 Minuter,
2) Albumoser, ved Udsaltning med Zinksulfat i Filtratet fra
Albuminerne, 3) »saakaldte Peptoner«? ved Faldning med
Fosfor-Wolframsyre i Filtratet fra Zinksulfatfzldningen og 4) saa-
kaldet Amidkveaelstof, ved at koge Filtratet fra Albuminerne i
1 Time med Saltsyre® og derefter afdestillere Ammoniakken. At
de to sidste Operationer maatte give hejst svaevende Resultater, er
umiddelbart indlysende. — De af Forfatterne anforte Tabeller vise
tydeligt nok en Aftagen saavel af Albuminstoffer som af Albumoser
(merk den lange Forsegstid!) med Stigning af Temperaturen indtil
en vis Grense, hvilket de ogsaa slutte af deres Forsag, skjont
deres Bestemmelser ikke ere synderlig nojagtige og sikkert behzftede
med store Forsegsfejl, der undertiden fremkalde ejendommelige
Variationer indenfor de Temperaturer, hvor man skulde vente en
jevn Stigning. Men dette er da ogsaa alt, hvad de ere berettigede
til at slutte; naar de tillige mene at have fundet »dass die Ab-
bauprodukte, besonders wenn man das Enzym bei niedriger Tem-
peratur wirken ldsst, sehr weitgehend sinde« og understrege dette
som Hovedresultatet af deres Forseg, saa vil enhver, der tager
deres Afhandling for sig, strax se, at netop det Forsog (Fors. 13),
hvorpaa de bygge denne Slutning, opfordrer til den storste Var-
somhed og tyder paa, at der her er meget grove Fejl i Bestem-
melserne for »Zunahme der Peptone« «. Noget sandt er der vel i
den anferte Seetning, som den lyder i al Almindelighed, men naar
de mene, at det swmrlig er ved 12° og deromkring (ved 5° faar
de dog det modsatte Udslag), at de »saakaldte Peptoner« ned-
brydes til lavere Spaltningsprodukter, saa er dette sikkert langt
ved Siden af det faktiske Forhold.

! Windisch & Schellhorn: Zeitschr. f. d. ges. Brauw. XVII, 409 ff,
(1900).

% Torfatternes Udtryk.

3 Styrken angives ikke.
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Fernbach & Hubert!, der ogsaa have anstillet Autodigestions-
forseg med et Kollemaltudtrek (som var gjort sterilt ved Filtre-
ring gjennem et Chamberlandsk Filter) og have naaet at faa 45 %o
af det oprindeligt koagulable Aggehvidestof gjort ukoagulabelt, sige
bl. a., at »under Brygningsprocessen foregaar Proteolysen ved 40°,
men Optimumstemperaturen ligger ner ved 60°, og Aktiviteten er
betydelig endnu ved 70°%« Disse Angivelser synes at afvige noget
fra mine Forsegsresultater, og jeg tvivler ogsaa om, at Optimum
skulde ligge saa hejt. Muligvis have de ikke tilstreekkelig mange
Forsegstemperaturer til nejere at bestemme dette Punkt, hvilket
ikke fremgaar af deres Meddelelse. Men naar de have fundet en
betydelig Aktivitet endnu ved 70° saa er det muligt, at Enzymet
i det kolletorrede Malt er noget mere modstandsdygtig overfor
hejere Temperaturer end det, der vindes af Grenmalt.

Endvidere sige Forfatterne, at de Produkter, der dannes, ere
forskjellige efter Temperaturen. Ved Anvendelse af Fosfor-Wolfram-
syre som Faldningsmiddel for at adskille Pepton-Kvelstof fra Amin-
Amid-Kvelstof fandt de »a 40° la totalité de l'azote appartient a
des composés amidés, ne précipitable au reactif mentionné; a 60°
I'azote amidé ne constitue plus que 50 %/ a 60 %o de I'azote solu-
bilisé, et a 70° a peine 40 %o«. Dette Resultat, at Senderdelingen
gaar dybest ved forholdsvis lave Temperaturer, hvad Windisch &
Schellhorn ogsaa mene at have fundet, stemmer i Hovedsagen med
mine Resultater, men man maa ogsaa her erindre, at de alle have
anvendt en lang Forsegstid, under hvilken de forst dannede Albu-
moser efterhaanden ere nedbrudte videre, idet den tryptiske Virk-
somhed (efter mine Forseg) jo foregaar omtrent lige saa kraftigt
ved 35° som ved 47° medens den kun er ganske svag ved GO°.
Albumosedannelsen er derimod ved Optimum efter ganske kort Tid
(2—3 Timer) naaet saa vidt, som den overhovedet kommer, og
foregaar ogsaa kraftigt endnu ved 60°.

Petit & Labourasse? have anstillet Maeskningsforseg med let
kelletorret (»faiblement touraillé«) Malt, som de digererede med
destilleret Vand i 2 Timer ved forskjellige Temperaturer.

De finde et Maximum, for hvad der gaar i Oplesning, ved
559 medens Albumose- og Amin-Amiddannelsen synes at veere
storst ved 40°—45°.

Af den Slags Forseg som de her sidst omtalte kan man ikke
direkte drage Slutninger om de proteolytiske Enzymers eller Pro-

1 Fernbach & Hubert: Compt. rendus CXXX, 1783—85, (25/s 1900).
2 Petit & Labourasse: Compt. rend. CXXXI, 349—41 (39/7 1900).
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teolysens forskjellige Fasers Afhangighed af Temperaturen. For-
sogsbetingelserne ere hertil altfor komplicerede. Her spille jo selve
Extraktionsbetingelserne med ind, Koaguleringen af Aggehvide-
stoffer, der allerede begynder ved forholdsvis lave Temperaturer,
virker forstyrrende, og Manglen paa Reagenser til at adskille de
forskjellige Omdannelsesprodukter bliver endnu mere folelig. Alle
de Tal, man faar, ere Forholdstal, og det er ikke muligt derat at
beregne de absolute Maal for Fermentevnen.

Jeg undlader derfor ogsaa at omtale de ret talrige Meesknings-
forseg ved forskjellige Temperaturer, jeg selv har udfert, idet jeg
derom henviser, dels til hvad jeg tidligere har offentliggjort?, dels
til en Afhandling, som senere vil fremkomme i »Carlsberg Labo-
ratoriets Meddelelser«, og hvori disse og en Rakke nye Forseg ville
blive bearbejdede for sig.

Naar derfor de Resultater, som de andre nmvnte Forskere ere
komne til, i visse Henseender synes at atvige fra mine, saa kan
der herpaa ikke legges nogen Veagt. I Virkeligheden ere Forsag
med Grenmaltudtrek, der virke paa et tilsat Aggehvidestof, in-
kommensurable med Autodigestionsforseg med Kollemaltsudtraek eller
Meskningsforseg med det kelletorrede Malt. Muligvis kunne Enzy-
merne efter en Gang at have vearet kelletorrede ogsaa senere
virke ved hejere Temperatur (Fernbach & Hubert), end naar
de udtrekkes direkte af de friske spirende Fro2%, men af de korte
Meddelelser, de franske Forskere have givet om deres Forsog, kan
man ikke kontrollere disse, og foruden de allerede paapegede For-
skjelligheder i deres og min Forsegsmetode, kan der have varet
andre, som have ovet en afgjerende Indflydelse paa Resultaterne.

Skulde jeg kort sammenfatte, hvad jeg — af mine egne For-
sog — ter slutte om, hvorledes den proteolytiske Fermentevne i et
Grenmaltudtraek?® (og her specielt Proteolysen af Hvedeprotein) er
afhwengig af Temperaturen, bliver det omtrent felgende:

1. Den forste Fase 1 Proteolysen (Nedbrydningen
til Albumoser) foregaar med ret kraftige Udslag alle-
rede ved forholdsvis lave Temperaturer (49, 20°) hurtigt

L Fr. Weis: Ueber das proteolytische und ein eiweisskoagulirendes
Enzym in keimender Gerste (Malz). Zeitschr. f. physiol. Chemie
XXXI, 79—97 (1900).

(5}

sogsjournal, ogsaa arbejdede med Kollemaltudtreek, fandt jo ogsaa
kjendelige Virkninger ved 70°.

Fermentevnen i Kollemaltudtraek synes at forholde sig noget ander-
ledes. i hvert Fald overfor hejere Temperaturer.

Kjeldahl (se p. 7), der, saa vidt det kan forstaaes af hans For- .

Eoess




s S S

48

og intensivt, og med et udpraeget Optimum ved 519,
hvor Virkningen er omtrent dobbelt saa kraftig som
ved 35% og 60°% Minimum ligger under 4° og Maximum
ved eller under 70°.

2. Den dyberegaaende Spaltning (Omdannelsen af
Albumoser til Produkter, der ikke faldes af Garve-
syre), foregaar betydeligt langsommere end Albumose-
dannelsen. Den har sit Optimum mellem 45° og 50°
(rimeligvis ved 47°0—48°%), men Kurven leber paa dette
Stykke omtrent parallelt med Abscisseaxen. Ved 35°
er Virkningen kun lidet svagere end ved 47°, men ved
60° er den langt svagere og fuldstendig ophert ved 70°.
Ved 5® er der efter 2 Timer ingen, ved 15° kun en gan-
ske svag Virkning at spore.

2. Afhsngighed af Fermentmeengden.

Fuldstendig exakte Undersogelser over denne Faktors Ind-
flydelse lade sig ikke anstille for noget Enzym, saalenge man ikke
har fremstillet det i ren Tilstand, endsige i saadanne Tilfelde,
hvor man ikke uden sterk Sveakkelse af Fermentevnen kan bringe
det i fast Form, men maa arbejde med Udtrek, der indeholde en
Mengde andre Ting; saa snart man her vil variere Ferment-
mengden, varierer jo samtidig en Mwngde andre Faktorer. I et
Tilfelde som det foreliggende, hvor Maltudtraekket indeholder be-
tydelige Mangder af dels upaavirkede, dels af de proteolytiske
Enzymer omdannede Aggehvidestoffer, vil jo bl. a. en Faktor som
den samlede Aggehvidestofkoncentration forandres samtidig med
Fermentmangden. Og selv om man, som det nedenfor skal vises,
er i Stand til tilnermelsesvis at eliminere denne Forstyrrelse, ville
andre Faktorer, som f. Ex. Forsegsveaeskens forskjellige Indhold af
Fosfater, der ogsaa tilsettes med Maltudtrekket, kunne virke
modificerende paa Proteolysens Forlob.

Af de nedenanforte Forseg over Fermentmengdens Indflydelse
paa Proteolysen ter der saaledes ikke uddrages serlig betydnings-
fulde teoretiske Slutninger — ogsaa af den Grund, at de lide af
Mangler, som ikke bunde i ovennavnte Forhold. Til en neje For-
staaclse af den paagj®ldende Proteolyse og Kendskabet til de
Enzymer, der fremkalde den, here dog ogsaa Undersegelser af
denne Art, og jeg anforer derfor de af mine Forseg, som have

taget Sigte herpaa.
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Kun i en enkelt Forsogsrekke har jeg anvendt Stannochlorid
men ellers Garvesyre som Fealdningsmiddel, hvorfor Resultaterne
ogsaa hovedsagelig angaa den tryptiske Fase af Proteolysen.

Forsegene, i hvilke der anvendtes Garvesyre, bleve udforte
paa felgende Maade. For at forskyde Forholdet mellem de swd-
vanlige 10 Cem. Proteinoplesning og 10 Cem. Maltudtrek op over
denne sidste Mangde uden dog at forandre Forsegsvaeskens Kon-
centration af Protein og Melkesyre, gik jeg ud fra steerkere Protein-
oplesninger end de smdvanlige (paa 2°0). Der blev da fremstillet
en Oplosning med 5o Protein i 1 procentholdig vandig Meelke-
syre. I I. Forsogsrakke anvendtes heraf 10 Cem. og med vex-
lende Mengder af Maltudtraek (0,555 10D AR 40 Cem.) og
Vand bragtes det samlede Rumfang altid op til 50 Cem., der da
indeholdt 1°o Protein og 0,29 Mwmlkesyre. I II. Rakke an-
vendtes paa Grund af serlige Omstendigheder (se nedenfor) en noget
svagere Proteinoplesning, men i denne og i III. Rekke gik jeg
ud fra 15 Cem. Proteinoplesning, og Rumfanget bragtes paa samme
Maade som ovenfor op til 75 Cem. For at kunne sammenligne
de heraf vundne Resultater med andre, ere Tallene i nedenstaaende
Tabeller reducerede til de sedvanlige 20 Cem. Forsogsveske med
1o Protein og 0,2 °0 Mwlkesyre (med Undtagelse af II. Reekke).
— Samtidig anstilledes nogle Selvdigestionsforseg med de samme
Maltudtreek, fortyndede med Vand til samme Rumfang og med
Tilseetning af en tilsvarende Mwmngde Memlkesyre. Ved at drage
de herved vundne Tal fra den samlede Mengde omdannet Kveel-
stof faas, hvormeget af dette der skyldes Omdannelse af Protein
alene. Da der endvidere i forskjellige Mengder Maltudtrek na-
turligvis altid paa det nermeste vil vere samme Forhold mellem
Totalkveelstofmaengden og Mengden af det Kvelstof, der unddrager
sig Feeldning, og da der i samme Forsogstid — hvad talrige andre
Autodigestionsforseg have overbevist mig om — altid forholdsvis
omdannes omtrent samme Mengde Kvelstof, vil man i de anforte
Tabeller ikke alene kunne beregne Omfanget af Autodigestionen
for alle anvendte Meengder Maltudtreek, men man vil ogsaa med
en vis Ret kunne anvende de samme Verdier i Forsegsrekker,
hvor ingen Autodigestionsforseg ere medtagne.

Forsogene anstilledes ved 47° og varede 2 Timer.

I. Rekke (Forss. 379—414). Maltudtraekket indeholdt i 10 Cem.
16,35 Mgm. Kvealstof, deraf 8,88 Mgm., som ikke feldedes af Gar-
vesyre. Den anvendte Proteinmengde (omregnet til 0,2 Gm., der
svarer til 10 Cem. af en Oplesning paa 2 °/o) indeholdt 30,42 Mgm. N.

Fr. Weis: Proteol. Enzymer. 4
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Totalkveelstoffet i Forsegsveesken varierede da med Maltudtrekkets
Mengde som angivet i Tabellens anden Kolonne.

I. Rekke.

o l"ilTll.'uiet Omdannet N.
30,42 Mgm. Protein-N. Il e | ‘

[1 . J o ‘mu 2| % ;u Malt-| af

I | Timer | ndtrek | Protein
B R et P L Mg:n.i}: MgE |5 ‘ Mgm. 'i Mgm, Vi Mgm,
0 Cem. Maltudtrek med 0,00 Mgm. N. | 30,42 “ 0,08 | 008 | — '
2 — — — 327 — ‘3")13‘% 1,800 5290 T | (0,47) 07();
4 — — — 654 — 3696 3,60 | 658| 298|102 1,96
6 — —  — 981 — |4023| 540 |1098 | 558 |(141) |(417)
8 — — — 13,08 — 43,50| 7,20 | 14,26 | 7,06 (L1 (75,25
108 = = — 1635 — [46,77| 9,00 1818 | 9,18 |(2,35) |(6,83)
161 — . —9616 — |5658]1440 |2626 (11,86 | 8,752 | 811

II. Reekke (Forss. 415—438.) Maltudtrekket indeholdt i 10 Cem.
17,21 Mgm. Kvelstof, deraf 9,56 Mgm., som ikke feldedes af Garve-
syre. Proteinoplosningen var den samme som i forrige Reekke, men for
at faa den til at slaa til, fortyndedes 275 Cem. a 5 °/o til 310 Cem.
Forsegsveesken, reduceret til 20 Cem., kom saaledes kun til at
indeholde 23,84 Mgm. Proteinkveelstof. Iifter et Opkog var der
tillige bleven sat noget Thymol til Proteinoplesningen, hvilket
tilligemed den forholdsvis svagere Koncentration har bevirket, at
Maltudtrekket, trods noget hejere Kvelstofindhold, dog har virket
en Smule svagere end det, der anvendtes i forrige Forsegsrekke.

III. Rekke (Forss. 623—646). Her blev ikke gjort Bestem-
melse af Totalkvelstof i Maltudtreekket, men af 10 Cecm. unddrog
10,00 Mgm. Kvelstof sig Feldningen med Garvesyre. Der blev
heller ikke gjort Kvelstofbestemmelse i Proteinoplesningen, men
jeg gik ud fra en Oplesning paa 5%, saa der i den reducerede
Forsegsveeske (20 Cem.) vil have veret c. 30,00 Mgm. Protein-
kveelstof = 1% Protein. Virkningerne vare i denne Rakke be-
tydelig kraftigere end i de foregaaende.

1 Forsogene med 12 og 14 Cem. Maltudtreek gik tabt.

2 Autodigestionen vil efter de 3 Bestemmelser for 4, 8 og 16 Cem.
Maltudtrek i 2 Cem. udgjore c. 0,47 Mgm., hvorefter de i Paren-
thes anforte Tal ere beregnede. En liguende Beregning er anvendt
i de folgende Tabeller,
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II. Rekke.

|
‘N' i i‘} Omdannet N.
- Total- Filtratet |
23,84 Mgm. Protein-N. [ M — ; ‘

il 7 I b
¥ — | em | Mem | Mgm [ Mgm. | Hgm | Mem.
6,6 Cem, Maltudtr. med 11,35 Mgm, N. ‘35,1911 6,56 (11,66 = 5,10 | 1,51 } 3,09
80 — —  — 1876 — |37,60| 7,82 (1471 | 689 |(1,84) | (5.05)
93 — — — 1600 — [39,84| 9,09 |16,90 | 7,81 |(213) !¢5,68)
106 — — — 18238 — [4207]10,36 |18,90 | 854 |(243) | (6,11)
180 —., — . S0k el 44,48 11,62 20,71 ‘ 9,09 | (2,76) | (6,33)
133 — —  — 228 — |46,72(12,89 (2249 | 9,60 | 3,06 16,54
146 — —  — 2511 — |48,95|14,16 | 24,27 || 10,11 |(3,36) | (6,75)
= = — W = ‘51,361 15,42 | 26,28 "10,813 (3,69)% (7,17)

III. Rekke.

N. i Filtratet ‘ Omdannet N.
|

|
0,2 Gm. Protein ‘ — ‘ —
R e L
iR 0T ls:” L | ‘\Ig'nkriiir)IsmA )ig‘m.r:‘ir;\lgm,i‘\ Nem
0,0 Cem. Maltudtraek............ It 0,02 0,02 “ — = ==
26 — e T T | 267 | 542 | 275 | (061) | 2,14)
BB <= Toduit LN NS | 534 | 12,10 }‘ 6,76 | (1.24) | (5,52)
T NP e S e | 801 | 1803 | 1002 | (1,88 | (8,14)
106 5= 1= | 1068 | 2316 H 12,48 | (247) |(10,01)
A saliems i R | 13,35 | 27,95 ’1 14,60 | (3,12) |(11,48)
o e | 16,02 | 80,77 | 14,75 | (3,75)" | (11,00)

Til Sammenligning med disse Forseg hidseettes en Forsegs-
reekke, i hvilken der blev anvendt Stannochlorid som Feld-
ningsmiddel :

IV. Rekke (Forss. 1919—1930, 1936—1140). Det her an-
vendte Maltudtrek indeholdt i 10 Cem. 18,54 Mgm. Total-Kvel-
stof, og heraf 12,42 Mgm., som ikke fwmldedes af Stannochlorid.
Der benyttedes i alle Forseg 10 Cem. af en Proteinoplesning paa
2% med 31,74 Mgm. Kvelstof. Der varieredes med Maltudtraek

et
Se Anm. p. 50.
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fra 0—10 Cecm. og hvor der ikke anvendtes netop 10 Cem., for-
tyndedes der med Vand, saa Forsegsveeskens Rumfang altid var
20 Cem. Der anstilledes her ingen Selvdigestionsforseg med Malt-
udtreek alene’. Forsegstemperaturen var 51° og Tiden 2 Timer.

IV. Rakke.

N. i Filtratet & Omdannet N.

|
gl L I Total-
31,74 Mgm. Protein-N. IR =y T s
| Sirax | Efter 2l Af Protein
[ Sk \‘ Timer | L alene®
Fa T [ Mem | Mgm | Mgm | Mgm | Mgm.
0 Cem. Maltudtrek med 0,00 Mgm. N. ‘ 31,74 ; 1,64 164 | 000 | —
2 — - gl ‘ 3545 | 4,12 | 10,84 | 672 (6,20)
4 — — 740 — | 89,14 [ 6,60 | 22,04 || 15,44 | (14,40)
| |
6 — — LA O 41,84 | 9,08 | 32,66 | 2348 | (21,92)
8 — — 1480 — | 46541156 | 3884 | 27,28 | (2520
10 — = 1854 — } 50,28 || 14,06 | 43,28 ‘{ 20,22 | (26,62)

Resultaterne af disse Forsegsreekker ere udtrykte grafisk paa
Tavle II, hvor de to everste Kurver (en optrukken og en punk-
teret) angive, hvor meget Kvelstof der i den anvendte Forsegstid
har unddraget sig Feldning med Stannochlorid, medens alle de
andre paa samme Maade angive Garvesyrefeldningen. Den nederste
er med Garvesyre som Feldningsmiddel et Udtryk for Selvdiges-
tionen i et af de anvendte Maltudtrek, de andre optrukne Kurver
angive den samlede Mangde omdannet Kvelstof i Protein + Malt-
udtreek, medens de to punkterede vise, hvor meget af Proteinet
alene der er blevet omdannet i I. og IV. Forsegsraekke.

Det siger sig selv, at de Kurver, der angive den samlede
Meangde omdannet Kvelstof, maa stige med Mengden af Maltud-
treek, men derimod kunde man tenke sig, at Proteinomdannelsen
ikke blev forsget med Fermentmeengden ud over en vis Greense.

1 Til Sammenligning tjener derfor nogle Data fra en anden Forspgs-
rwekke, hvor det paagjeldende Maltudtraek i 10 Cem. indeholdt 19,10
Mgm. Kvalstof og 12,70 Mgm Kyelstof, som ikke fwrldedes af Stan-
nochlorid, Efter 3 Timers Selvdigestion ved 47° unddrog 15,24 Mgm.,
efter 5 Timer 15,44 Mgm. Kvalstof sig Feaeldningen med Stanno-
chlorid, Der var altsaa i de paagjeldende Tidsrum omdannet 2,54

2,74 Mgm. og altsaa 3,86 og 3,66 Mgm. uomdannet Kvzlstof

og
tilbage.
Beregnet efter den i foregaaende Anmeerkning anforte Veerdi for

Autodigestionen (benyttet for 10 Cem. 2,6 Mgm.).

Y
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De to punkterede Kurver vise ogsaa Antydninger i den Retning,
idet de stadig beje mere og mere ind mod Abscisseaxen. En om-
trentlig Proportionalitet mellem Proteinomsatning og Ferment-
mengden synes for den peptiske Virkning at vere tilstede med
indtil 6 Cem. Maltudtreek, for den tryptiske indtil c¢. 10 Cem.

3. Afh=ngighed af Proteinoplesningens Koncentration.

Ved de orienterende Forsag over, under hvilke Betingelser
(Temperatur, Tiden, Syregrad osv.) man kunde vente at arbejde
med forholdsvis sterst Udbytte, var det ogsaa af Betydning at
velge en passende Koncentration af det AEggehvidestof (her Hvede-
protein), som jeg lod Maltudtreekket virke paa, d.v.s. en saadan,
der ikke traadte hindrende i Vejen for Enzymernes Virksomhed, som
gav kjendelice Udslag ved smaa Variationer i de tilstedeveaerende
Forsogsbetingelser, uden at dog Reaktionen fortes til Ende inden-
for den i Almindelighed anvendte Forsegstid, og som tillige var
let og bekvem at anvende med Henblik paa Kvalstofbestemmelserne,
ved hvilke man jo som bekjendt helst ikke skal have altfor store
Mengder Kvelstof i Proverne. Her havde en Oplesning paa 2%
Protein, hvoraf 10 Cem. indeholdt e. 30 Mgm. Kvelstof, og som
blandet med sit lige Rumfang Maltudtreek gav en Koncentration
af 19 Protein, vist sig serdeles passende indenfor den i Grund-
forsegene anvendte Forsegstid, 2 Timer, navnlig saalenge jeg kun
benyttede Garvesyre som Feldningsmiddel og derved kun undersogte
den dyberegaaende Fase i Proteolysen (Tryptasens Virkninger).

Valget af denne Koncentration stottedes tillige af neden-
anforte Forseg, i hvilke der anvendtes Oplesninger, der efter Til-
setning af Maltudtreek gave Koncentrationer af Protein paa /4, /2,
1, 2, 3, 4 og 5°%o, og bestemtes, baade hvor meget der absolut,
og hvor meget der procentisk (af Proteinkveelstofmeengden) i de
férskjellige Koncentrationer unddrog sig Feldningen med Garve-
syre efter 2 og 5 Timers Indvirkning af Maltudtrekket.

I de 3 Forsegsrekker A (Forss. 717—736), B (Forss. 37—
752) og C (Forss. 7153—1774), anvendtes 3 forskjellige Maltudtraek.
I ingen af disse gjordes Total-Kvelstofbestemmelse, men 10 Cecm.
deraf indeholdt i Filtratet fra Garvesyrebundfaldet henholdsvis
9,84, 9,74 og 8,64 Mgm. Kvalstof. De forskjellige Proteinkoncen-
trationer bleve alle fremstillede af samme 10 Procents Protein-
* oplesning, hvoraf 1 Cem. indeholdt 15,09 Mgm. Kvelstof. For at
afgjere, hvor meget af selve Proteinet der efterhaanden unddrog
sig Garvesyrefeldningen, gjordes der ogsaa Forseg med Maltud-
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trek alene med Tilsetning af melkesurt Vand istedet for Pro-
teinoplesningen. I nedenstaaende Tabel og paa Tavle Illa og b
findes Resultaterne af alle 3 Forsegsraekker fremstillede.

A. B I C.
19, Protein Fors. 717-736 |  Fors. 737-752 iy 753-774
Efter 2 T. v. 47° " Efter 2 T. v. 47° /’ Efter 5 T. v. 479
= 30,18 Mgm. Omdannet N. ‘J Omdannet N. Omdannet N
Proteinkveaelstof af ?’7 | et 1% J‘ 117 Tiopat
falt (. . |F ialt - \lmhxn‘ ialt ‘, .| Protein
‘PI'U(I’III lu)nnl‘ X i | Protein N
L _7\7 gt ooy L0
< N N 77711\1;::{1. Mgm, 1 7“, ‘ \Inm J Mgm. | 0o i\ll:m‘ | Mgm, %
0,000 Proteiny. . «ix < ueishis ‘ 2,76 | 0,00; 0,00 ] 2,76 | 0,00 0,00 ‘ 3,04 0,00 0,00
025 - = 17,55 Mgm. N ‘j 464 188|249 — | — i — ‘ 6,46‘ 342| 45,3
050 - = 1509 — | 698] 352288 | — | — | — | 9.60| 656|435
1,000~ 1 = 8018 | — l 9,24 6,48‘ 21,5 [‘ 9,36 ‘ 6, 6() 21,9 ‘ 13,96 J(),UQ 36,2
2,00- = 6036 . — ‘j 12,'.’0} 9,44" 15,6 | 13,00 ’ 1()94 | 17,0 || 18 66 | 15,62 | 25,9
300- = 9054 — f 15,74 12,98 | 14,3 ‘ 114,58 | 11,82 | 18, [ ‘)1 ub 18,34 | 20,3
4,00 - =12072 — 15,30 | 12,64 ‘ 10,4 | 13,80 | 11,04 | 9,1 (22 J“) 19,28 | 16,0
500- =15090. — (15,48 (12,72 | 84 [14,6811,92| 7.9 H 22,96 (19,92 |,13,2
| | | | |

Det ses, at ved de lave Koncentrationer omdannes der ab-
solut mindst, men procentisk mest af Proteinet. I alle Forsegene
er Maximum af Virkning naaet ved et Indhold af 3—4 %/ Protein,

der omdannes her ligesaa meget Proteinkvealstof som ved hejere
Koncentrationer (590), eller Kurverne lober herfra indenfor en
bestemt Forsegstid (2 eller 5 Timer) omtrent parallelt med Ab-
scisseaxen. Men procentisk faas her kun c. halvt saa stor Virk-
ning som ved 1% Ved at velge denne Koncentration til Grund-
forsegene opnaas da ogsaa en betydelig Besparelse af Proteinet,
hvis Fremstilling kraver baade megen Tid og meget Arbejde.

I andre Forseg, der ferst skulle meddeles senere, fordi her
ogsaa undersegtes Indflydelsen af Forsegstiden ved forskjellige
Koncentrationer af Protein (1, 2'/2 og 5°%), blev der samtidig
anvendt Stannochlorid og Garvesyre til Faldningen. Af disse
Forsog kunde Resultaterne ved 2 Timers og 5 Timers Indvirkning
godt rives ud af deres Sammenh@ng og sammenstilles med de
lige nevnte, men jeg vil dog nejes med her at henvise til det
paagjeldende Afsnit, saavel til Tabellen som til de Slutninger, jeg
drager af disse Forseg. (Se II Afsn., 7.)




4. Afhengighed af Tiden.

Ved alle Fermentvirkninger er Tiden et Forhold, som der maa
regnes med under Bestemmelsen af alle andre Faktorers Ind-
flydelse. Ved Maaling af Fermentevne og til Bestemmelsen af en
Gjerings Intensitet indgaar, som ved Maaling af ethvert mekanisk
Arbejde, selvfolgelig altid Tiden i Definitionen.

Den Tid, de forskjellige Enzymer benytte for at fere den for
dem karakteristiske Reaktion til Ende eller til det Punkt, hvortil
den under de givne Forsegsbetingelser overhovedet kan fores, er
meget forskjellig og retter sig efter Forhold som Temperatur,
Fermentmangde, Gjeringsmaterialets Art og Koncentration, For-
sogsveeskens Reaktion, fremmede Stoffers Nearverelse osv. Men
ere ellers de gunstigst mulige Forhold tilstede, ser man f. Ex., at
Lobeenzymet forer den for det karakteristiske Reaktion til Ende
saa at sige momentant eller i Lobet af nogle faa Minutter, at
Diastase naar sit Maximum i Lebet af 1/p—1 Time, medens
Invertase kan vedblive at virke i flere Timer, ja i Dage, og andre
Enzymer, bl. a. en Del proteolytiske, fortsetter i Maaneder. Man
har vel nok i Almindelighed anset disse sidste, navnlig de tryp-
tiske, for ret langsomt virkende, og flere af de Forskere (Green,
Butkewitsch, Windisch & Schellhorn), der have arbejdet
med vegetabilske proteolytiske Enzymer, have da med Forkjer-
lighed benyttet lange Forsegstider. Dette har, som jeg her skal
paavise, bevirket, at de forste Faser i Proteolysen, Albumose-
dannelsen f. Ex., for en Del ere undgaaede deres Opmerksomhed,
hvorfor man heller ikke er bleven klar over, hvor hurtigt forlobende
og intensiv en Proces Proteolysen i Virkeligheden kan veare.

Under den forste Tid af mit Arbejde — saalenge jeg endnu
kun benyttede Garvesyre som Fealdningsmiddel — var jeg ledet
af den forudfattede Antagelse, at Proteolysens Afhengighed at
Tiden vilde finde sit Udtryk i en Kurve, der efter nogle Timers
Forleb havde naaet sit Maximum og derefter leb omtrent paral-
lelt med Abscisseaksen. Men da mine (forste) Forseg ikke be-
kraeftede denne Antagelse, var jeg tilbojelig til at tilskrive det
andre Faktorers (f. Ex. Bakteriers) forstyrrende Indgriben i Pro-
cessen. Jeg gjentog derfor fra Tid til anden disse Forsog, idet
Jeg stadig varierede Forsegsbetingelserne noget (og bl a. tog
Sigte paa at udelukke Bakterier ved Tilseetning af Thymol). Men
alle Forsogsraekker gave i Hovedsagen samme Resultat: en jevn
Stigning af Kurven i hvert Fald indtil og udover 24 Timers For-
sogstid. Jeg har vel saaledes anstillet flere Forseg end strengt
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taget nodvendigt til Bestemmelse af Tidskurven for den tryptiske
Fase i Proteolysen, men da de alle bekrafte hinanden, skal jeg
ogsaa anfere dem her.

Resultaterne ville findes i omstaaende Tabel (se ogsaa Tavle
IV). Her blot nogle Oplysninger om Forsegsbetingelserne.

1. Rekke (Forss. 28—44) anstilledes ved 50° Maltudtrekket
var tilberedt af 1 Del Grenmalt og 2 Dele Vand. 10 Cem. af
det indeholdt 5,23 Mgm. Kvelstof, som ikke feldedes af Garvesyre.

II. Rekke (Forss. 56—69) var kun forskjellig fra foregaaende
ved, at 6,39 Mgm. Kvelstof i 10 Ccm. af Maltudtreekket unddrog
sig Garvesyrefaeldningen.

IIl. Rekke (Forss. 473—508) anstilledes ved 47°  Maltud-
treekket, der var tilberedt af 3 Dele Malt og 4 Dele Vand, inde-
holdt i 10 Cem. 19,33 Mgm. Total-Kvealstof og 10,60 Mgm. Kveal-
stof, som ikke feldedes af Garvesyre. 10 Ccm. Proteinoplesning
indeholdt 29,90 Mgm. Total-Kvealstof. Forsegsvaesken ialt altsaa
49,23 Mgm. Af 10 Ccem. Maltudtrek + 10 Cem. Proteinoplesning
unddrog 10,72 Mgm. Kvelstof sig Garvesyrefeldningen. Fra og med
5 Timers Forsegstid blev der tilsat Thymol, der nedstemte Virk-
ningen noget.

IV. Rekke (Forss. 647—670). 47° Jeg har ingen Optegnelser
om Maltudtraekkets Tilberedning eller dets Totalkvalstofindhold,
kun at 7,10 Mgm. Kvealstof unddrog sig Garvesyrefeldningen.
Ingen Tilsetning af Antiseptika. Efter 24 Timer lugtede For-
sogsveesken ganske friskt, maaske lidt syrligt, men ikke raaddent?.

Tallene i Tabellens forste Kolonne indenfor hver Rakke ud-
trykker i Mgm., hvor meget Kvelstof der ialt unddrog sig Feald-
ning med Garvesyre, anden Kolonne, hvor meget der da var om-
dannet i Forsegstiden.

Af Tabellen ses, at der baade i II. og III. Rekke endnu
foregaar en kjendelig Virkning mellem 24 og 48 Timer, medens
der mellem 48 og 72 Timer ikke er sket noget (III. R.).

Naar Kurverne (se Tavle IV) for I. og II. Rakke ligger
lavere end de andre, kommer det dels af, at de anvendte Malt-
udtrek vare svagere, dels, at Forsegstemperaturen, 509 ikke har

1 Den sure Reaktion er i og for sig ugunstig for Bakterievegetation,
og jeg har da heller aldrig iagttaget nogen Forraadnelse eller
Gjering i Forsogsveaesken, selv efter langvarige Forseg, naar Malt-
udtreek og melkesurt Protein var blandet. 1 Maltudtrek alene
indtraadte der derimod snart enten en sur Gjeering eller en stinkende
Forraadnelse.




Feldning med Garvesyre.

1‘ IL Rekke. | I Bekke.

| L Rekke : | IV. Rekke.
5 ‘ Vi | 50° ‘l £ | 47°
g | \‘ (Thymol efter 5 Timer) L
= i'——— e S e e o = £t
‘ N.i | Omd ‘ N.i | Omd. “ N. i Omd. | N. i | Omd.
[5 Filtr. ‘ N. \‘ Filtr. [ N. | Filtr N. ‘ Filtr. N.
Efter i Alj:mv, ‘ Mgm. | M gm, \7.\Igm.7 ‘7 71\‘[(;!114 | A\lpm:j 77‘&7: Mum: ‘ }}gnrk
0 | 528 \ » 689 | » | 1072 | .+ | 710 )
Y2 | 671 | 148 : , 13,86 \ ch T B R B
1 83¢ | 8 T 1652 | 580 | 1244 | 534
1| 868 | 845 | » | o | 1786 | 714 e :
2 ’ . 11,97 | 558 | 1926 854 | 1552 | 842
21/ ; » R T ) 10,3 »
3 11,17 594 || 1324 | 685 | 2272) | (12,00) | 1692 | 9,82
31/ ‘ . P e R 18,10 | 11,00
4 o | » | 1424 | 78 | 9206 | 11,34 | 19,04 | 11,94
sl s " , S [ » || 19,36 | 12,26
5 . | 1496 | 857 | 23,66 1294 | 20,08 | 12,98
6 [~ » S 24,04 13,32 | 20,80 | 18,70
9 » | » ) 24,92 1420 | 24,32 | 17,22
12 | » v 95,64 14,92 » o
18 ‘ 16,10 | 10,87 Y , 0 »
24 » |~ 92,09 | 15,70 | 2922 1850 | 80,98 | 23,88
8 | » | . | o501 | 1955 | 3242 | 210 ' :
2 || e [ » . || 3264 | 2192 » ,
veret slet saa gunstig som 47°% Naar Kurven for III. Rakke

efter 5 Timer bejer ned mod Abscisseaxen, kan dette tilskrives det
tilsatte Thymols svekkende Indflydelse paa Enzymet.

Paa Tavle IV er der tillige optegnet en Kurve, der meddeler
Resultaterne af nogle Forseg, som skulde vise Forlobet indenfor
den forste Del af Forsogstiden af den Proces, der afdekkes ved
Stannochloridfeldningen. Det har sin sarlige Interesse at se
denne Kurve sammenstillet med Garvesyre-Kurverne, og skjent
de paagjeldende Forseg ere anstillede noget senere end de fol-
gende, behandler jeg dem dog forst:

V. Rewkke (Forss. 1917—26 og 1946—52). Forsegstempera-
turen var 51”,"\‘Ialtudtrmkket tilberedt af 3 Dele Malt + 4 Dele
Vand og indeholdt i 10 Cem. 18,54 Mgm. Kvelstof; Proteinop-
losningen tilsvarende 31,74 Mgm., ialt 50,28 Mgm. Totalkvelstof.
Begge Oplosninger bleve i Forvejen opvarmede til Forsogstem-
Peraturen,




Fazldning med Stannochlorid.

V. Rekke. 519,

Efter 0
cim A/
— 1/
el ZX/J
— 1
— 2
— 3

N. i Filtratet |

14,94
27,80
33,16
37,92
40,04
43,28
43,68
43,60

Omdannet N.

Mgm.

12,86
18,22
22,98
25,10
28,34
28,74
28,66

Omdannet N. pr.
15 Min.

Mgm.

12,86

5,36
4,76
2,12
0,81
0,10

-+-0,08)

Disse Tal og den deraf tegnede Kurve vise, hvor hurtigt den
paagjeldende Proces gaar for sig.
den omtrent naaet sit Maximum; der er i hvert Fald ingen Stig-
Time, og efter andre Forseg at domme (se neste
Timer vilde forlebe

ning fra 3
Raxkke) er det at antage, at Kurven efter de
omtrent parallelt med Abscisseaxen, hvorfor den herefter er afsat
som en punkteret Linie. Stigningen er steerkest i det forste Kvarter,
betydeligt mindre i det nwste og stadig aftagende.
Forklaringen soges dels i, at (ijeringsmaterialet efterhaanden for-
bruges, og Koncentrationen saaledes bliver svagere, dels i de op-

Efter

(5]
)

2 Timers Forleb

Hertil

hobede Omdannelsesprodukters heemmende Indflydelse. —

Ud fra den Antagelse, at de egentlige Aggehvidestoffer og deres
Omdannelsesprodukter ved Anvendelsen af forskjellige Fealdnings-
midler lade sig adskille gruppevis (f. Ex. efter H. Schjernings
Metoder) bragte jeg en Rakke saadanne i Anvendelse og vari-
erede mine Forseg paa forskjellic Maade, bl. a. ogsaa ved at lade
dem vare kortere eller lengere Tid.
teresse at se, hvorledes Forholdet mellem de forskjellige Feld-
ningsprodukter holdt eller forsked sig indenfor saadanne Forsegs-
tider, hvor man nogenlunde saa sig i Stand til at holde de ovrige

Betingelser konstante. Jeg fik da herom ogsaa ganske interes-

Det havde jo sin store In-

sante Resultater gjennem folgende Forseg:

VI. Rekke (Forss. 1711—1776).
jeg endnu ikke vidste, at de forskjellige Virksomheder havde for-
Maltudtraekket var tilberedt af 3 D.
Malt og 4 D. Vand og indeholdt pr. 10 Cem. 18,84 Mgm. Kvel-

skjellige Temperaturoptima.

De anstilledes ved 479, da
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stof. Med 31,46 Mgm. Kvelstof i 10 Cem. af Proteinoplesningen
var Forsegsvaeskens Totalkveelstof altsaa 50,30 Mgm. Der an-
vendtes 50 Ccm.’s Maalekolber for at undgaa sterke Fortyndinger
eller at bruge altfor meget af Faldningsmidlerne. I de Forseg,
der varede 24 og 48 Timer, blev der fra Tid til anden tilsat
Toluol. Som Feldningsmidler blev der, foruden Stannochlorid
og Garvesyre ogsaa anvendt Zinksulfat og Uranacetat. Men
desuden bestemtes ved direkte at destillere Forsogsveesken med
breendt Magnesia, hvor meget Kvelstof der til forskjellige Tider
var tilstede som Ammoniak. -— Fer jeg meddeler Resultaterne af
disse Forseg, maa jeg forudskikke nogle Bemarkninger om, hvor-
ledes disse nye Faldningsmidler bragtes i Anvendelse, og om Ud-
forelsen af Ammoniakbestemmelsen.

Feldningen med Zinksulfat blev udfert efter den af
A. Bomer?! og senere af E. Zunz? o.fl. benyttede Metode. For-
inden Tilsetningen af Zinksulfat blev Forsegsveesken gjort svagt
sur ved Tilseetning af 1 Cem. fortyndet Svovlsyre (1 Del conc.
Svovlsyre paa 4 Dele Vand) for at hindre Udfeldning af Zink-
fosfat. Lidt mere end den til Metning af Forsogsvaesken nodven-
dige Zinksulfatmengde (c. 27 Gm.) blev dernwst tilsat i Pulver-
form, Kolberne bleve rystede rundt, og der blev fyldt op til
Merket med en mettet vandig Oplesning af Saltet. Det maatte
noje paases, at der blev tilsat saa meget af dette, at der efter
24 Timers Henstand endnu var en lille Del uoplost tilbage. Feor
Filtreringen bragtes den let i Oplosning ved en svag Opvarmning
af Kolben. Inddampningen af Filtratet (fer Tilsetn. af konc.
Svovlsyre) foretoges i en Varmekasse ved 105° i Lebet af Natten.

Til Feldningen med Uranacetat blev efter H. Schjer-
nings® Angivelser benyttet en mettet Oplosning (paa c. 7°0) af
dette Stof, og der blev fyldt op med den til Mewerket paa Kolben
(med omtrent 30 Ccm.). Efter Opvarmning paa kogende Vandbad
i c. 10 Min. samlede Bundfaldet sig smukt, og Kolberne henstil-
ledes paa et Sted, hvor de vare beskyttede mod Lyset, indtil Fil-
treringen foregik.

Til Ammoniakbestemmelsen afbrodes Forsegene ved at
bringe Kolberne paa kogende Vandbad i 5—10 Minutter (for at
standse Enzymvirkningen), og for at drabe og udelukke Bakterier
tilsattes derefter en rigelig Mewngde Toluol. Dette dampedes

1 A. Bomer: Zeitschr. fiir anal. Chemie (Fresenius) XXXIV, 562
(1895).

2 R. Zunz: Zeitschr, fiir physiol. Chemie XXVII, 219 (1899).

3 H. Schjerning: Zeitschr. f. anal. Chemie XXXVII, 413 (1898).
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senere, efter Tilsetning af en ringe Mangde fortyndet Svovlsyre,
af ved Kogning paa Vandbad (paa Grund af dets heje Koge-
punkt gaar Afdampningen noget langsomt), da det ellers under
Destillationen bevirkede en meget generende Skumdannelse. Til
Destillationen af hver Kolbes Indhold anvendtes 2 Gm. brendt
Magnesia, og Ammoniakbestemmelsen udfertes saa ellers paa saed-
vanlig' Maade.

Resultaterne af disse Forsog ere sammenstillede i neden-
staaende Tabel, hvor Tallene i forste Kolonne for hvert Fewmld-
ningsmiddel angive, hvor meget Kvelstof i Milligram der har
unddraget sig Faldning med dette, og anden Kolonne, hvor meget
Kvelstof der paa den Maade pr. Time af de paa hinanden fol-
gende Forsogstider er blevet omdannet. Rubriken under »Mag-
nesia« angiver paa tilsvarende Maade, hvor meget Kvealstof der
er tilstede i Form af Ammoniak og omdannet hertil pr. Time.

VI. Rekke. 479 Total-N. 50,30 Mgm.

w Stannochlorld Zinksulfat u Garvesyre | Uranacetat Magnesia

Mg, J

Foas! J Mgm. N (’ Mgm. Mgm. N. | Mg:m.rN.
1711— 1770’\ , ESJ;[ siifdnl Tl g
AWEIn. TN i ! ii J B I Y ad i 1

w | gl i
Efter 0 Timer | 15,62 — [11,60] — (1048 — | 9,64 — 1,06 | —
— 1 — 4040 24, ‘811%1\ 7,04 [1()96\ 648 |20,121048| 1,35 | 0,29
— 2 — “42,3()1 1962428 | 5,64 21,16| 420 |2484| 472 — | —
— 8 — |4376| 1402524| 096 9352 236 26,74 190 284 |05
— 4 — | 437240042854 | 3,30 | 124,80 1,28 27,24/ 050 | — | —
— 5 — 4)7() 004/ 80,04 150 | 25 80( 1,00 2880 156 — | —
— 6 — [44,68| | 0921‘*31 52| 1,48 | 27,04 | 1,24 ‘29,00; 0,20 3,42 10.19
-9 — A)l()\ 0163412 | 0,87 | 31,16| 1,87 | 52,20 1,07 — =
—12 — 4),9s( 0,04 37()6} 128 [8496| 127 | 3392 057 448 0.7
— 24 — (4576 004/4044| 021 13804) 026 | — | — | 476 0,02
— 48 — ‘45 32 |+-0,02 ( 43,83} 015 |41,08| 013 | 3828 0,12] 520 “0.02

Desuden findes disse Forsogsresultater grafisk fremstillede paa
Tavle V. Stannochloridkurven viser samme hurtige Stigning
som den tilsvarende Kurve i V. Forsegsraekke. 1 Lobet af den
forste Time er Hovedmassen af og efter 3 Timer saa godt som
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alt det Kvelstof omdannet, der overhovedet lader sig omdanne,
og dette vil, som tidligere berort, sige saa godt som alt det til-
stedeveerande Proteinkvealstof. Fra 3 til 9 Timer er der dog stadig
en svag Stigning, der i det hele andrager c. 2 Milligram Kvelstof.
Fra 9—48 Timer lober Kurven derimod absolut parallel med Ab-
scisseaxen; de smaa Variationer i Kvelstofmengderne, der findes
her, kunne let skrives paa Forsegsfejlenes Regning. — Naar den
Proces, som Stannochloridkurven er Udtryk for, saaledes saa hurtigt
fores til Ende, maa man erindre, at det jo ogsaa er en forholdsvis
svag Koncentration af Protein (1), der arbejdes med, og andre
Forseg have vist, at Kurven faar et andet Udseende, naar der be-
nyttes steerkere Koncentrationer (se pag. 68 ff.). Medens den Virk-
somhed, som Stannochloridfeeldningen afdekker, saaledes forholdsvis
hurtigt er til Ende, vise de andre Fwldningskurver, at Proteolysen dog
fortseettes, idet de ferste Omdannelsesprodukter nedbrydes videre.
— Paa dette Sted skal jeg ikke komme nermere ind paa den
kvalitative Side af Proteolysen, men kun minde om, at Zinksulfat
foruden uomdannede ggehvidestoffer tillige fwlder eller udsalter
Albumoserne, at Garvesyre rimeligvis i dette Tilfzlde desuden for
Sterstedelen falder de wmgte Peptoner, samt at Uranacetat — efter
Schjerning! — felder alt, hvad der kaldes Peptoner og derover,
og altsaa i Oplesningen kun efterlader Hexonbaser, Aminer, Amider
og andre dyberegaaende, krystallinske Spaltningsprodukter. Man ser
da, at de Virksomheder, som disse Kurver ere Udtryk for, fort-
swttes langt ud over de 9 Timer og indtil 12 Timer endog med
ret stor Intensitet. Herefter er der en langsommere, men dog
stadig kjendelig, Stigning op til 48 Timer og rimeligvis endnu
videre. Efter de 48 Timer er Zinksulfatkurven lige ved at skjere
Stannochloridkurven, hvilket vil sige, at omtrent alle de forst
dannede Albumoser ere omdannede videre. Den indbyrdes Af-
stand mellem Zinksulfat- og Garvesyrekurven har holdt sig omtrent
konstant fra 2 til 48 Timers Forsogstid, hvilket tyder paa, at de
Stoffer, som denne Afstand betegner, nedbrydes ligesaa hurtigt,
som de dannes, at de ligesom blot ere et Gjennemgangsled fra
Albumoserne til andre Forbindelser. Uranacetatkurven, der de
forste 3 Timer fulgte taet op ad Zinksulfatkurven, bejer derefter
nedad og skjerer Garvesyrekurven, men lober dog efter 12 Timers
Forsegstid igjen omtrent parallelt med de andre med stadig Stig-
ning til 48 Timer. Efter denne Tids Forleb er da ogsaa langt den
storste Del (76,1°0) af Totalkvalstoffet til Stede i Forbindelser,

1 Schjerning: Zeitschr. f. anal. Chemie XXX, 419 (1898).
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der ere mindre sammensatte end Peptoner (o: som ikke faldes af
Uranacetat), medens der ved Forsogets Begyndelse kun var 18 RS
af disse Stoffer tilstede (o: 579, ere blevnme omdannede). Og
den Kurve, der angiver det direkte med Magnesia afdestillerede
Kvalstof, oplyser tillige om, at Proteolysen er gaaet saa dybt som
til Ammoniakdannelse, 0g at der er dannet ikke ganske ube-
tydelige Mangder heraf.

Alt i alt vil det ses, at det Billede, man faar af Proteolysens
forskjellige Faser ved Anvendelsen af forskjellige Fweldningsmidler,
varierer meget sterkt med Forsogstiden, og at denne derfor er et
Forhold, der har afgjerende Indflydelse paa de Resultater, man
kommer til, naar man lader en Faktor variere under forskjellige
Forsogstider (se de folgende Afsnit).

5. Afhsngighed af Tiden ved forskjellige Temperaturer.

Man kan paa Forhaand vente, at et Enzym ved en lavere
Temperatur end Optimum i Hovedsagen vil kunne frembringe
samme Virkning som ved dette Punkt, naar det blot faar en
lengere Tid at virke i. Men lader man det virke ved Tempera-
turer over Optimum, vil muligvis en nok saa lang Forsegstid ikke
bode paa den mindre gunstige Temperatur, da det kan vere, at
den paagjeldende Temperatur i og for sig ikke hemmer Enzym-
virkningen men virker svekkende paa selve Enzymet, der lidt
efter lidt gjores uvirksomt eller maaske helt destrueres. Der
bliver saaledes ikke blot en kvantitatiy men ogsaa en kvalitativ
Forskjel i den Maade, hvorpaa Temperaturer under og over Opti-
mum influerer paa en Enzymvirkning.

Hvorvidt disse Antagelser holde Stik ogsaa i det her om-
handlede Tilfeelde, kunne nedenanforte Forseg maaske give Op-
lysning om.

Forss. Nr. 1869 —1916. Det anvendte Maltudtrak inde-
holdt pr. 10 Cem. 18,20 Mgm, Kvelstof, Proteinoplesningen til-
svarende 30,60 Mgm., ialt altsaa 48,80 Mgm. Totalkvelstof,
Forsegene deltes i 5 Reaekker ved henholdsvis 20°, 359 500 (470
—50%), 60° og 65°, og Forsogstiden varieredes da, indenfor de
enkelte Raekker. I hver af disse anvendtes 42 Cem. af Protein-
oplesningen og 43 Cem. Maltudtrek, der begge, for de blandedes
(9: ved Forsegenes Begyndelse), bleve opvarmede til Forsogs-
temperaturen. Efter Blanding i 100 Cem.’s Kolber rystedes de
godt sammen og henstode nu neds@nkede i Vandbade ved de
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I. Rekke.

f Faldning m. ‘ F‘lenm" m.
;btmnochloud Garvesyre
‘ N i Fil- | Onnl ;;; N iFil- }(;mlan;
w tratet J net N tratet } net. N
= » 7771% Mgm. i Mgm. | Mgn;. )Ignl. =
Biten O TImer ... o (17,12 | 0,00 | 10,00 0,00
— Y - 19,20 | 2,08 || 10,52 | 0,52
= Al e | 22,66 | 5,44 ‘(11,00)’ (1,00)
s Qe e 25,44 | 8,32 I 1148 | 148
=il = e 33,00 | 15,88 w‘ 12,68 | 2,68
II. Rekke. 35° III. Rekke. 50091
H Feldn. m. | Feldn. m.H ‘ l‘mldn m. |Feldn. o
hSl:l[lll()L‘thl‘id Garvesyre | St.\nno(hlond‘ sarvesyre
i N i ‘ o E.\'Ai Omd. : | N i N e Omd.
Filtr., {U"“’»N 1’iltxr.l N ‘ Filtr, | Omd. N| 111r11‘ N
e P TR LN = Moo gl cos e oo e —
‘ Mgm. Mgm. | Mgm. ;Mg'm.“ , \Igm ‘ \lgm \ \Iwm ‘\lgrm
Efter 0 Timer | 17,12 0,00 10,00, 0,00 i'Efter 0 Timer | 17,12 | 0,00 10,00, 0,00
— Yo — | 24,64| 7,52 11 L)G‘ 156 — Y2 — 31,68 | 14,56 [ 12,40/ 2,40
— 1 — | 31,92| 14,80 13,08 ’08 — 1 — 37,68 | 20, 5b 14, 40 4,40
2 | 37,‘_)0‘ 20,08 1)64 B e 39 81‘ 22,72 ‘1720‘ 7,20
— 4 — | 3‘)41\ 22,3218, ,b 836 — 4 — ‘ 41,04 | 23,92 2(),40]10,40
[V. Rekke. 60°. V. Rekke, 65%
‘ Feldn. m. | Faeldn. m. J \; Feldn. m Feldn. m.
I .mnochlori(l“ Garvesyre 1 18[:\11110(:11!01'111‘ Garvesyre
\ N i ] (hmr WN i ‘();1:1? ‘ 7 7,\' i l = ,: N i ;)lm]-
Filtr. N | Filtr, | N [ Filtr. "’"“‘»»\: Filtr. | N
TeiE 777“7)1;:111. Mgm. /71 V.\I;;mr. VMg'm ‘ vl “ Mgm. T 7\71(;111. le_rmii\ign;
Efter 0 Timer ‘ L2 0,00 | 10,00 0,00 ,rnel 0 Timer ! 17,12 | 0,00 (10,00 0,00
— Yy — ;23,‘20 6,08 ‘11.92 1,93\ — Yy — ‘; _H,7_)1 5,60 | 10,80, 0,80
— 1 — [/(34,80)% 17,68 | 12,96 2,9(51 — 1 — 24,00i 6,38 ‘ 11,28/ 1,28
— 2 — [8512 |18,00 \* 14,08 4,08; - 2 — 1 25,28 | 8,16 ||11,28 1,28
— 4 — |37,04 |19,92 !j15,12 512 — 4 — | 25,76| 8,64 |[11,44|1,44

Temperaturen varierede her mellem 479 o 507.

Dette Tal er aabenbart for hejt. Men jeg har ogsaa noteret fol-
gende i min Journal: »Temperaturen i Vandbadet paa 60° har ikke
yweret konstant hele Tiden, Fra 0—'/p Time har den kun veeret
paa 589—599, og mellem !/2 og 1 Time har den en kort Tid end-
ogsaa veaeret nede paa 54%« Dette vil naturligvis ogsaa have in-
flueret i samme Retning paa de andre Tal i denne Forsogsrekke.
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paagjeldende Temperaturer. Til forskjellige Tider, efter Yoy 1,02
0g 4 Timers Forlob, udtoges, efter Omrystning, af hver Kolbe
2 X 10 Cem. til Feldning med henholdsvis Stannochlorid og Gar-
vesyre. Der anvendtes saaledes til Faldningen kun den halve
Forsogsvaeske af, hvad der ellers benyttedes, og da Kvelstof-
bestemmelserne udfertes i Halvdelen af Filtraterne, bleve de
fundne Tal for Kvelstofmangden multiplicerede med 4 (i Stedet
for som ellers med 2). — Resultaterne fremgaa af foranstaaende
Tabeller.

Paa Tavle VI og VII ere disse Resultater tillige anskuelig-
gjorte ved Kurver, tegnede henholdsvis med Tiden og Tempera-
turen som Abscisser og »N i Filtratet« som Ordinater. Hvorfor
disse sidste Tal ere valgte i Stedet for dem, der angive, hvor
meget Kvelstof der i de paagjeldende Forsegstider har und-
draget sig Feldning med de to Feldningsmidler, er for 0gsaa
at anskueliggjore disse Faldningskurvers indbyrdes Forhold. Paa
Tavlerne er der som Udgangspunkter for Maalingen af de paa-
gjeldende Kurver fra 17,12 og 10,00 trukket en punkteret Linje
parallel med Abscisseaxen, som angiver, hvor meget Kvelstof der
1 de passive Forseg unddrog sig Feeldningen med henholdsvis Stan-
nochlorid og Garvesyre.

Ser man forst paa Tavle VI, saa synes den tilfulde at be-
krefte den forudfattede Antagelse. Kurverne for 20° age 8oy
vise en fortsat Stigning med Tiden, saa hvis Forsegene havde
veeret fortsatte tilstraekkeligt lenge, vilde de (maaske med Und-
tagelse af Garvesyre-Kurven for 20°) have naaet samme Hojde
som Kurverne for 50° Navnlig er Stigningen af Stannochlorid-
kurven for 20° karakteristisk; Virkningen er her paa det naermeste
proportional med Tiden. Interessant er det at sammenligne Stan-
nochloridkurverne for 35° og 50° De folges saaledes ad, at den
forste efter den dobbelte Forsogstid er naaet op netop paa Hejde
med den sidste. Begge Kurver for 60° ligge (se Noten paa for-
rige Side) aabenbart noget for hejt, og navnlig gjelder dette for
Stannochloridkurven ved 1 Time. Men de ligge dog begge lavere
end Kurverne for 35° og have en tydelig Tendens til at gaa
parallelt med Abscisseaxen efter 2 Timers Forsegstid, medens
Virkningen i den forste halve Time er omtrent den samme som
ved 35°% Kurverne for 65° ere sarlig interessante. I den forste
halve Time synes der ikke at vere mnogen kjendelig Forskjel
mellem de tilsvarende Stannochloridkurver for 85° og 60° men i
den neaste halve Time er Stigningen af Kurven for 65° kun ringe,
endnu svagere fra 1—2 Timer, og fra 2—4 Timer lober den saa
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godt som parallelt med Abscisseaxen, eller der sker i den Tid
intet mere. For Garvesyrekurven naaes dette Punkt allerede efter
1 Times Forleb, medens Stannochloridkurven stiger endnu lidt fra
1—2 Timer. Den Virksomhed, som Garvesyrefeldningen afdekker
(den tryptiske), er altsaa endnu mere folsom for den hejere Tem-
peratur end den peptiske, eller Tryptasen destrueres ved 65° fuld-
stendig 1 Lebet af en Time, medens Peptasen ikke er helt de-
strueret endnu efter 2 Timers Forlob.

Kurverne paa Tavle VII anskueliggjer de samme Resultater
paa en anden Maade, idet man her lettere overser, hvor vidt
Proteolysen er fremskreden ved forskjellige Temperaturer efter
forskjellige Tider. Jeg skal derfor ikke fordybe mig i en narmere
Fortolkning af disse.

Det vilde vare interessant at se, om et Maltudtreek, der i
1—2 Timer har varet opvarmet til 65°% for bestandig har tabt
sin Fermentevne, eller om det kun er lammet saaledes, at det
ved lavere Temperaturer kunde blive virksomt igjen. Herover har
Jjeg ingen direkte Forsog anstillet, men Kjeldahl! har undersegt
dette for Diastasens Vedkommende og fundet, at et Maltudtreaek,
der en Gang har varet udsat for en hejere Temperatur end Op-

timum, er svakket saaledes i sin diastatiske Evne — og des
mere, jo lengere Tid det har varet ved den paagjeldende Tem-
peratur — at det ikke regenereres ved senere gunstigere Tempe-

raturer. Det er derfor rimeligt, at det forholder sig paa samme
Maade med Maltudtraeekkets proteolytiske Enzymer, og man har
da heri en fuldsteendig Parallel til Forholdet hos levende Celler,
f. Ex. Bakterier, for hvilke der findes en Maximumstemperatur,
hvortil de overhovedet ikke taale at opvarmes, medens de ved
kortere eller leengere Tids Indvirkning af Temperaturer, som ligge
lavere end denne, men over Optimum, ogsaa efterhaanden drabes?.

6. Afheengighed af Tiden ved forskjellige Fermentmsngder.

Ligesom Tidskurverne blive forskjellige efter de Forsegs-
temperaturer, der anvendes, og Temperaturkurverne paa samme
Maade ere afhwmngige af Forsegstiderne, saaledes forandre ogsaa
Tidskurverne sig efter Fermentmangderne og omvendt. Spergs-
maalet er nu, om der skal en vis Mengde Enzym til for uafhsen-
gigt af Tiden at fore en Reaktion til et bestemt Punkt, f. Ex. at

1 J. Kjeldahl; Meddelelser fra Carlsberg Laborat. I, 187 (1879).
? Se Schmidt & Weis: Bakterierne p. 130 ff. (1899-—1901).
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den fuldsteendige Omdannelse af Protein krever en bestemt Mangde
af et proteolytisk Ferment, eller om en nok saa ringe Mangde
heraf kan fore Omdannelsen ligesaa vidt som en sterre, naar den
blot faar saa meget lengere en Tid at virke i, medens paa den
anden Side Reaktionen aldrig feres ud over et vist Punkt, selv
om Fermentmangden foroges nok saa meget. For at faa Oplys-
ninger om, hvorledes de her omhandlede Enzymer forholde sig i
saa Henseende, anstillede jeg folgende Forseg.

Forss. 1917—1945. Da der kun blev anvendt Stanno-
chlorid som Fealdningsmiddel, gjelde Resultaterne kun for Pep-
tasen. Forsegstemperaturen var 51°—52° Maltudtraekket inde-
holdt i 10 Cem. 18,54 Mgm., Proteinoplesningen (2 %) i 10 Cem.
31,74 Mgm. Kvelstof, hvoraf henholdsvis 12,42 og 1,64 Mgm.
unddrog sig Feeldning med Stannochlorid. Maltudtraekkets Mengde
varierede fra 0, 2, 4, 6, 8 til 10 Ccm., og Forsegsveskens Rum-
fang var altid 20 Ccm., idet der under 10 Ccm. Maltudtreek for-
tyndedes med det manglende Rumfang Vand. Med Maltudtrekket
vexlede altsaa ogsaa Indholdet af Total-Kvelstof (se Tabellen).
Forsegene anstilledes i 3 Rakker paa henholdsvis 1, 2 og 8 Timer
og gave folgende Resultater:

N i Filtraterne I Omdannet N
N [VEokall e & - e ‘ d¥leal a
31,74 Mgm. Protein- v
UI'(4 ll\ N ‘ Strax Efter 4 I fter 2| Efter 3 | Efter 41 | Efter 2 | Efter 8
" | Time | Timer \ Timer } Time | Timer | Timer
SEX et - = AV SRS c L
T Mgm. E

‘\ M)zm \hm \I rm. \I rm. ‘[‘ ,\IAm. \‘ Mgm. ' Mgm.,

‘ |
- 0 Cem. Maltudtr. m.0,00 Mgm. N 317741 164 1,64 1,64 1,64| 0,00 0,00/ 0,00

o — 371 — (8545 4,12 9,32/10,84 12,00 520| 6,72| 7,88
g — 740 — |89,14| 6,60 18,96 (22,04 |24,16(12,36 15,44 | 17,56
6 - — 11,10 — |4184] 9,08 27,68 | 32,56 | 34,36 | 18,60 | 2348 | 25,28
g 1= — 1480 — 4654|1156 (8544 |38 84 /39,68 23,88 | 27,28 | 28,12
0 — 1854 — 50,28 14,06 | 42,08 | 43,28 4332|2802 |29,22 29,96

Tallene for omdannet Kvelstof (i Milligram) ere paa Tavle VIITa
og b direkte opforte som Ordinater med henholdsvis Maltudtreekket
(i Kubikcentimeter) og Tiden (i Timer) som Abscisser, hvorved
man faar umiddelbare Maal for, hvad samme Meangde Maltudtraek
(alias Enzym) kan udrette i forskjellige Tider, eller hvor vidt
Proteolysen naar ved Anvendelsen af forskjellige Meaengder Malt-
udtraek i samme Tid.

Ser man nu ferst paa Tavle VIII a, finder man Virkningerne i
den forste Time omtrent proportionale med Enzymmeaengderne helt op
til 10 Cem., men i den anden Time naaer Proportionaliteten ikke videre
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end til 6 Cem., og det samme er omtrent Tilfeldet i den tredie
Time. Maximum for Virkning er med 10 Ccm. nzsten naaet i
Lobet af den forste Time, og der naaes ikke videre i 3 end i
2 Timer, fordi der ikke er mere Aiggehvidestof at omdanne. Med
8 Ccm. Maltudtreek er der i 3 Timer omdannet netop den samme
Mengde Kvelstof som med 10 Cem. i 1 Time. — Tavle VIILb
viser, at Virkningen for alle Enzymmengderne er langt sterre i
den ferste end i den anden og tredie Time, og at dette for de
smaa Enzymmengders (2 og 4 Cem.) Vedkommende ikke kan
have sin Aarsag i Mangel-paa Gjaeringsmateriale. Kun med 10
og 8 Cem. kan Reaktionen siges at vare fort til Ende i Lebet af
de 3 Timer (med 10 Ccm. allerede efter 2 Timer), med 6 Ccm.
er der kun et lille Stykke tilbage, med 4 Ccm. kunde den mulig-
vis fuldendes i Lebet af 4—5 Timer, men med 2 Cem. vilde der
gaa meget lengere Tid, om man her overhovedet naaede til Enden.

Skulde man nu ved Hjelp af disse Forsegsresultater besvare
de pag. 66—66 stillede Spergsmaal, vil man strax beklage, at For-
sogstiderne ikke have veeret udstrakte leengere. Ganske vist ser
man, at en sterre Fermentmangde (10 Cem.) indenfor en given
Tid ikke ferer Omdannelsen videre end en mindre (8 Cem.), men
hvor vidt de mindre Fermentmengder (2 og 4 Cem.) ogsaa kunde
have fort Reaktionen til samme Punkt, derpaa give Forsegene
ikke direkte Svar. Havde jeg arbejdet med en sterkere Koncen-
tration af Protein (sml. Forss. p. 69), vilde mine Kurver rime-
ligvis i Hovedsagen have faaet samme Form men kun vere blevne
forskudte noget opad for de sterre Enzymmengders Vedkommende.
De vilde rimeligvis have faaet et lignende Forleb som de Kurver,
Kjeldahl har fundet for forskjellige Diastasemangders Virk-
. ninger i forskjellige Tider?, dog neppe med saa stor Tilbejelighed
til at lobe parallelt med Abscisseaxen indenfor de anvendte For-
sogstider, skjont mine Forsog streekke sig over 3 Gange saa lang
en Tid som Kjeldahls. (Sml f. Ex. Forss. i naste Afsnit med
10 Cem. Maltudtreks Indvirkning paa en 5 °/o Proteinoplesning i
indtil 48 Timer.)

7. Afhengighed af Tiden ved forskjellige Proteinkoncen-
trationer.

Det viste sig under flere af de i det foregaaende nevnte For-
sog, bl. a. dem, hvor Tidens Indflydelse paa Proteolysen under-

1 Se Meddel. fra Carlsberg Laboratoriet I, 145 (1879).

5




68

sogtes ved Hjelp af forskjellige Faldningsmidler (VI. Rakke,
Forss. 1711—1776, se pag. 581f.), at man forholdsvis hurtigt eller i
hvert Fald efter nogle faa Timer naaede Maximum af Virkning
for den Fase i Proteolysen (Albumosedannelsen, Peptasens Virk-
ning), der kunde bestemmes ved Fewldning med Stannochlorid.
Der blev da snart kun en ganske ringe Mangde upaavirket Kval-
stof tilbage, der saa godt som altsammen kunde hidrere fra selve
Maltudtraekkets Indhold af Aggehvidestoffer, medens (nwsten) alt
Proteinet var omdannet. Det Spergsmaal trengte sig da paa,
hvorledes Forholdet vilde blive, naar man arbejdede med sterkere
Koncentrationer af Protein, om Reaktionen da kunde fores for-
holdsvis (procentisk) lige saa vidt, eller om den vilde standse
ved et bestemt Punkt, uanset, hvor meget upaavirket Protein der
maatte veere tilbage i Forsegsveesken, eller om en vis Mangde
Maltudtreek (Enzym) i en bestemt Tid, inden Reaktionens Maxi-
mum var naaet, blot kunde omdanne en bestemt Mengde Aigge-
hvidestof, eller om dets Fermentevne stod 1 Forhold til hvor
meget fermentescibelt Stof der fandtes ved Forsegets Begyndelse.
Og endelig var det af Interesse at faa en Forestilling om, hvor
stor den proteolytiske Fermentevne i et Maltudtreek overhovedet
kunde vere.

Jeg har derfor anstillet en Reakke Forseg under saa vidt
muligt samme Forsegsbetingelser som i Forsegene Nr. 1711—1776
(se p.581f.), kun at jeg benyttede staerkere Koncentrationer (2'/2
og 5°%o) af Proteinet. Det anvendte Maltudtraek var naturligvis et
andet, men da det havde omtrent samme Kvelstofindhold, kan dets
Fermentevne ogsaa antages at have varet tilnermelsesvis den samme,
saa det er berettiget at stille alle Forsogene sammen til Jaevn-
foring, som sket i hostaaende Tabel. Til Forklaring af denne
maa jeg dog forudskikke nogle Bemerkninger om Forsegsanstil-
lingen, s@rlig angaaende Fewldningerne og Kvzlstofbestemmelserne
i disse nye Forseg.

Forss. 2261 —2310. Der blev tilberedt to Oplesninger paa
henholdsvis ¢. 5 og c. 10°o Protein i 0,4 procentholdig vandig
Mzlkesyre. Efter kort Tids Opvarmning paa Vandbad vare begge
Oplesninger fuldkommen klare. Ved Blanding med lige Rumfang
Maltudtraek bleve Proteinkoncentrationerne c. 2/ og 59, Om
disse Oplesningers og Maltudtraekkets Kvealstofindhold, se Tabellen.
For at kunne vere sikker paa en fuldstendig Udfeldning og for
ikke at faa altfor store Mangder Kvelstof til Bestemmelserne be-
nyttedes der i Forspgene kun 5 Cem. Proteinoplesning + 5 Cem.
Maltudtreek, der bragtes i 50 Cem.’s Maalekolber, som vare til-
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lukkede med Korkprop under hele Forsagstiden. Der foretoges
Fzldninger med Stannochlorid og Garvesyre. Af det forste an-
vendtes 30 Ccm. af den smdvanlige Styrke! + 10 Cem. Calcium-
chlorid, af Garvesyren 20 Cem., hvorefter der med Vand (20 Cem.)
fyldtes op til Mewrket. Til Kvzalstofbestemmelserne anvendtes der
af Kontrolpreverne (de strax udfeeldede) 25 Cem. af Filtratet, af
de aktive Prever, i hvilke der fandtes omdannet ggehvidestof,
kun 10 Cem., og de fundne Meangder Kvelstof beregnedes da for
10 Cem. Proteinoplesning + 10 Cem. Maltudtriek ved Multiplika-
tion med henholdsvis 4 og 10. — Forsegstemperaturen var 50°.
Der anvendtes ikke Antiseptika, da baade den heje Temperatur
og Mewlkesyren vare hindrende for Bakteriers Trivsel. Efter
48 Timer lugtede Forsegsvesken ogsaa ganske friskt og frembed
intet Tegn paa at veare inficeret.

For at udelukke enhver Tvivl om, at det virkelig var Enzym-
virkninger og ikke en Indvirkning af Melkesyren paa Proteinet
(ved Dannelsen af Syntoniner o. l.), der forandrede dets Forhold
overfor Fweldningsmidlerne, serlig Stannochlorid, anstilledes et Par
blinde Forseg, i hvilke 5 Cem. af hver Proteinoplesning henstode
med 5 Cem. Vand i Stedet for med Maltudtrek i 24 Timer ved
50°. Kvelstofbestemmelser i 25 Cem. af Filtraterne (ialt 50 Cem.)
fra Stannochloridfzeldningen gave folgende Verdier:

N i Filtratet

Strax Efter 24 Timer ved 50°
21/2°/o Proteinopl. 1,28 Mgm. 1,08 Mgm.
50/ 48 2,20 — (17

De i Tabellen (p. 69) anforte Resultater vare for mig i hejeste
Grad overraskende og ville maaske ogsaa vaere det for andre. Thi at
der i spirende Byg findes Enzymer med saa magtige proteolytiske
Egenskaber, gjor det nwmsten uforstaaeligt, at de saa lenge have
kunnet undgaa Forskernes Opmerksomhed, tilmed da denne store
Fermentevne ikke alene tilkommer det peptiske men ogsaa det
tryptiske Enzym. I Forsegene med 59/ Protein er der jo i Vir-
keligheden foregaaet en saa intensiv Stofomszetning, at den saavel
i kvantitativ som i kvalitativ Henseende neppe staar tilbage for

1

Schjerning (Zeitschr. fiir anal. Chemie XXXV, 9287 og XXXVI,
651) regner, at 1 Mgm. Kvelstof fordrer c¢. 1 Cem. Stannochlorid
til Udfeldning. 1 saa Tilfzelde vilde 80 Cem. ikke slaa il i alle
mine Prover. Men Forholdet er dette, at det upaavirkede Protein
ligefrem fwmldes af Stzumochloridoplosningons steerke Saltsyre, hvori
det er uopleseligt. Og denne Udfeldning foregaar med visse
Mzengder Stannochlorid kvantitativt.




den livligst forlobende Gjeering af Sukker til Alkohol og Kulsyre.
Kun fordi Proteolysen ikke er ledsaget af en synlig Luftudvikling
eller Dannelsen af lugtende Stoffer, giver den sig ikke som hin
umiddelbart tilkjende; forst Faldninger og derpaa folgende Kvel-
stofbestemmelser i Bundfald eller Filtrater — hvortil der altid
medgaar et Par Dage — give Oplysning om, at der overhovedet
er sket noget.

Ser man nu nermere paa Forsegsresultaterne, faar man lettest
en Oversigt over dem, hvor de ere fremstillede grafisk, som paa
Tavle IX og X. Af de i Tabellen anforte Tal kan der jo kon-
strueres talrige Kurvesystemer og uddrages mange Slutninger, men
jeg mener dog at burde indskrenke mig til i denne Sammenheng
at gjore opmarksom paa, hvad der leres af de hosfejede Tavler.
Paa den forste (Tavle IX) ere Resultaterne udtrykte efter de di-
rekte fundne Tal, idet Ordinaterne angive, hvor meget Kvelstof i
Milligram der unddrager sig det paagjeldende Faeldningsmiddel
efter de paa Abscisseaxen afsatte forskjellige Forsegstider, og de
vandrette Linier udtrykke Total-Kvalstofmangden i de forskjellige
Koncentrationer; paa den anden (Tavle X) angive Ordinaterne i
Procent, hvor meget af Total-Kvelstofmangden der er omsat efter
forskjellige Tiders Forleb.

Det ses da, at den Mangde af baade det peptiske og det
tryptiske Enzym, der findes i 10 Cem. Maltudtreek, er i Stand til
indenfor de anvendte Forsegstider at omsatte langt mere Kvelstof
end det, der findes i 10 Cem. 2 Procents Proteinoplesning + 10 Cem.
Maltudtraek, og at naar Stannochloridkurven i sidste Tilfeelde saa
hurtigt kommer til at lebe parallelt med Abscisseaxen, er det
kun, fordi Gjeringsmaterialet slipper op. Ja, allerede i den forste
Time er Albumosedannelsen voxende med Koncentrationen af
Protein udover 2!/3°, og det samme er Tilfeeldet med den amin-
amiddannende Virksomhed, navnlig efter 2 Timers Forsegstid, hvor
der dog endnu i den 1 procentige Oplosning er saa rigeligt af
Albumoser tilstede. Da Stigningen fra 2%/2°o til 5/ imidlertid
kun er ringe, er det sandsynligt, at en Koncentration, der ligger
herimellem, netop vil give Maximum af Virkning. En Sammen-
ligning med tidligere omtalte Forseg (se pag. 54) taler for, at
denne Koncentration vil vaere c¢. 3—4 %. Efter 48 Timer er Al-
bumosedannelsen i 2'/s Procents Oplesningen procentisk fort om-
trent lige saa vidt som i 1 Procents Oplesningen, og 1 5% er
det ikke langt fra samme Punktl. Uden Tvivl vilde en lengere

1 Dette vilde endda trede endnu sterkere frem, om man vilde tegne
Kurven for Omdannelsen af Protein alene.




Forsegstid have bragt alle 3 Stannochloridkurver paa Tavle X til
at skjere hinanden. — Den dyberegaaende Senderdeling (den tryp-
tiske Virksomhed) forlober vel i det hele noget langsommere, da
det her virkende Enzym formodentlig hovedsagelig benytter de af
det andet dannede Albumoser og Peptoner som Gjeringsmateriale?,
men Tallene og Kurverne give dog tydelige Oplysninger om, at
Nedbrydningen ogsaa kvantitativt gaar meget vidt. Efter 48 Timers
Forleb ser man saaledes, at der i de 3 Koncentrationer er omsat
henholdsvis 41,08, 64,0 og 83,0 Mgm. Kvelstof eller 81,7, 65,3
og 50,8% af Total-Kveelstofmaengden til Forbindelser, der ikke
feeldes af Garvesyre, og en lzengere Forsegstid vilde uden Tvivl
have bragt endnu hejere Tal, da alle Kurverne Jo bestandig ere
stigende mellem 24 og 48 Timer. — I Proteinoplesningen paa 5 9/
lober Stannochlorid- og Garvesyrekurven omtrent parallelt med
hinanden gjennem hele Forsegstiden, eller den peptiske og den
tryptiske Virksomhed ere foregaaede med omtrent samme Inten-
sitet (og dette tyder starkt paa, at den sidste er afhaengig af
den forste).

I ingen af Forsogene er der Tegn paa, at en Ophobning af
Gjeringsprodukterne har veeret synderligt hemmende for Enzy-
mernes Virksomhed, og naar denne efterhaanden bliver langsom-
mere, kan det alene forklares ved den stedfundne Aftagen i det
gjeringsdygtige Materiale. Ganske vist skaffes de af det peptiske
Enzym dannede Produkter (Albumoser og Peptoner) efterhaanden
af Vejen, idet de nedbrydes videre af det tryptiske Enzym, men
lenge forinden dette sker i kjendelig Grad, har i Forsegene med
1°o Protein Albumosedannelsen naaet sit Maximum, efter 3—@
Timer, medens der da ikke bliver Tale om nogen yderligere Stig-
ning foraarsaget ved Fjernelsen af mere 0g mere af Albumoserne.
Og hvor der som i Forsegene med 5%y Protein stadig er rigeligt
af Gjeringsmateriale for Tryptasen, synes denne ikke at hemmes
i sin Virksomhed ved de efterhaanden rigeligt ophobede Gjerings-
produkter, den selv danner.

Det fremgaar ogsaa af disse Forseg, sammenholdte med de i
forrige Afsnit omtalte, navnlig de, i hvilke der anvendtes 2 Cem.
Maltudtraek, at Proteinkoncentrationen som saadan spiller en Rolle
for Nedbrydningens Omfang. Af de 2 Cem. Maltudtraek omdannes
der i den 1 procentige Proteinoplosning forholdsvis ikke naer saa

1

Muligvis er det ogsaa i Stand til selv at danne Albumoser og Pep-
toner af Eggehvidestoffer, saaledes som man antager, at det dyriske
Trypsin — hvis dette ikke ogsaa er to Enzymer — kan det.
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meget som her af 10 Cem. i den 5 procentige, hvorfor 2 Cem. i
en 5 Procents Oplosning sikkert vilde have omdannet adskilligt mere
end i en 1 Procents Oplesning i samme Tid.

Og skjont baade Proteinkoncentrationen har veret hej i For-
hold til den anvendte Fermentmeengde, og Forsegstiden har varet
lang (48 Timer), synes dog ikke det Punkt at vaere naaet, hvor
10 Cem. Maltudtrek ikke kunde omdanne mere Kvelstof, naar der
blot anvendtes tilstreekkelig Tid, medens den peptiske Nedbrydning
ved alle Proteinkoncentrationer i Lobet af de 48 Timer procentisk
er fort omtrent til samme Punkt.

8. Afhmngighed af fremmede Stoffers Nerveerelse.

Det vides om nogle Enzymer, at deres Indvirkning paa de
Stoffer, de kunne omdanne, er afh@ngig af, om et bestemt tredje
Stof er tilstede, eller at et saadant i det mindste meget foleligt
forhejer Virkningen. Saaledes fordrer Pepsinet Tilstedeveerelsen af
en Syre, Lobefermentet og Pektasen et Kalksalt eller lign., og det
dyriske Trypsin virker kraftigst ved en svagt alkalisk Reaktion.
Det er derfor ved alle Fermentundersegelser altid et meget vigtigt
Speorgsmaal, om Processen er afhengig af et eller andet saadant
fremmed Stof, og navnlig, hvorledes og i hvilken Grad Substratets
Reaktion influerer paa den.

Arbejder man, som i det foreliggende Tilfeelde, med et Malt-
udtraek , der foruden Enzymer indeholder en Rakke andre Stoffer,
har det naturligvis sin store Interesse at kjende Enzymernes For-
hold til disse foruden til saadanne (forskjellige Syrer, Alkohol o. l.),
der let dannes »spontant«, under andre Gjeringsprocesser, ved Mi-
krobers Indvirkning paa Maltudtraekket, eller til saadanne, som man
i Praxis, hvor der kan vere Tale om den paagjeldende Enzym-
proces’ Medvirkning (f. Ex. under Brygning), setter til (Sukker-
arter, Humle-Bitterstoffer osv.). Endvidere er det vigtigt at kjende
de almindeligt anvendte Antiseptikas Indflydelse, fordi det ved
Studiet af en Enzymvirkning altid gjelder om at udelukke Mikro-
bernes forstyrrende Indgriben i Processen. Da det er kjendt, at
visse Stoffer (Fosfater f. Ex.) have en specifik Virkning paa be-
stemte Enzymer, ligger det nwr at drage ogsaa saadanne med ind
i en orienterende Undersegelse. Og endelig maa man ikke vere
blind for, at flere Enzymer, der findes i samme Udtrek, gjensidig
kunne paavirke (f. Ex. destruere) hinanden, saa der er her en
Uendelighed af Sporgsmaal at tage op.
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Af denne Uendelighed har jeg valgt nogle faa af de mest
nerliggende, idet jeg forelobig kun har undersegt nogle Syrers og
Basers, Alkohols og enkelte Antiseptikas Indflydelse. Og for de
fleste af disse Stoffer have mine Fm'sog endda kun strakt sig til
deres Indvirkning paa det tryptiske Enzym, idet jeg som oftest
kun har benyttet Garvesyre som Feldningsmiddel; i et mindre
Antal Tilfeelde tillige Stannochlorid.

Mest umiddelbar Interesse vilde det have at vide, hvorledes
Proteolysen forleber, naar ingen saadanne Stoffer ere tilstede
(hvilket naturligvis er umuligt, saa lenge man ikke har fremstillet
Enzymerne i ren Tilstand), i hvert Fald ingen Syre eller Base o:
ved neutral Reaktion i Substratet. Naar jeg om dette sidste
dog ikke har noget direkte Forseg at anfore, er det, fordi de
Aggehvidestoffer, hvormed jeg har arbejdet, ikke ere opleselige i
Vand alene, og jeg har ikke forsogt, om de ere det i neutrale
Saltoplesninger (Kogsalt) el. lign. Kun Autodigestionsforsegene
med Maltudtrek, af hvilke jeg har anstillet en Ramkke uden Til-
setning af Syre, kunne maaske siges at veere foregaaede under neu-
tral Reaktion. Men dette er dog et Spergsmaal, hvorom der kan
diskuteres. Som bekjendt reagerer et Maltudtrek staerkt surt paa
vore almindelige Indikatorer (Lakmus, Fenolftalein o. fl.) — saa-
ledes at 10 Cem. af de af mig tilberedte Udtreaek i Reglen til Neutrali-
sation fordrede 1,25—3,0 Cem. /10 normal Natriumhydroxydoplesning
— men hvor vidt dette alene skyldes sure Salte, navnlig primeare
Fosfater, eller fri Syre, derom strides de Folk, der serlig have
undersegt dette Spergsmaal (f. Ex. Ad. Ott! og Eug. Prior?).

Imidlertid give de Forseg, jeg nedenfor skal anfore, dog
Fingerpeg om, hvorvidt neutral Reaktion er gunstig for Proteolysen
eller ej, idet jeg altid har faaet en kun meget svag Virkning
ved de laveste Syrekoncentrationer, som jeg har kunnet opnaa; og

=]

jeg drister mig derfor til at udtale den Formodning, at de paa-
gjeldende Enzymer kun i meget ringe Grad ere i Stand
til at virke paa de af mig undersogte Bggehvidestoffer
ved neutral Reaktion i Substratet.

Syrer og Baser.

Af Syrer har jeg undersegt de to organiske, der oftest op-
trede og kunne tenkes at spille en Rolle i Praxis (i Bryggeri-
teknikken), nemlig Malkesyre og Eddikesyre. Til Sammenligning

1 Ad. Ott: Zeitschr. f. d. gesammte Brauwesen XX, 633—36 (1897).
2 Eug. Prior: Bayrisches Brauer-Journal VIII Nr.31—36 (1898).
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er valgt et Par uorganiske Syrer, Saltsyre og Svovlsyre, og af
Baser et Alkalimetalhydroxyd og et normalt Alkalimetalcarbonat.
Jeg er, undtagen for Melkesyrens Vedkommende, i min Forsegs-
anstilling gaaet direkte ud fra Normalvesker, men da de forskjel-
lige Forsogsrakker ere anstillede med forskjellige Maltudtrek, og
der i Forsogene over Baserne tildels endogsaa er benyttet et andet
Aggehvidestof, afgive de fundne Tal selvfolgelig ikke noget direkte
Maal for det paagjeldende Stofs Indflydelse. Som oftest er der
til Sammenligning anstillet Forseg med 0,2 procentholdig vandig
M:lkesyre, hvor en anden Syre eller en Base var Objektet.

I nogle Tilfelde har jeg forfulgt Syreforegelsens Indflydelse
paa Maltudtrekkets Selvdigestion, og i Reglen har jeg undersegt
den paagjeldende Syres eller Bases Indflydelse paa Proteinet alene,
uden Tilseetning af Maltudtrek, idet der da i begge Tilfelde for-
tyndedes med Vand til 20 Cem.

Der har, i hvert Fald nedadtil, altid stillet sig naturlige
Granser for, hvilke Syre- og Alkalikoncentrationer jeg kunde ex-
perimentere med, idet jeg altid var nedt til ferst at oplese Algge-
hvidestoffet i de paagjeldende Vesker, og dettes Oploselighed deri
derfor blev en medbestemmende Faktor. Som omtalt p. 22 lader
Hvedeproteinet (og det samme gjalder Leguminet) sig ikke eller
dog kun i meget ringe Grad oplese i Vand alene, og der findes
en vis minimal Koncentration af Syre eller Alkali, i hvilken de
anvendte 29/ af Proteinet lader sig oplase fuldstendigt. (Forseg
ere dog ogsaa medtagne under denne Minimumsgranse, hvor Pro-
teinkoncentrationen altsaa har veret en ringere). For Mmlke- og
Eddikesyrens samt for Alkaliernes Vedkommende stiger Proteinets
Oploselighed med disse Stoffers Koncentration, men for Saltsyrens
og Svovlsyrens Vedkommende aftager den igjen meget hurtigt, naar
der er naaet en vis, ganske svag, Syregrad (se p.22).

I Forsogene med Mealkesyre blev der tilberedt en 2 Procents
Proteinoplesning i 0,05 procentholdig Meelkesyre, den laveste Kon-
centration af denne Syre, i hvilken de 2%/ Protein oplestes fuld-
stendigt. Ved Fortynding med lige Rumfang Maltudtraek opnaaedes
saaledes 0,025 /o Mealkesyre. De ovrige Koncentrationer tilveje-
bragtes ved yderligere at swtte en beregnet Mangde Meelkesyre til
Forsegsvesken.

Ellers har jeg fremstillet 2 Procents Proteinoplesninger i en
Syre- eller Basekoncentration, der var dobbelt saa steerk som den,
der skulde benyttes.

Mwlkesyre (Forss. 567—622). Forsogene bleve anstillede
i 2 Raekker med forskjellige Maltudtrek, hvoraf i 10 Cem. hen-




76

holdsvis 7,96 og 9,10 Mgm. Kvelstof unddrog sig Fealdning med
Garvesyre. Med det forste af disse anstilledes tillige Selvdigestions-
forseg. Forsegstemperaturen 479, -tiden 2 Timer.
med Garvesyre.

0,0 %00

0,25 -
0,50 -
1,00 -

1,5
2,0
2,5
3,0

ol -4

10

= !/oo normal Syre

= /60
= 1150
= /90
—
=145
= s
= 1/30
= e
= 1/29,3
=
=0
=i
=g
=

Omdannet N

i Protein - Maltudtrak

I

»  Mgm.

1,98
9,04 —
8,40 —

» R

8,88 —

7,04 —
4,20 —
3,86 —
2,66 —
1,52 —
1,12 —

6,62
6,74
0,12
6,46
6,40
5,84
0,64

II
Mgm.

Kun Faldning

i Maltudtrek
I

0,72 Mgm.
0,90 —

1,90 —

n S

Cem. Proteinoplesning + 10 Cem. Vand med 5 %700 Meaelke-
syre, viste efter 2 Timer ved 47° ved Feldning med Garvesyre
ingen Forandringer.

Eddikesyre (Forss. 1009—1064). 2 Timer ved 47°. 2 Rak-
ker med to forskjellige Maltudtrek, der i 10 Cem. indeholdt
henholdsvis 7,40 og 5,52 Mgm. Kvalstof, som ikke feeldedes af
Grarvesyre.

Omdannet N
i Protein 4 Maltudtraek

1,98 Mgm.

3,02

4,80

0,15 %00 = /400 normal Syre.........
2088 = /ag5i — R R AP
0,3 1= =L app = R L Wi L I 2,62
0.4 - =113 — T e
0.6 == L0 44— O LT
0,‘.,’ g == 1//4;(;,(; o e e e A
1,5 - = 1/40 — B Waiete o e e
3,0 - =1/ — ) )
4,5 = 1/13,3 — i e T
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»  Mgm.
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Omdannet N
i Protein -+ Maltudtrak
I 11

6,0 °/o0 = /10 normal Syre .......... 9,18 Mgm. 7,20 Mgm.
90 - =1/ — R TN » o — 6,34 —
12,0 - =1/s — S v » — Hh,20 —
180 - =138 — e W BT » o o— 3,62 —
30,0 - =1/s — e oo — 1,98 —

10 Cem. Proteinoplesning + 10 Cem. Vand med 30 o0 (*/21)
Eddikesyre var uforandret efter 2 Timer ved 47° 1 10 Cem. Pro-
teinoplesning + 10 Cem. Maltudtreek med 2 promilleholdig Melke-
syre blev der i samme Forsegstid omdannet 9,22 Mgm. Kvelstof.

Saltsyre (Forss. 915—930). En Forsegsrkke i 2 Timer
ved 47° Passive Feldninger i 10 Cem. Maltudtrek + 10 Cem.
Proteinoplesning i forskjellige Syrekoncentrationer gave alle samme
Resultat: med /seo normal Saltsyre var Titeret paa Natriumhypo-
sulfit efter Overdestillation af Ammoniak i 10 Cem. !/7 normal
Svovlsyre 16,28, med /200 n. 16,22, med /50 n. 16,20 og med
5 n. (9: 0,2°0) Melkesyre 16,22 Ccm., altsaa det samme; 6,40
Mgm. Kvealstof unddrog sig Fwxldning med Garvesyre.

Omdannet N
i Protein 4+ Maltudtreek

/5000 normal Syre = 0,018 %0 HCI..... 0,92 Mgm.
/500 — — =004 - — ..... 1,08 —
/400 — —=a=i0i08 = = e 1,84 —
11200 = = A8 = S e 5,24 —
/100 == =086 s T 8,66 —
150 — =002 == 2,96 —
/20 e =180 - — ... 0,52/ - —

1 et Parallelforseg med 2 procentholdig Melkesyre

omdannedes

i samme Tid 8,12 Mgm. Kvzlstof.
Svovlsyre (Forss. 1065—1086). Det anvendte Maltudtraek
indeholdt i 10 Cem. 5,42 Mgm. Kvelstof, som ikke faeldedes med

Garvesyre.

Omdannet N
i Protein 4 Maltudtrak

/3000 normal Syre = 0,024 °/o0 H2S04... 0,94 Mgm.

/800 R0 06 S we=ay NIETIE RN s
/400 — =012 - — ...210 —
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Omdannet N

i Protein 4 Maltudtraek
/150 normal Syre = 0,33 /0 Ha SO0¢. ... 5,48 Mgm.

Yieo — — =049 - Ry [
Lfrs — = e e R N T e
/50 - B 0,08 SRS S 0106 —

Natriumhydroxyd. Hermed er der anstillet flere Forsogs-
reekker til forskjellige Tider og derfor med forskjellige Maltudtreek.
Forsegsanstillingen var ogsaa ret forskjellig i de enkelte Rakker,
saa jeg maa behandle hver af disse for sig.

1. Reekke (Forss. 1103—1119). Det anvendte Maltudtraek inde-
holdt i 10 Cem. 7,86 Mgm. Kvalstof, som ikke fmldedes af Garve-
syre. Dets Aciditet (o: Indhold af sure Salte + mulige frie Syrer)
bestemtes ved Titrering med /10 n. Natriumhydroxydoplesning med
Lakmus og Gurkuma-Papir som Indikatorer. Fraset denne Me-
todes Verdi til Bestemmelsen af virkelig fri Syre, giver den, som
her anvendt, dog et relativt Maal for Aciditeten. 10 Cem. Malt-
udtrek kraevede til Neutralisation {ggj} = 2,03 Cem. /10 n. Natrium-
hydroxydoplesning. Der tilberedtes da Natriumhydroxydopl@sninger
som indeholdt:

1) 20 Cem. /10 n. NaOH pr. 100 Cem. = /5 n. NaOH

22l = —= e = » "

Sz = == = = E » »

4) 23 — == = == = » »

5) 24 — - = — = » »

6) 256 — — = == — =1/ n. NaOH

I 25 Cem. af hver af disse oplestes 0,5 Gr. Protein i Kulden
(Henstand i Isskab). 10 Ccm. af disse Oplosninger (med Und-
tagelse af den forste) skulde nu foruden at neutralisere 10 Cem.
af Maltudtraekket indeholde et lille Overskud af frit Alkali. Blan-
dingerne viste da ogsaa alle alkalisk Reaktion paa Lakmus og
Gurkumapapir.

10 Cem. af samme Maltudtrek omdannede af 10 Cem. Pro-
teinoplosning i 0,2 procentholdig Mewlkesyre i 2 Timer ved 47°
8,18 Mgm. Kvelstof saaledes, at de ikke feldedes af Garvesyre.

Efter samme Forsegstid gav Preverne:

2

Omdannet N
med 20 Cem. /10 NaOH pr. 100 Cem....... 0,47 Mgm.
Ao L ot e S sty 0,44 —
Sl A L. s e e N 0,96 —
e e s = R ) 0,40 —

— 25 — — - T e 0,68 —
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II. Rekke (Forss. 1669—1710). Det her anvendte Maltud-
trek blev neutraliseret (men paa anden Maade end det fore-
gaaende), for det toges i Brug. Paa Grund af en seregen Frem-
stillingsmaade (Digestion af 700 Gr. Malt ferst med 700 Gr. Vand
og efter Filtration Dagen efter igjen med 230 Gr. Vand; de to
Filtrater blandedes) var det meget rigt paa Kvelstof, idet det
indeholdt for Neutraliseringen 23,84 Mgm. pr. 10 Cem., hvoraf 12,08.
unddrog sig Feldning med Garvesyre. Til Neutralisationen an-
vendtes som Indikator Fenolftalein, overfor hvilken primeere Fos-
fater reagere surt, sekundere alkalisk. Efter at det var fundet,
at 10 Ccm. Maltudtreek krevede 2,85 Cem. */10 n. Natriumhydroxyd,
for Fenolftaleinet gav et netop kjendeligt redt Skeer, neutrali-
seredes der med 2?/1 n. Natriumhydroxyd for at undgaa for steerk
Fortynding, idet der heraf til 300 Ccm. Maltudtrek sattes 4,25 Cem.
En udtagen Prove af Maltudtreekket gav nu netop det rodlige Skar
med Fenolftalein, men sattes yderligere en Draabe !/10 n. Natrium-
hydroxyd til, fik Vesken en sterk red Farve. Ved Neutralisa-
tionen udfeldedes et voluminest Bundfald, der filtreredes fra og
senere digereredes med svagt malkesurt Vand (c. 2 %00 Meelkesyre),
for at man i swrlige Forseg kunde undersoge, om dette Bundfald
skulde vere i Besiddelse af proteolytisk Fermentevne. Det neutra-
liserede Maltudtrek indeholdt i 10 Cem. 23,12 Mgm. Total-Kvel-
stof, hvoraf 11,76 Mgm. unddrog sig Fealdning med Garvesyre.

Der viste sig nu Vanskeligheder ved Anvendelsen af Hvede-
proteinet, da det kun i ringe Grad var opleseligt i de svage Kon-
centrationer af Alkali, som det var enskeligt at undersege. Det
tilstreebtes nemlig at anvende saadanne Koncentrationer, der vare
sekvivalente med de tilsvarende af uorganiske Syrer, Saltsyre og
Svovlsyre, som vare undersogte i tidligere Forsog (se p. 77). Jeg
valgte derfor et andet Aggehvidestof, Legumin, der viste sig at
veere noget lettere opleseligt, og om hvilket jeg fra en swmrlig For-
sogsrakke (se Afsn. IV, 3) vidste, at det meget kraftigt lod sig paa-
virke af Maltudtraekket i sur Oplosning. Der tilberedtes forskjellige
2 procentholdige Leguminoplosninger i Natriumhydroxydoplesninger
af forskjellig Styrke, nemlig /so0, */s00, /200, /100, */75, */50, */20
og /10 normal. For at fremme Oplosningen opvarmedes der 1 Time
paa Vandbad. I de 6 ferste Koncentrationer opleste Leguminet
sig ikke fuldstendigt, saa Oplesningernes Indhold af Kvelstof blev
noget mindre end de folgende, men dog stigende med Koncentra-
tionerne af Natriumhydroxyd. Det uopleste filtreredes fra. I %/2
og /10 normal Natriumhydroxyd vare Oplosningerne fuldstendige, og
disse tillige med Proven i !/s0 normal havde en gullig Farve. Ved
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Blanding med lige Rumfang Maltudtreek bleve Koncentrationerne
af Natriumhydroxyd kun de halve, nemlig /1600, */so0 normal osv.
— Til Sammenligning anstilledes Forsog med det neutraliserede
Maltudtreks Indvirkning paa en melkesur Leguminoplasning (2 /oo
Melkesyre), men Blandingen af de to Vasker fremkaldte en delvis
Udfeeldning af Leguminet. —— Som Faldningsmiddel anvendtes kun
Garvesyre. Passive Fwldninger foretoges i lige Rumfang (10 Cem.)
af Maltudtreek og 1) Legumin med 0,2 procentholdig Mealkesyre,
2) Legumin med '/seo normal Natriumhydroxyd og 3) Legumin
med /200 normal Natriumhydroxyd, hvilket gav henholdsvis 11,54,
11,08 og 10,84 Mgm. Kvealstof i Filtraterne. Forsegene anstil-
ledes ved 479 varede 2 Timer og gave folgende Resultater:

Omdannet N
10 Cem. Mu. + 10 Cem. Legumin med 2 %/o0 Melkes. gav 12,44 Mgm,
— — — l/1600n. NaOH - 1,28 —

—_ - — - — 1/s00 - - 148 —
— - — — — 1400 — - 158 —
s s == —_ — /200 - - 1,60 —
e = — — Y150 — = o154 —
g L = — — Lfi60 — L AT e
- = — — = Yo sl B, TP b
— - — — = 1 — -(1280) —

Tallene for omdannet Kvelstof ere fundne ved at treekke Middel-
tallet af de to ovennavnte passive Feeldninger, 10,96, fra de Kveal-
stofmeengder, der ere fundne i Filtraterne fra de aktive Prover, og
naar de i de to sidste Forseg med /40 0og /20 normal Natrium-
hydroxyd ere blevne saa heje, kommer dette rimeligvis af, at Le-
guminet allerede ved Opvarmningen, for det toges i Anvendelse,
er bleven saaledes omdannet af de heje Alkalikoncentrationer, at
en stor Del af det unddrager sig Feldning med Garvesyre. Sand-
synligvis har der her slet ikke fundet nogen Enzymvirkning Sted,
men der kan herom intet udledes af disse Forseg. De ovrige For-
sogsresultater vise tydeligt nok en meget sterk Sveekkelse, om
ikke en fuldstendig Ophavelse, af Fermentevnen ved Nerveerelsen
af ringe Meangder frit Alkali, og for at komme til Klarhed over,
af hvilken Art denne Indvirkning er, om Natriumhydroxydet de-
struerer Enzymet eller blot er til Hinder for, at det kan virke,
anstilledes med samme Maltudtrek folgende Forseg:

1) Med det ikke neutraliserede Maltudtrek, der inde-
holdt 23,84 Mgm. Total-Kvalstof og bragtes til at indvirke paa
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en melkesur Leguminoplesning, hvorved der i 2 Timer ved
470 omdannedes 18,28 Mgm. Kvealstof.

2) Med et Maltudtrek, der kun forbigaaende neutrali-
seredes (med Fenolftalein som Indikator) med Natriumhydroxyd
til svagt alkalisk Reaktion, men strax efter gjordes sur igjen med
saa megen Melkesyre, som svarede til den tilsatte Meengde Na-
triumhydroxyd. Dette omdannede af en melkesur Leguminoplos-
ning 15,58 Mgm. Kvelstof.

3) Med et Maltudtreek, der var neutraliseret Dagen

“forud og i Mellemtiden havde henstaaet i Isskabet, hvorefter der
blev tilsat saa megen Melkesyre, som svarede til den tilsatte
Meangde Natriumhydroxyd. Ved Indvirkning paa en melkesur Le-
guminoplosning omdannede dette 11,44 Mgm. Kvealstof.

4) Med det melkesure Udtrek af det ved Neutrali-
sation af Maltudtraekket dannede Bundfald (se p. 79).
Der fandtes i 10 Cem. af dette Udtraek 2,25 Mgm. Total-Kvel-
stof. Ved Indvirkning paa en mealkesur Leguminoplesning om-
dannede det 1,00 Mgm. Kvalstof.

Disse Forseg vise, at en rent forbigaaende Neutralisation af

et Maltudtreek vel svekker, men dog langt fra oph@ver dettes
tryptiske Fermentevne, at et Dogns Henstand ved neutral Reaktion
vel bevirker en yderligere Nedgang i Fermentevnen, men at denne
dog endnu er betydelig, naar der igjen tilvejebringes sur Reaktion,
og at det ved Neutralisationen udfeeldede Bundfald, der hoved-
sagelig bestaar af Fosfater, river noget med sig, der har en ganske
svag Fermentevne, hvilket altsaa ogsaa bidrager til at hidfere den ved
Neutralisationen fremkaldte Svaekkelse i Maltudtraekkets Fermentevne.

IlI. Rekke (Forss. 2091—2099, 2109—2122, 2135—2144).
Maltudtraekket blev neutraliseret paa samme Maade som i fore-
gaaende Reakke med Fenolftalein som Indikator. Ved en fore-
lobig Prove kreevedes der for at fremkalde det redlige Skjer i
10 Cem, {ggg} Cem. */10 normal Natriumhydroxydoplesning, hvorefter
der til 300 Cem. Maltudtreek sattes 9 Cem. /1 n. Natriumhydroxyd.
Det herved fmldede Bundfald filtreredes fra, og det neutraliserede
Udtrek indeholdt nu i 10 Cem. 18,66 Mgm. Total-Kvalstof. De an-
vendte Leguminoplesninger tilberedtes i Kulden Dagen forud, men
opvarmedes for Forseget 1 Time paa kogende Vandbad. Det lyk-
kedes at faa Leguminet noget fuldstendigere oplest end i forrige
Rakke, kun i /500 og /200 normal Natriumhydroxyd bleve kjende-
lige Mangder, i */100 normal et Spor uoplest tilbage!. Alle disse

1 Naar Oploseligheden var saa forskjellig fra forrige Raekke, kan det
forklares ved, at det her var et andet Leguminpraeparat, der anvendtes.

I'r. Weis: Proteol. Enzymer. 6
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Prover filtreredes for Brugen. Der anvendtes kun Oplesninger i
/500, /200, /100, */50 0g /25 n. Natriumhydroxydoplesning, der ved
Blanding med lige Rumfang neutraliseret Maltudtrek altsaa kun
bleve halvt saa sterke (!/1000, /100 mormal osv.).

Folgende Bestemmelser gjordes for Forsegene (passive Prover):

10 Cem. Legumin i /500 n. Natriumhydroxyd + 10 Cem. Malt-
udtraek (hvorved altsaa Alkalikoncentrationen blev /1000 normal)
gav feldet med Stannochlorid 15,50, feldet med Garvesyre
9,48 Mgm. Kvelstof i Filtratet.

10 Cem. Legumin i /100 Natriumhydroxyd indeholdt 31,84
Mgm. Total-Kvelstof og gav faldet med henholdsvis Stanno-
chlorid 15,12 og Garvesyre 9,32 Mgm. Kvalstof i Filtraterne.

10 Cem. Legumin i 0,4 procentholdig Mealkesyre + 10 Cem.
neutraliseret Maltudtraek gav feldet med henholdsvis Stanno-
chlorid 15,72 og Garvesyre 10,00 Mgm. Kvelstof i Filtratet.

Samme Leguminoplosning + 10 Cem. ikke neutraliseret Malt-
udtrek (hvortil der dog var sat ligesaa stort et Rumfang Vand,
som der var sat Alkali til det neutraliserede) gav med Stanno-
chlorid 17,32, med Garvesyre 10,40 Mgm. Kvealstof i Filtratet.

De aktive Forsog, der anstilledes ved 50° i 2 Timer, gave

felgende Resultater:
Omdannet N i Filtratet fra

Stannochlorid Garvesyre
Neutral. Mu. + Leg. 1 /1000 n. NaOH 2,17 Mgm. 2,36 Mgm.

S et = 1/400 - 459 — 2,000 —

L Ry —_ /900 - 09D — 1,96° —
=i e /10— 4,45 — 1,52 —

S’ i 1/50 e (3 — 0,44 —

— - — 12 %00 Maelkesyre 9,02 — 7,30 —

Ikke neutral. Mu. — = — 18,08 — 10—

Normalt Natriumecarbonat (Naz COs). (Forss. 2100—2108,
2123—2134, 2145—46). Disse Forseg anstilledes med samme Malt-
udtrek og jevnsides med III. Forsegsreekke over Natriumhydroxyd.
Leguminoplesninger tilberedtes ogsaa paa samme Maade, kun med
den Forskjel, at Oplesningsmidlet var normalt Natriumcarbonat.
Her gik jeg ud fra en /10 Normaloplesning = 0,53 %/, der med
salpetersurt Selvilte gav et gulligt Bundfald, der var ganske frit
for brunlig Tone og altsaa ikke indeholdt noget frit Natriumhydroxyd.
For at undersege, om Oplesningen indeholdt noget Natriumbicarbonat
(NaHCO0s), sattes til 10 Cem. af den henholdsvis 2, 3 og 4 Draaber
/10 normal Natriumhydroxydoplesning og derefter en Draabe Solv-
nitratoplesning. Den brune Farve af Selvilte kom da ferst frem i




Proven med 3 Draaber Natriumhydroxyd, i den med 2 Draaber var
Selvbundfaldet derimod ganske frit for brunlig Tone. Regnes 10 Cem.
til 200 Draaber, findes der altsaa kun c. 1°/p Natriumbicarbonat i
Oplesningen. — Koncentrationerne vare de samme som i Forsegene
med Natriumhydroxyd, nemlig /500, */200, /100, /50, /25 0g /10
normal Natriumcarbonat, der ved Fortynding med Maltudtraek alt-
saa kun bleve halvt saa sterke (%/1000, /100, /200 0sv.). Legu-
minet var en Kjende mere opleseligt heri end i Natriumhydroxyd.

For Forsegene fandtes (i de passive Prover):

110 Cem. Legumin i /500 n. Nag C0Os + 10 Maltudtrek ved Feeld-
ning med Stannochlorid 15,10, med Garvesyre 9,36 Mgm.
Kvelstof 1 Filtratet.

10 Cem. i /100 n. Na2C0s indeholdt 31,20 Mgm. Total N
— 10 - — — 33,36 — —

10 Cem. Legumin i /100 n. Natriumcarbonat + 10 Cem. Malt-
udtreek gav med Stannochlorid 15,04, med Garvesyre 9,40 Mgm.
Kvalstof i Filtratet. De tilsvarende Prover med !/i0 n. Natrium-
carbonat henholdsvis 16,00 og 8,60 Mgm. Kvelstof. (Jfr. Tallene
for 1/10 n. Natriumhydroxyd, p. 82).

Om Parallelforsegene med melkesur Leguminoplesning se p. 82.

De aktive Forseog i 2 Timer ved 50° gave:

Omdannet N i Filtratet fra

Stannochlorid Garvesyre
Mu. + Leg. i /1000 n. NazCOs ......... 3,66 Mgm. 1,98 Mgm.
— —  Yao - L DT 5,13 — 1,94 —
e BT TS (1) L A diflre=—=c v/ 1960 s
— —. Y - o N SR 4,21 — 13—
B e “3eL ol L) eyaleE e b O 405 e DR

Resultaterne af de her omtalte Forseg over Syrers og Basers
Indflydelse paa Proteolysen ere i deres Hovedtrak anskueliggjorte
ved Kurverne paa Tavle XI. Her angive Abscisserne Koncen-
trationerne af de forskjellige Stoffer, udtrykte i Normalvaesker (Tu-
sindedele Gramaquivalenter pr. Liter), og Ordinaterne den Meengde
Kvealstof i Milligram, der i Forsegstiden, 2 Timer, og ved Opti-
mumstemperaturen, 47° har unddraget sig Feldning med Garve-
syre. Lignende Kurver vilde kunne trekkes for den Virksom-
hed, der afdekkes ved Stannochloridfzeldningen, men mine For-
sog have jo kun undtagelsesvis strakt sig hertil. — Det bor dog
betones, som ogsaa allerede tidligere sket, at de paa Tavle XI
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sammenstillede Kurver for saa vidt ikke ere direkte sammenligne-
lige, som de ere Resultater af Forseg med indbyrdes forskjellige
Maltudtreek og tildels med forskjellige Zggehvidestoffer, saa man
navnlig ikke ud derfra, at en Kurve ligger hojere end en anden,
kan slutte, at den paagwldende Syre ogsaa har veret gunstigere
for Proteolysen end den anden.

Ser man nu paa Kurvernes Forleb, saa finder man en vis
parvis Overensstemmelse mellem de to uorganiske Syre paa den
ene Side og de to organiske paa den anden og Parallelitet mellem
de to Alkaliers Indvirkning. Paafaldende for de ferste to Kurver
ere de store Variationer i Virkningen fremkaldt ved ubetydelige
Variationer i Aciditeten. Man vil se, at en mindre omhyggelig
Forsegsanstilling let vilde komme til ganske at overse disse Syrers
Indflydelse. Optimum for dem begge synes at vare naaet, naar
der er tilsat en Syremengde svarende til en Syregrad af den hele
Forsagsvaeske af c. '/100 normal eller for Saltsyrens Vedkommende
ved c. 0,36 %00, for Svovlsyrens ved c. 0,49 %o eller knapt /s Pro-
mille (jfr. Pepsinets Forhold til Saltsyre, hvor Optimum angives til
2--4 Promille). Ved en Syregrad af '/20 mormal (= 1,8 o) for
Saltsyrens, af /50 normal (== c.1%00) for Svovlsyrens Vedkom-
mende er enhver Virkning ophert.

De to organiske Syrers Optimum synes at ligge ved c. /30
0g '/20 normal eller henholdsvis 2 og 3 %00, for Eddikesyrens Ved-
kommende  uden synderlig Variation mellem 2 og 69/. Men af
disse Stoffer taales forholdsvis heje Koncentrationer, saaledes at
der endnu ved /4,5 normal (= 20 %00) for Melkesyrens Vedkom-
mende og /2 normal (= 30 %) for Eddikesyrens Vedkommende
er en kjendelig proteolytisk Virksomhed. De sidste Afsnit af
Kurverne have ikke faaet Plads paa Tavlerne, men ville let kunne
konstrueres i mindre Maalestok efter Tallene i Tabellerne.

For alle fire Kurver er den stejle Stigning op til /100 nor-
mal Syre, hvor til de saa at sige alle folges ad, serlig karakteristisk.

De to Alkalier synes kun at have haft en med Koncentra-
tionen stigende he@mmende Indflydelse paa den tryptiske Virksom-
hed. Ved de svageste Koncentrationer kan Enzymet endnu virke
ganske svagt, men allerede ved '/s0 mormal er Proteolysen helt
standset. Ved den Virksomhed, der afdekkes af Stannochlorid-
feeldningen, synes der dog at vere en ringe Stigning fra /1000 til
!/a00 mormal Alkali (se Tabellerne p. 82 og 83), og skjent der her-
fra ikke foregaar nogen yderligere Stigning, sker der dog heller ikke
noget brat Fald, men Kurverne vilde lobe omtrent parallelt med
Abscisseaksen indtil c. 1/s0 normal. Alt i alt maa man af de an-
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forte Forseg uddrage den Slutning, at alkalisk Reaktion virker
hemmendepaadentryptiske Nedbrydning af de to under-
sogte Aggehvidestoffer (Hvedeprotein og Legumin). — Hvor-
vidt den fremmer Proteolysen af dyriske ASggehvidestoffer (Gelatine),
som Windisch & Schellhorn® have paastaaet, skal jeg ikke ud-
tale mig om. I et enkelt Tilfeelde (Indvirkning paa Oxefibrin i
0,185 procentholdig (c.*/s0 normal) Natriumcarbonatoplesning, som
jeg har undersegt), viste der sig selv efter 24 Timer saa godt
som ingen hverken peptisk eller tryptisk Omdannelse,
men man har naturligvis ikke Lov til at generalisere fra et saa-
dant enkelt Forsog ved kun 1 bestemt Alkalikoncentration (se for-
ovrigt Afsn. IV, 3). —

Skjont der synes at vere en merkelig stor indbyrdes Forskjel
mellem de to organiske og de to uorganiske Syrers Indvirkning
paa Proteolysen, navnlig efter at Optimum for Virkningen er naaet,
er det dog vist muligt at give en simpel Forklaring herpaa, der
samtidig forklarer Alkaliernes Virkemaade, saaledes som Fern-
bach & Hubert? have gjort det i deres tidligere omtalte korte
Meddelelse i »Comptes rendus«. Desvarre give de to Forfattere
slet ingen Tal for deres Forsegsresultater og ingen neermere Op-
lysninger om derves Forsegsanstilling, men fremsatte kun omtrent
folgende Paastande: »Naar et Maltudtreek virker fermentativt enten
i sukkerdannende eller proteolytisk Retning, er det dets Indhold
af primare Fosfater, som fremskynder disse Virkninger, medens de
sekundere Fosfater hemme dem. Nu indeholder et i Kulden til-
beredt Maltudtreek altid en Blanding af begge disse Fosfater, »or
la réaction de l'extrait du malt, acide & la phtaléine, alcaline au
methylorange est celle qu’aurait un mélange de phosphates pri-
maire et secondaire d’'un métal alcalin«. Tilfojelse af Syrer og
Alkalier virker nu ved at omdanne henholdsvis sekundeere Fosfater
til primare og omvendt, og af den Grund virke de ferste frem-
mende indtil en vis Grense, de sidste altid hemmende. Men
Syrernes gavnlige Indflydelse straekker sig kun til det Punkt, da
alt sekundert Fosfat er omdannet til primert o: indtil Reaktionen
paa Methylorange er bleven neutral. Hvad der sattes til (af fri
Syre) herudover, virker igjen heemmende paa Enzymerne. Tilsaet-
ning af Alkalier vil saaledes heller ikke fuldstendig ophaeve al
Enzymvirkning, saalenge der endnu findes primere Fosfater tilstede,
men dog strax virke skadeligt ved at omdanne disse til sekundeere

1 Windisch & Schellhorn: Wochenschr. f. Brauerei XVII. Jahrg.
335 (1900).
2 Fernbach & Hubert: Compt. rend. CXXXI, 293 (1900).
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og normale Salte. Salte, der dekomponere Fosfaterne paa lignende
Maade som Syrer og Alkalier, ville derfor have samme Virkning
som disse. «

Nu er jo netop Forskjellen paa de organiske og de uorganiske
Syrer denne, at de sidste, i Kraft af deres vidtgaaende Dissocia-
tion, virke langt sterkere senderdelende paa de sekundare Fos-
fater end de forste. Det var da af Interesse at se, om der var
en Sammenheng mellem disse Angivelser og de af mig fundne
Love for de forskjellige Syrers og Basers Indflydelse. Skulde
dette vere Tilfeldet, maatte f. Ex. Tilseetningen af saa megen fri
Syre til et Maltudtraek, at det reagerede neutralt paa Methylorange
(o: indtil alle sekundere Fosfater vare omdannede til primere),
netop angive Optimum for den paagjeldende Syres Virkning.

Jeg tilberedte derfor et Maltudtraek paa den sedvanlige Maade
og titrerede det med henholdsvis /10 normal Saltsyre, /7 normal
Svovlsyre og '/1 normal Eddikesyre med Methylorange og med /1o
normal Natriumhydroxyd med Fenolftalein som Indikatorer. Nogen
seéerlig stor Nejagtighed i disse Bestemmelser tilstrebtes ikke 0g
vilde ogsaa for saa vidt veere illusorisk, som der med Hensyn til
Indholdet af primere og sekundere Fosfater er individuelle For-
skjelligheder mellem Maltudtrek; men Resultaterne vare dog fuldt
ud tilfredsstillende til Belysning af det foreliggende Sporgsmaal.

10 Cem. Maltudtrek, hvortil der var sat et Par Draaber Methylo-
range, som gav det en dyb gul Farve, titreredes med de ovennmvnte
Syrer, som til forskjellige Prover sattes i en Mangde af 1/s, 1,
1'/2, 2, 2'/2, 3 og 8'/2 Cem., og det segtes da afgjort, ved hvilken
Mengde det farste rodlige Skjer viste sig, hvilket dog i mnogle
Tilfelde bedst kunde ske efter nogen Tids Henstand, naar det ud-
skilte Bundfald havde sat sig.  Det indtraf efter Tilseetning af

2 Cem. /10 normal Saltsyre

10—y —  Svovlsyre = 2,1 Cem. /10 normal
1)0 == 1/1 e Eddikes. — 10 - 1/10 —

for Eddikesyrens Vedkommende dog ikke skarpt og med meget
svage Overgange ved storre Meaengder.

For at give 10 Cem. Maltudtrek, hvortil der var sat et Par
Draaber Fenolftalein, et svagt redligt Skjer, maatte der anvendes :

¢
;:;} = 2,75 Cecm. /10 normal Natriumhydroxyd(»p]usning.

Disse Bestemmelser lere, at der i det paagjeldende Malt-
udtreek har veeret lidt mere primert end sekundsrt Fosfat, ialt
saa meget, som svarer til c. 4,8 Cem. !/10 Normalvaeske (Fosfor-




syren regnet enbasisk). For at faa alt omdannet til primeert Fosfat
kreevedes der c. 2 Cem. /10 normal Saltsyre og Svovlsyre og c.
10 Cem. /10 normal Eddikesyre, som, hvis de samme Meaengder
Syrer vare fordelte paa 20 Cem. Forsogsveeske, vilde have givet en
Syrekoncentration paa henholdsvis */100 0g /1o normal. Og netop ved
disse Koncentrationer finde vi paa det nmrmeste den storste Virk-
ning af de paagjeldende Syrer (se Tavle XI). Udover disse Kon-
centrationer gaar Virkningen for Saltsyre og Svovlsyre meget brat,
for Eddikesyrens Vedkommende derimod meget langsomt, nedad. —

Ved Tilsatning af 2,75 Cem. /10 normal Natriumhydroxyd-
oplesning til 10 Cem. Maltudtrek blive alle primere Fosfater
omdannede til sekundere. Skulde disse omdannes videre til nor-
male Fosfater, maatte der yderligere tilsttes 4,8 Ccm. /10 normal
Alkali. I den af mig benyttede Forsogsanstilling (se p. 81, IIL Rekke,
og p. 82—83, Natriumcarbonat) er jeg gaaet ud fra et neutraliseret
Maltudtrzek, og en Tilsetning til 20 Cem. Forsogsvaeske (hvori
10 Cem. Maltudtrek) af 4,8 Cem. /10 normal Alkali, vil derfor
svare til en Alkalinitet i den samlede Forsegsveske af c. /a2
normal. Af Forsegene fremgaar nu, at der ved /5o normal Alkali
kun er en yderst ringe proteolytisk Virkning, og forleengedes de
af mig fundne Kurver for Natriumhydroxydets og Natriumcar-
bonatets Indflydelse, vilde de netop skjere Abscisseaxen ved c¢. /a0
normal Alkali eller, hvor Vaskens Alkaliindhold voxer ud over den
til normalt Fosfat svarende Mengde.

Efter denne Overensstemmelse mellem mine Forsegsresultater
og Fernbachs & Huberts Forklaring tvivler jeg ikke om, at
denne i Hovedsagen er rigtig og aabenbart i hejeste Grad vil
kunne tjene til at uddybe vor Forstaaelse af Forholdet mellem
Enzymvirkninger og Syrer, idet de fleste Enzympraeparater vistnok
indeholder fosforsure Salte, og disse saaledes komme til at spille
en overmaade vigtig Rolle ved enzymatiske Processer. —

Alkohol.

Der tilberedtes Oplosninger af 2°/o Protein i Alkohol paa 1,
3, b, 10 og 20 Vegtprocent med den sedvanlige Meengde Mealkesyre
(0,4 °/o). Ved Tilseetning af lige Rumfang Maltudtrak bleve Alkohol-
procenterne da henholdsvis /2, 1%/2, 21/s, 5 og 10°0. For at der
ikke skulde vige Alkoholdampe bort under Forsogene, forsynedes
Kolberne med en gjennemboret Prop, hvorfra et 40 Cem. langt,
snavert Glasror, der lukkedes med en Vanddraabe, ragede i Vejret.
Forsogene varede 2 Timer ved 47° Der anvendtes kun Garvesyre
som Feldningsmiddel. Resultaterne vare:




88

Med 0 %o Alkohol..... 11,25 Mgm. omdannet N
— 1 - e it 1,05 — — e o
e 11/2_ BTN L 10,65 ik wiys. Differens 3,(4
— 25 - e s ol Y= — ]
e BB (e, WOl = — | T
R S 3,85 — e L

En Tilsetning af Alkohol er altsaa altid skadelig, og Virk-
ningen er nesten fuldsteendig proportional med Alkoholmangden.
Den af de ovenanforte Tal tegnede Kurve (Tavle XII) er en fuld-
steendig ret Linje og vilde, om den fortsattes, skjere Abscissen
ved c. 15 %o Alkohol, d.v.s., her skulde Enzymet here fuldstendig
op at virke, hvilket man dog naturligvis ikke uden videre tor
slutte uden direkte Forseg.

Antiseptika.

Man gaar ofte fejlagtic ud fra, at man kan adskille en ren
enzymatisk fra en ren fysiologisk Proces ved Tilsetning af et
Antiseptikum, der skal drabe de Celler, der ere Aarsagen til den
sidste, uden at genere det fra den levende Celle adskilte Enzym.
Men ofte ere de Stoffer, man bringer i Anvendelse, ikke en Gang
1 streengeste Forstand antiseptiske, og paa den anden Side turde
mange Enzymer vare lige saa folsomme overfor visse Antiseptika,
som den levende Celle er det. Sagen er, at man kan ikke gene-
ralisere paa noget Punkt her. Ligesom der findes specifike Gifte
for de enkelte levende Celler, saaledes ogsaa for de enkelte En-
zymer, og det er i Ojeblikket vanskeligt at paavise nogen Lov-
messighed for disse Forhold, ligesom de fleste Giftvirkninger jo i
det hele taget ere ganske gaadefulde.

Naar Folk, der studere Enzymer eller soge at paavise disse,
undertiden komme til negative Resultater, turde det ofte bero paa,
at man ved Anvendelsen af et eller andet Antiseptikum hindrer
det paagjeldende Enzym i at virke. Man burde i den fremtidige
Enzymforskning neje legge sig dette paa Sinde. Netop i det her
studerede Tilfeelde vil man finde et Exempel paa den storste Fol-
somhed overfor nogle af de ved Enzymstudier mest anvendte Antj-
septika, ved Siden af en paafaldende Ufolsomhed overfor andre,

Som det vil fremgaa af det foregaaende, gik jeg snart over
til at anstille mine — kortvarice — Forseg uden Tilseetning  af
noget Antiseptikum, efter at jeg havde erfaret nogle af disses
steerkt sveekkende Indflydelse paa Processen. En tilfeeldig lagt-
tagelse ledede mig senere til specielt at undersoge Toluolets Ind-
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flydelse, og rent teoretiske Betragtninger vare tildels Anledningen
til, at jeg ogsaa gjorde Formolet til Genstand for en serlig Under-
sogelse. Hvad jeg saaledes har at meddele, er ret fragmentarisk,
og noget af det er tidligere offentliggjort!, men jeg har dog flere
nye lagttagelser at tilfeje, som kunne have nogen Interesse.

Den forste Iagttagelse, jeg gjorde, var, at et Maltudtreek, der
havde henstaaet i en Isspand ved 0° i 7 Dage, mattet med
Thymol (der ikke opleses i mere end hejst 1°/), fuldstendig
havde mistet sin proteolytiske Fermentevne, skjent det
ellers var ganske klart og lugtede friskt. Andre Forseg (se p.20)
lerte mig, at Maltudtrek, der henstode paa samme Maade, men
uden nogen Tilseetning, derimod bevarede deres Fermentevne om-
trent usveekket i lige saa lang Tid. Jeg provede da i en Forsegs-
reekke (Forss. 519—534) samtidig Indvirkningen af flere forskjellige
Antiseptika og fik i 2 Timer ved 47° omdannet til Forbindelser,
der ikke feldes af Garvesyre:

Nedgang

Uden Amtiseptikar ottt 9,96 Mgm. N. »
M=ttet med Thymol............. 6,712 — 3,24
— = oo s e s nets 5,82 — 4,14
Med 1 /o Eormol v e o s 3,20 - 6,76
— s BeTIZ0BRYUE s e s et i 2,16 — 7,80
— — SaliCYISTre . e v 0,92 — 9,04

Naar de to sidste Stoffer, skjent ikke serlige kraftige Anti-
septika, have haft en searlig sterk, svekkende Indfiydelse paa
Fermentvirkningen, beror dette dog sikkert paa, at de fremkaldte
en Bundfzldning i Forsegsveesken og derved sandsynligvis have
revet storste Delen af Enzymerne med ned; muligvis kunne de
ogsaa have omdannet Proteinet til et ikke fermentescibelt Stof.
Nogle Mzéskningsforsmg, som jeg forevrigt ikke skal omtale neer-
mere her?, viste nemlig en sterkt foreget Proteolyse ved Til-
setning af 0,2 %o Salicylsyre, hvor denne aabenbart har virket
som Syre og ikke veret tilstede i tilstraekkelig stor Mangde til
at spille nogen Rolle som Faldningsmiddel. Men man ser, at saa
vel Thymol som Chloroform og navnlig Formol have virket sterkt
heemmende paa Proteolysen. —

Jeg har dernwst anstillet serlige Undersegelser over Prote-
olysens Forhold til Formol og Toluol.

1 Fr. Weis: Zeitschr. f. physiol. Chemie XXXI, 84 (1900).
2 Se Fr. Weis: ibid. p. 92—93.




Formaldehyd.

Uden Formol
Med 1 Draabe! Formol =

(i)
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paa Tavle XII). —
1l. Rekke (Forss. 535—548).

turen 479:

£ eyl st

1

Proteinoplosning.

i

— = — — 10,16

. 0,05 °/o Formaldehyd. . .

Uden Formol
Efter /s Time var der omdannet 3,82 Mgm.

Disse Forsegsresultater kunde tyde

meengden efterhaanden blev destrueret, og at Maltudtrakket

‘ 1% Formol efter ca. 1 Times Forleb var gjort omtrent helt uvirk-
somt (se dog Forss. p. 93). — Det vilde her have sin Interesse

at undersoge, om et Maltudtreek kunde gjenvinde sin Fermentevne,

ved at Formolet uddreves ved Opvarmning, hvad jeg, om der ikke

1 Litteraturen havde foreligget Angivelser i modsat Retning om

andre Enzymer, paa Forhaand ikke vilde veare tilbojelig til at tro.

I 2 Timer

hele

ved

Formol. Jeg benyttede hertil den sedvanlige i Handelen
gaaende Formol- eller Formalinoplosning, der indeholder c. 40 %0

I. Rekke (Forss. 549—566) gik ud paa at undersoge for-
skjellige Dosers Indflydelse. For at hindre Formolet i at undvige
vare Forsegskolberne forsynede med Prop.
blev der omdannet (9: unddrog sig Feeldning med Garvesyre).

Paafaldende er den kolossale Virkning, som Tilseetningen af
kun */; Promille Formaldehyd har haft (se forevrigt nederste Kurve

Disse Forsog bleve anstillede
for at undersege, hvor hurtigt en vis Mwngde, her 1% Formol
(= 0,46 Formaldehyd), virker. Ti muligvis standser al Ferment-
virkning efter en vis Tids Forleb, fordi hele Enzymmengden er
destrueret, muligvis bliver en Del af denne intakt under hele For-
sogstiden. Der feldedes kun med Garvesyre. Forsegstempera-
Med 1% Formol
1,12 Mgm. N.
2,14
2,46

Enzym-

Af disse Draaber gik der c.40 paa 1 Cem., og Forsogsvaesken be-
stod iovrigt som sadvanlig af 10 Cem. Maltudtrek -+ 10 Cem.

470
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Benedicenti! angiver, at forskjellige Aggehvidestoffer (Fi-
brin, Blodserum, Kasein, Honseeggehvide og Gelatine) ved lengere
Tids Indvirkning af Formaldehyd blandt flere andre Forandringer
ogsaa undergaar den at blive ufordejelige saavel for Pepsin som
Trypsin, idet Formaldehydet indgaar Forbindelser med de paa-
gjeldende Stoffer. Ved Ophedning i Dampstrem kan det igjen
fraspaltes, og Proteinstofferne gjenvinde deres oprindelige Egen-
skaber. Senere Forfattere have dog for Pepsinets Vedkommende
fundet, at Formaldehyd kun hsemmer, men ikke helt opheaver dets
Virkning. Og senest har Leo Schwarz (»Ueber Verbindungen
der Eiweisskorper mit Aldehyden«)?, bekraftet disse Angivelser.
Han lader Formaldehyd i ringe Mengde (»nogle faa Draaber af
en Formoloplesning«) og i forskjellig lang Tid (fra »sehr kurz bis
2 Monate«) indvirke bl. a. paa Serum-Albumin, hvorved der dannes
Methylen-Serum-Albumin, der indeholder forholdsvis mere Kulstof
og mindre Kvealstof end det oprindelige Serum-Albumin og har
mistet sin Evne til at koagulere ved Kogning. Dette underkaster
han en Fordejelsesproces dels med Pepsin-Saltsyre, dels med
Trypsin-Soda, og som Kontrol lader han de samme Enzymer virke
paa friske Fibrintraade. Som Kriterium paa, om en Fordejelse
har fundet Sted, benytter han Biuretreaktionen. Men hvad enten
han anvendte Methylen-Preparater, der indeholdt frit Formaldehyd
eller ej, gave Forsogene med Trypsin aldrig Biuretreaktion, selv
efter 24 Timer, medens Pepsin-Forsegene altid viste denne efter
ganske kort Tids Forleb. Schwarz slutter deraf, at Formal-
dehydet omdanner Aggehvidestoffet saaledes, at det ikke kan
angribes af Trypsin (men nok af Pepsin). Han refererer i For-
bindelse hermed en Angivelse af Bliss & Novy, der have fore-
taget en systematisk Undersegelse af Formaldehydets Indflydelse
paa Enzymer, at Trypsin let destrueres, medens Pepsin i ugevis
kan taale indtil 5 °/o Formaldehyd — ogsaa et Exempel paa, hvor
specifikt de forskjellige Antiseptika reagere paa Enzymer.

Disse Angivelser foranledigede mig til at anstille lignende
Undersogelser over Formaldehydets Indvirkning paa Hvedeprotein
og Maltudtraek i felgende Forseg:

III. Reekke (Forss. 1955 a—1962 a, 1981--1994). Den 2. April
1901 henstilledes 2 Kolber hver med 100 Cem. af en melkesur
Proteinoplesning (2 °/o), den ene med Tilsetning af 2o Formol og
lukket med Korkprop, den anden uden Formol, men steriliseret ved

1 A.Benedicenti: Arch. fiir Anat. u. Physiol. Phys. Abt. p. 219 (1897).
2 LLeo Sechwarz: Zeitschr. fiir physiol. Chemie XXXI, 460 (1901).
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Opvarmning paa kogende Vandbad og forsynet med Vatprop. Begge
Kolber henstode ved Stuetemperatur og holdt sig fuldstendig klare.
— Den 3. Maj Kl. 3 Eftm. henstilledes 2 Portioner af det samme,
friske Maltudtreek i Isskabet, den ene med 2 9/ Formol, den anden
uden. Den formoliserede Prove havde Dagen efter et opaliserende
Skjer og var noget lysere (Formolet har aabenbart destrueret
Oxydaserne) end den anden, der havde holdt sig fuldkommen klar
og bevaret sin friske Lugt. Den 4. Maj anstilledes Forsegene,
idet de forskjellige Prover blandedes sammen. For Kortheds Skyld
benzvnes nu i det folgende Maltudtraek med og uden Formol hen-
holdsvis ved Mu. 4 og Mu. + og Proteinoplosningerne ligesaa Prot. -+
og Prot. =-. Under de aktive Forseg, der varede 183/4 Time ved
509, viste der sig karakteristiske Forskjelligheder mellem de for-
moliserede og ikke formoliserede Prover, enten ved Dannelsen af
et fyldigt Koagulum eller et krusteformet Bundfald eller Ude-
blivelsen af saadanne (angivet i en swrlig Kolonne som - K,
+ B eller — K, =+ B). Der feldedes baade med Stannochlorid
og med Garvesyre. Det anvendte Maltudtrek, der indeholdt 21,04
Mgm. Total-Kvelstof i 10 Cem., hvoraf 13,64 Mgm. unddrog sig
Feldning med Stannochlorid, 11,08 Mgm. med Garvesyre, var
uden Tils®tning af Formol usedvanlig kraftigt virkende.

|

I

: =
Koagula- | N i Filtrat ro . [‘ N i Filtrat
tions- | fra Stan- | lm;nnc 1‘ fra Garve- | ()m(luvnnel,
‘ feenomen | nochlorid J k& I syre J N

L P W - | vy ik | RO S L =4[ = VIS ST
. ;‘ . Il Mgm. Mgm. ]! Mgm. ’ Mgm.
Mu. + Prot. +........ | +k+B| a1 ( 2480 | 9268 | 11,64
Mu. = Prot. +-........ | +B ” 24,74 8,30 J( 13,68 2,64
Mu. 4 Prot.=-........[ -4-K | 2576 9,32 " 12,92 1,88
Mix S Prot o et o i, ++K | 1984 | 340 [ 11,48 0,44

Halvdelen af den med Formol behandlede Proteinoplosning
blev. nu opvarmet i 20 Minuter paa kogende Vandbad for mulig
at uddrive noget af Formolet og blev derefter i 1%/4 Time ved
529 udsat for Paavirkning af en Del af Maltudtrekket, som ikke
var formoliseret (Mu. =+ Prot. + opvarmet). Til Sammenligning
virkede dette samtidig paa en ikke-formoliseret Proteinoplesning
(Mu. = Prot. <), og en paa anden, der var formoliseret, men ikke
havde varet opvarmet for at uddrive Formolet (Mu. =+ Prot. +).
Resultaterne vare:
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|N i Filtrat | N i FI][I'&I[% Sl
ISera Stan: EOmd(Ennel, | fra Garve- | Om I:nmt
}‘ nochlorid ‘ N {1 syre
iy ezt Il e T ull 5 = il L
“ Mgm. l Mgm. Mgm. \ Mgm.
R RO e A \ 4844 | 3200 9312 | 12,08
| oses | 720 | o | »

Mu. = Prot. 4, ikke opvarmet .. \

Mu. < Prot. -, opvarmet ...... 2768 | 11,24 1444 | 340

\

Jeg skal ikke komme ind paa en Dreftelse af de ejendomme-
lige Koagulationsfzenomener, som jeg kun noterer, fordi de maaske
for andre Spergsmaal kunne have en vis Interesse, men det fremgaar
klart af disse Forseg, at Formaldehydet har en steerkt svaekkende
og saa at sige samme Indflydelse, hvad enten det settes til Pro-
teinoplosningen 1 Maaned forud eller til Maltudtreekket 1 Dag forud.
Swttes det til begge i den anvendte Meengde (2 %o Formol), op-
heever det neesten al proteolytisk Virkning. Det synes at have
serlig steerk Indflydelse paa den Proces, der afdekkes ved Garve-
syrefeldningen eller paa Tryptasen. Men det har dog ikke, som
i Leo Schwarz’ Forseg, helt ophavet hverken den peptiske eller
den tryptiske Virksomhed, det har kun haft en steerkt sveaekkende
Indflydelse paa dem begge. Rimeligst er det at antage, at det
her virker i Forhold til sin Koncentration svekkende paa selve
Enzymerne og ikke i Kraft af, at det med Proteinet har indgaaet
en Forbindelse, som Enzymerne ikke kunne angribe. Paafaldende
er den overordentlig gunstige Indflydelse, som Opvarmningen af den
formoliserede Proteinoplesning i 20 Minuter har haft. Ogsaa dette
er jeg mest tilbejelig til at forklare ved, at Procentmengden af
Formolet er formindsket ved Fordampning af frit Formaldehyd,
skjont Benedicentis Angivelse (se p. 91) om Formaldehyd-Pro-
teinforbindelsens Dekomposition ved Opvarmningi Dampstrem maaske
ogsaa kunde forklare Fanomenet.

Endelig har jeg undersogt, hvilken Indflydelse en lang Tids
Indvirkning af Formol har paa et Maltudtraks proteolytiske Fer-
mentevne. Et Maltudtrek henstod saaledes med 1 %o Formol i
Isskab ved 5° fra 15. Maj til 15. November, hvorefter Fermentevnen
havde forandret sig i folgende Forhold. Efter 2 Timers Indvirkning
ved 50° paa en Proteinoplosning unddrog sig:

Feldning med Stannochlorid, med Garvesyre
den 1HuMaj < it 93,94 Mgm. N. 12,20 Mgm. N.

— ih s Novemberiiad. dilhuii=— 0,68 —
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hvoraf ses, at den tryptiske Fermentevne efter det halve Aar var
saa godt som ophavet, medens den peptiske vel var meget svaekket,
men dog tilstede endnu i kjendelig Grad.

Der ligger her, som man vil se, mange interessante Spergsmaal,
som det nok var verd at tage op til mere indgaaende Behandling.

Toluol. Det eneste af mig anvendte Antiseptikum, der kun
har haft en ringe svekkende Indflydelse paa de proteolytiske En-
zymer 1 Maltudtraek, er Toluol. Paa den anden Side er dets Vaerdi
som Antiseptikum efter de Erfaringer, jeg har gjort, ikke altid,
og navnlig ikke ved de for Bakteriernes Udvikling gunstige Tempe-
raturer, serlig stor, men det er, som det vil fremgaa af de folgende
Forseg, et fortrinligt Middel til ved lave Temperaturer at kenser-
vere et Maltudtraeks proteolytiske og seerlig dets peptiske Evne.
Da Toluol er uoploseligt eller kun yderst lidt opleseligt i Vand,
har den tilsatte Toluolm@ngde sandsynligvis kun lidt at sige;
vigtigt er det derimod, at hele Forsegsvaesken »meettes« med Toluol
ved Gjennemrystning af Massen, og en saadan Matning finder
selvfolgelig lettest Sted, naar der er rigelig Toluol tilstede, hvor-
for der ved Opbevaringen af Maltudtreek helst ber tilsemttes et
helt Lag af Toluol over Forsegsvasken.

Til efterfolgende Forsog (Forss. 2019—2034, 2231—34 og
2257—60) benyttedes et Maltudtrek, der i 10 Cem. indeholdt en
Totalkvelstofmengde af 21,23 Mgm. Det benyttedes dels i frisk
Tilstand med og uden Tils@tning af Toluol, dels efter Henstand i
8 Dage i Isskabet ved 5° og endelig efter Henstand /3 Aar paa
samme Sted. Under Henstanden i Isskabet var det dekket med
et Lag Toluol, og Massen gjennemrystedes godt 3—4 Gange i de
forste 8 Dage, men derefter yderligere kun 3—4 Gange i det
telgende halve Aar. Medens Maltudtrek ved Henstand i Isskabet
uden Toluoltilstning ellers plejede efter 3—4 Dage at blive meget
steerkt sure og uklare, havde dette efter 8 Dages Forleb holdt sig
tuldsteendig friskt og klart, ja selv efter et halvt Aars Henstand
gjorde det et ganske friskt Indtryk, var kun blevet noget morkere,
og der havde dannet sig et ringe Bundfald. Fermentevnen provedes
paa sadvanlic Maade, idet der benyttedes 10 Ccm. Maltudtrek -+
10 Cem. 2 procentholdig Proteinoplesning, en Forsegstid af 2 Timer
ved 50° og som Faldningsmidler saavel Stannochlorid som Garve-
syre. Resultaterne ere sammenstillede i omstaaende Tabel (p.95).

Det fremgaar af denne, at saavel det peptiske som det tryp-
tiske Enzym paavirkes kjendeligt om end saare lidet af ganske
smaa Mengder Toluol, og at Paavirkningenikke bliver vesent-
lig sterkere, selv om Toluolmengden foreges. Det fremgaar end-
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Fzldning med || Fzldning med

‘ Stannochlorid : Garvesyre
| NiFil-| Omd. | NiFil-| Omd.

| tratet N .| tratet | N

e i v b "~ Todtgas [ dgn || Mg | Mg

/5, 1901, friskt Maltudtr., passiv Preve......... 16,32 | » | 9,92 |

- - = mchDr;mber’l‘oluul1 40,26 ‘ 23,94 | 22,12 | 12,20
= —= Sl 5 B it eStlpn ‘ v | 21,16 | 11,24
— — —= B2} -4 = = | » | » 20,96 | 11,04
e 8N s B 8884 1000 20,60, 1088
SRR S e R R R S R T ;20,04;10,12
— — - -10 — png| R0 ‘ » 20,60 | 10,68
15/5 efter 8 Dages Henst. m. Toluol v. 5%, akt. Pr.* | 38,98 i 22,66 19,49 9,07
/11, efter 1/s Aars Henstand med { passiv Preve| 16,28 SR 2 3 I
Toluol \aktiv  — | 31,28 | 1500 | 16,881 3,76

videre af Tabellen, at Maltudtreekkets peptiske Evne slet ikke
er svaekket efter 8 Dages Henstand og efter /2 Aars Henstand
endnu har omtrent 2/s af sin oprindelige Styrke, og den har i
denne lange Tid ligesom hvilet, da Maltudtraekkets Indhold af
Kvalstofforbindelser, der ikke feldes af Stannochlorid, er forbleven
uforandret. Hvad den tryptiske Evne angaar, synes der allerede
efter 8 Dage at vere en begyndende Svakkelse at spore, men
denne er dog saa ringe, at Maltudtreekket endnu efter et halvt
Aars Henstand har en tydelig tryptisk Evne (omtrent /s af den
oprindelige Styrke) og den har i det halve Aar ikke veeret ganske
hvilende, idet Maltudtrekkets Indhold af Kvealstofforbindelser, der
ikke fmeldes af Garvesyre, er voxet kjendeligt.

1V.
ENZYMERNES NATUR OG VIRKEMAADE.

I de Forsog, der ere omtalte i det foregaaende Afsnit, er der
hele Tiden arbejdet med et vandigt Udtrek af Grenmalt paa det

1 Forsegstiden var ved dette Forsog bleven 91/s Time i Stedet for
9 Timer. For Sammenligningens Skyld er derfor de fundne Tal multi-
plicerede med %/5, idet jeg har sat Indvirkningen proportional med
Tiden. Der begaaes derigjennem en Fejl, som gjor denne Reekke
Tal mindre paalidelige.
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Stadium, da Spiringen afbrydes i Maltfabrikationen paa Gl. Carls-
berg (o: paa den 9de Spiringsdag), og dette Udtreks proteolytiske
Fermentevne er maalt ved dets Indvirkning paa en Hvedeprotein-
oplesning eller undtagelsesvis paa en Leguminoplesning. Der er

da undersogt, hvorledes Proteolysen — navnlig i de Faser, der af-
daekkes ved Feldning med Stannochlorid og Garvesyre — er af-

hengig af forskjellige Faktorer som Temperaturen, Tiden, Ferment-
meangden, Proteinets Koncentration, »fremmede« Stoffers Neervearelse
og Korrelationer mellem disse. Da det anvendte Hvedeprotein er
ner beslegtet med de Aggehvidestoffer, der ere aflejrede som Op-
lagsneering i Bygkornet, kan Proteolysen i dette under Spiringen
antages at folge lignende Love, som de af mig fundne.

De indvundne Resultater lade ingen Tvivl tilbage om, at
Proteolysen virkelig er en enzymatisk Proces, der altsaa ogsaa kan
foregaa udenfor den levende Celle, og der paatrenger sig nu en
Reekke Sporgsmaal, som jeg i det folgende skal forsege at give et
mere eller mindre udtoemmende Svar paa, nemlig bl. a.:

1) Om Aarsagen maa seges i et eller flere prote-
olytiske Enzymer, som det er muligt at adskille eller
renfremstille.

2) Hvilke fysiske og kemiske Egenskaber disse have.

3) Hvilke Aggehvidestoffei de kunne omdanne.

4) Hvilke Stoffer der dannes under deres Virk-
somhed.

5) Naar de optraede i den unge Kimplante eller,

6) Om de allerede findes — i aktiv Tilstand eller
som Zymogener — i det uspirede Bygkorn.

Der kunde naturligvis stilles endnu langt flere Spergsmaal,
men til Besvarelsen af ovennavnte mener jeg at kunne give Bi-
drag, selv om disse i enkelte Tilfelde kun blive smaa og util-
fredsstillende.

Jeg har her i det hele taget ikke arbejdet efter en systema-
tisk Plan, men mine Forseg desangaaende ere for en Del at be-
tragte som lejlighedsvise Digressioner fra det, der oprindelig var
min Hovedopgave: at finde de store almindelige Love for Prote-
olysen. Enkelte af Spergsmaalene vare imidlertid saa tillokkende,
at jeg har gjort dem til Gjenstand for en mere indgaaende
Undersogelse.

Den Tidsfelge, hvori Forsegene ere anstillede, har vearet en
anden end den, hvori Resultaterne nu meddeles. Her har jeg
nemlig ment forst at burde fremdrage det, der kan tjene til Be-
lysning af de folgende Spergsmaal, og for at orientere Leaserne




vil jeg desuden paa enkelte Steder anfore mine Slutninger for de
Forsegsresultater, hvorpaa jeg grunder dem.

Som et af de Spergsmaal, der forst treenger sig paa, og som
allerede flere Gange er berert i det foregaaende Afsnit, fremsatter
jeg strax felgende:

1. Findes der i spirende Byg flere proteolytiske Enzymer,
som det er muligt at adskille eller renfremstille?

Paa dette Spergsmaal har jeg allerede tidligere svaret, at jeg
antager, der findes mindst to — et peptisk og et tryptisk — for-
uden et mggehvidekoagulerende, der som Lebe bl. a. ogsaa virker
paa Kaseinet i Melk, og hvorover jeg andetsteds har offentliggjort
nogle Forseg®. Ligeledes har jeg tidligere anfort, at naar jeg taler
om et peptisk og et tryptisk Enzym, saa forstaar jeg herved saa-
danne, af hvilke det ferste kun forer ZEggehvidenedbrydningen ned
til Albumoser og Peptoner eller saadanne Stoffer, der vel feldes
af Garvesyre, men ikke af Stannochlorid, medens det andet ned-
bryder de forst nevnte Omdannelsesprodukter videre til saadanne
Forbindelser, der ikke blot unddrage sig Feldning med Garvesyre,
men ogsaa tildels med Fosfor-Wolframsyre og Uranacetat, og hvor-
imellem der bl. a. findes betydelige M@ngder af Ammoniak samt i
enkelte Tilfrelde (ved Fordejelsen af Fibrin) saadanne Grupper,
der med Bromvand i eddikesur Oplesning give Tryptofanreaktionen.
Til den nsermere Karakteristik af disse Enzymer vil jeg senere
vende tilbage, men her forelobig kun fremlegge Grundene for min
ovennsvnte Paastand, og undersege, hvorvidt de to Enzymer ere
i Stand til at virke uafhengigt af hinanden, eller om der findes
et gensidigt Afhengighedsforhold imellem dem.

Af hele det foregaaende Afsnit vil det fremgaa, at Proteolysen
foregaar i mindst to Faser eller bestaar i to Virksomheder, der
vise et noget forskjelligt Afhengighedsforhold til ydre Faktorer.
En iojnefaldende Forskjel viser sig saaledes ved Temperaturens
Indflydelse paa de to Virksomheder, der afdakkes af henholdsvis
Stannochlorid- og Garvesyrefeldningen (se p. 35 ff). 1Ikke blot
have de to Temperaturkurver en meget forskjellig Form, men
Minimum og Optimum ligge ved forskjellige Temperaturer, saaledes
som jeg har gjort opmarksom paa p. 42—43 (se ogsaa Tavle I).

Forfolges Proteolysen gjennem en lengere Forsegstid, ses der
ogsaa en paafaldende Forskjel mellem de to Virksomheders Forlab.

1 Fr Weis: Zeitschr. fiir physiol. Chemie XXXI, 96 (1900).

¥r. Weis: Proteol. Enzymer. 76
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Ved svage Koncentrationer af Protein (1°0) har den ene (den
peptiske) naaet sit Maximum efter omtrent 3—6 Timers Forleb,
medens den anden (den tryptiske) strax foregaar langsommere, men
til Gjengjeld ogsaa fortswmttes jevnt til henimod 48 Timer, hvor de
Kurver, der angive de to Processer, omtrent skjere hinanden. Og
selv. om der anvendes sterkere Koncentrationer af Protein (2Y/2
og 5%o), er det dog altid karakteristisk for den peptiske Kurve,
at den strax stiger meget stejlt, i den forste Time endog neesten
lodret, men forholdsvis hurtigt bejer sterkt af mod Abscisseaxen,
medens den tryptiske fra Begyndelsen af stiger mindre stejlt, men
saa ogsaa fortsstter i lengere Tid i noget ner samme Retning,
— Her er der naturligvis et indbyrdes Afhengighedsforhold mellem
de to Virksomheder, saaledes at den ene Kurve delvis bestemmes
af den anden, hvad jeg snart skal komme tilbage til.

Endvidere fremgaar det af mine Forseg over »fremmede
Stoffers Indflydelse paa Proteolysen, at de to Faser i denne ofte
paavirkes i ret forskjellig Grad af disse, d. v. s. at de ikke fore-
gaa lige godt i samme Milieu. Sandsynligvis vil man serlig kunne
iagttage dette ved Tilseetning af forskjellige Kvanta Syrer, da disse
jo i det hele spille saa stor en Rolle som zymoplastiske Agentier,
men desverre har jeg ikke naaet at undersege Syrernes Indflydelse
paa mere end den ene af de to Virksomheder, den tryptiske. Der-
imod give mine Forsog over Alkaliers Indvirkning Vink om 0g
Forsegene over forskjellige Antiseptikas Indflydelse tydelice Be-
viser for, at de to Virksomheder virkelig paavirkes i hejst for-
skjellig Grad af et og samme Stof.

Baade Natriumhydroxyd og normalt Natriumcarbonat have en
langt ringere zymoplastisk Evne — hvis de overhovedet have nogen
(Forholdet ved neutral Reaktion er jo som navnt p. 74 ikke nermere
undersogt) — end de undersogte Syrer, og en ganske ringe Til-
setning af Alkali hindrer fuldsteendig Proteolysen. - Swrlig gjelder
dette for den tryptiske Virksomhed, der allerede lammes ved de
mindste Doser Alkali, og dette saa sterkt, at den ved c. 14 normalt
Alkali er fuldstendig opheavet.

Hvorledes forskjellige Antiseptika, og da navnlig Formol 0g
Toluol, virke paa Maltudtraekkets proteolytiske Evne, er udforligt
omtalt p. 88 ff. Jeg kan da her nojes med at gjore opmearksom paa
enkelte serlig fremtredende Treek.

Ser man paa Forholdet mellem den peptiske og tryptiske Ned-
brydning efter en kortere Forsogstid — 2 Timer — , naar der ikke
er tilsat noget Antiseptikum eller andet skadeligt Stof, saa er det
i1 Almindelighed som 2:1, d. v.s. at efter den Tids Forleh har
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omtrent dobbelt saa meget Kvelstof unddraget sig Feeldning med
Stannochlorid som med Garvesyre. Men er der tilsat Antiseptika,
eller navnlig naar Maltudtreekket i nogen Tid, fer Forseget an-
stilles, har veret under Paavirkning af et saadant, forrykkes nasten
altid dette Forhold saaledes, at den tryptiske Nedbrydning svaekkes
steerkere end den peptiske eller tilsidst neesten helt opherer (se
Forss. p.92 og 95). Medens saaledes f. Ex. den peptiske Evne i
et Maltudtreek, der havde henstaaet i '/2 Aar med Toluol, kun var
gaaet ned til c. /s af den oprindelige, var den tryptiske gaaet
ned til c. /s, og i en anden Prove af samme Maltudtrek, der
havde henstaaet med Formol i samme Tid, var Svekkelsen naaet
henholdsvis til e. 1/s og 1/1s af den oprindelige Fermentevne, eller
det indbyrdes Forhold mellem den peptiske og tryptiske Evne var
i Toluolpraparatet blevet som c. 4 : 1, i Formolpraparatet som 7: 1.

De her paapegede Forhold synes mig at tale for, at man maa
soge mindst to Aarsager til de forskjellige Faser af Proteolysen,
og gaar man ud fra, at Processen er enzymatisk — hvilket jo i og
for sig ikke betyder andet, end at man ikke kjender dens egentlige
Aarsag — og antager man Enzymerne for Enheder, enten i kemisk
eller fysisk Forstand, d.v.s. at de enten ere kemiske Individer af
en seregen Konstitution eller molekulere Svingninger af en bestemt
Kvalitet, saa synes det mig ogsaa logisk nedvendigt at henfore de
forskjellige Virksomheder til forskjellige Enzymer, i det mindste
til to. Saa lenge man ikke har andet Kriterium paa Enzymer
end deres Virkninger, maa man for hver specifik Virkning, der
foregaar efter ganske bestemte Love, antage ét Enzym. Man
kunde nok tenke sig, at et og samme Enzym kunde udeve flere
forskjellige Virkninger, d. e. kunde senderdele flere forskjellige Mole-
kuler (saadanne kjendes jo serdeles vel, f. Kx. Emulsin og Myrosin).
Men naar Nedbrydningen af ét Molekule foregaar efter helt andre
Love end Nedbrydningen af andre, eller naar et Maltudtrek ved
forskjellig ydre Paavirkning fuldstendig eller nwsten fuldstendig
mister Evnen til at fremkalde en vis Art af Senderdelinger, medens
dets ovrige Funktioner bevares neesten usviekkede, saa er det vel
nok det naturligste at sege Forklaringen derpaa i, at et eller andet
Enzym destrueres eller sviekkes af denne ydre Faktor, medens andre
ikke paavirkes i saa hej en Grad.

Herfor tale maaske mere end noget af det hidtil fremforte
Resultaterne fra en serlig lille Forsogsraekke. Jeg havde flere
Gange prevet at fremstille et tort Enzympreparat ved til et van-
digt Maltudtrek at sette 3—4 Gange dets Rumfang absolut Alkohol.
Det derved dannede Bundfald filtreredes fra, vaskedes tert med

X
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Alkohol, terredes senere i Vakuum over Svovlsyre, og dets prote-
olytiske Evne prevedes da efter Gjenoplesning i Vand paa swed-
vanlig Maade ved Indvirkning paa en svagt mealkesur Protein-
oplesning. Jeg anvendte her oprindelig kun Garvesyre som Feald-
ningsmiddel og fik da altid intet eller saa smaa Udslag af proteolytisk
(tryptisk) Fermentevne, at jeg var mest tilbejelig til at henregne
dem til Forsegsfejlene og akviescere ved, at det paa denne Maade
ikke vilde lykkes at fremstille et virksomt Enzympraparat.

Senere gik jeg frem paa en lidt anden Maade. 440 Gm.
knust Grenmalt blev digereret med 440 Cem. Glycerin + 150 Cem.
Vand. Efter gjentagne Omreringer henstilledes det i Isskab i to
Dogn, blev derpaa presset, og den udpressede Vaske henstillet paa
Filter i Isskabet endnu et Dogn. Der vandtes paa denne Maade
400 Cem. klart Filtrat, hvoraf 300 Cem. heldtes i tynd Straale i
2 Liter absolut Alkohol. Det udskilte Bundfald filtreredes fra paa
Nutsch og udvaskedes (for Glycerin og Vand) med absolut Alkohol,
henlagdes dernast paa Filtret til Terring i Luften, pulveriseredes
Dagen efter, udvaskedes paany med absolut Alkohol og torredes
igjen ved at ligge i Luften til nzste Dag og derefter i Vakuum
over Svovlsyre i 10 Dage. Det samlede Udbytte var da 4 Gm.
af et hvidt Pulver med gulligt Anstrog. Af dette Pulver digere-
redes 0,5 Gm. med 100 Ccm. Vand og 0,1 Gm. Mzlkesyre, op-
varmedes forbigaaende til 50° og henstilledes i Isskab til neste
Dag. Hvad der var gaaet i Oplesning (Enz.-Aq.) filtreredes fra,
og Resten behandledes med Glycerin, hvori den omtrent fuld-
steendig oplestes; dog filtreredes ogsaa denne Oplosning (Enz.-
Glyc.), fer den toges i Brug. Den proteolytiske Fermentevne
hos de to Oplesninger provedes derefter ved Indvirkning i 2 Timer
ved 50° paa lige Rumfang af en 2 Procents Proteinoplesning i
0,4 procentholdig Malkesyre, hvorved Forsogsvaskernes Indhold
af denne sidste blev henholdsvis 2,5 %0 0g 2 %0. Foruden Garve-
syre anvendtes nu ogsaa Stannochlorid som Faldningsmiddel.
Resultaterne fremgaa af omstaaende Tabel.

Der viste sig altsaa her som tidligere slet ingen Virkning i
den Fase, der afdwkkes af Garvesyren (det negative Tal for »om-
dannet Kvalstof« i sidste Forseg hidrerer naturligvis fra Forsegs-
fejl), medens den peptiske Virkning var ret betydelig i Forhold til
»Enzymaoplosningens Koncentration (som jeg snart skal vende til-
bage til).

Med samme Praparat anstillede jeg derefter endnu en Rakke
Forseg, idet jeg dog her anvendte en dobbelt saa sterk Koncen-
tration (1 %) af Enzymet, fremstillet ved Behandling af det torre
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N i Filtratet e
Feldningsm. MR T ey Aca g
Eft. 2 Timer N
Strax &
ved 509
I 25 I Mgm. .’\I}:TIT ¥Is 77_\[ gl’nﬁi*
ENZe A Qi ine s o a1 oiens Stannochlorid 244 5,64 3,20
e T e WAtk Garvesyre 1,28 " 1,28 0,00
IR B e Stannochlorid 2,10 } 2,10 0,00
e e e Garvesyre 0,70 ‘ 0,40 -+ 0,30

Enzympreparat i 1/2 Time ved 45° med svagt malkesurt Vand.
Efter Filtreringen toges Oplosningen strax i Brug, og da Praepa-
ratet muligvis var for fattigt paa Askebestanddele, sattes der til
Oplesningen 1/2°/o Natriumchlorid. Til Kontrol opvarmedes en Del
af Oplosningen til 100° for at destruere Enzymet, hvorefter den
ikke-kogte og den kogte Del som for blandedes med Proteinoplos-
ningen og henstode hermed i 2 Timer ved 50° Resultaterne vare:

N i Fllratet |
. g = | Omdannet
Feldningsm. JREEN |
Sivas Eft. 2 Timer N
i | ved 509
- i i M‘u‘m,ﬁ s Mgm. \7 g Mgm.
Enzymoplesning ikke kogt. . Stannochlorid 4,32 12,10 7,78
— — Garvesyre 1,78 2,92 1,14
Enzymoplesning kogt...... Stannochlorid 4,08 424 | 0,16
— =yt Garvesyre 1572 1,84 i 0,12

Medens Udslagene for den kogte Enzymoplesning falde ind
under Forsogsfejlene, er der dog en tydelig tryptisk Virkning at
notere ved den ikke kogte Prove. Men den peptiske Virkning er,
proportionalt med Koncentrationen af Enzymerne, ogsaa voxet til
over det dobbelte fra for, og den er ikke synderligt svagere end
den tilsvarende i et friskt Maltudtraek®.

L Dette vil fremgaa af folgende Betragtning. Regner man, at 10 Cem.
af det oprindelige Maltudtrek i Lobet af 2 Timer ved 50° kunne om-
danne 10 Mgm. Kvelstof saaledes, at de unddrage sig Feeldning
med Stannochlorid, saa vilde 300 Cem. kunne omdanne 300 Mgm.
Kvealstof, og 4 Gm. af Enzympraparatet skulde, hvis dette var usveek-
ket, og hvis alt Enzym var udfweldet, kunne gjore det samme, hvorefter
10 Cem. af en 0,5 Procents Oplosning skulde kunne omdanne 3,75 og
10 Cem. af en 1 Procents Oplosning 7,500 Mgm. Kvelstof i 2 Timer.
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Selv om den tryptiske Virksomhed altsaa ikke er helt under-
trykt, er dog Forholdet mellem den peptiske og den tryptiske Fer-
mentevne blevet som 778/, i, = ¢.7/; mod det sedvanlige 2/;, eller
den tryptiske Fermentevne er svikket i endnu hejere Grad end
ved Tilsetning af Antiseptika til et Maltudtrek.

Det ligger da nert at slutte, at af de to proteolytiske En-
zymer, som jeg mener at have paavist i et Maltudtrek, kun det
ene lader sig fremstille nogenlunde usvekket ved den sadvanlige
Udfeldningsmetode med sterk Alkohol. Rimeligvis destrueres det
andet af selve Alkoholen, hvilket stemmer med (se p. 87—88), at den
tryptiske Fase i Proteolysen heemmes meget betydeligt ved Tilset-
ning af Alkohol og omtrent proportionalt med stigende Koncentra-
tioner af dette Stof. Det vilde da naturligvis veere interessant at
faa oplyst, hvorledes Alkohol virker paa den peptiske Fase af
Proteolysen. Maaske man ved Tilsetning heraf kunde hindre, at
Proteolysen gik videre end til Albumose- og Peptondannelse. —
Maaske ere vi ogsaa her inde paa Vejen til en fuldstendig Ad-
skillelse af de to Enzymer og en Renfremstilling af det ene
af dem.

Til et absolut sikkert Bevis for, at der virkelig findes to En-
zymer, maa der stilles det Krav, at deres Virkninger fuldstendig

)

kunne adskilles, og mine Forsog ere jo i saa Henseende ikke helt
fyldestgjorende. Spergsmaalet bliver da ogsaa, om det ene Enzym
kan virke ganske uafheengigt af det andet, eller der er et ensidigt
eller gjensidigt Afhengighedsforhold imellem dem tilstede. Mine
Forseg tyde paa, at det peptiske Enzym kan virke uden det
tryptiskes Medvirkning, men hvor vidt det understottes eller haem-
mes af dette, fremgaar ikke umiddelbart af mine Forsog. Jeg er
imidlertid tilbejelig til at tro, at det tryptiske Enzym — ganske
bortset fra, om det i sig ogsaa besidder Evnen til at peptonisere,
o: danne de forste hydrolytiske Spaltningsprodukter (Albumoser,
Peptoner) — maa understotte det peptiske ved at fjerne dettes
Gjeringsprodukter, der sandsynligvis ellers vilde faa Peptoniseringen
til at standse ved et Ligeveaegtspunkt. Og paa den anden Side
vil det peptiske Enzym sikkert fremskynde den tryptiske Nedbryd-
Nu er der netop med tilsvarende Koncentrationer fundet 3,20 og 7,78
Mgmn. omdannet Kvelstof, saa selv om den proteolytiske Virkning
i et friskt Maltudtraeek her er sat noget lavt. saa kommer det torre
Praeparats peptiske Fermentevne dog neer op imod den smdvanlige,
iszer naar det tages i Betragtning, at en Del af Preparatet gik tabt
under Fremstillingen (om Fermentevnen hos Glycerinudtraek i Sam-
menligning med vandige Udtrek, se p. 105).
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ning ved at besorge de forste Faser i Proteolysen og saaledes
skaffe et simplere bygget Gjeringsmateriale til Veje. Naar den
tryptiske Virksomhed dog skrider langsommere frem end den pep-
tiske, saa forklares dette simpelt dels derved, at den stadig for-
synes med nyt Gjeringsmateriale fra denne, og dels ved, at Gj®rings-
produkterne her ikke fjeernes, med mindre man antager en Raekke
andre Enzymer, der fasevis fare Nedbrydningen af ASggehvidestof-
molekulet videre og videre ned til de simpleste uorganiske For-
bindelser — hvad der a priori ikke vil veere noget i Vejen for
at antage.

Det vilde naturligvis vere haablest paa Grundlag af de fore-
liggende Forseg at begynde paa at drefte, hvorvidt det tryptiske
Enzym ogsaa er i Stand til at peptonisere eller ej. Almindeligvis
antages vel det dyriske Trypsin for at veere et enkelt Enzym, hvad
jeg dog stiller mig hejst tvivlende overfor, og man tilleegger det
ogsaa Kvnen il at danne Albumoser og Peptoner. I saa Fald var
der heller ingen Grund til at nwegte det vegetabilske Trypsin denne
Evne. Men man vil let se, at dette er et yderst vanskeligt Sporgs-
maal at afgjere, da ethvert positivt Udslag af Peptonisering altid
vil kunne forklares derved, at det peptiske Enzym ikke har veret
helt fjernet, og efter alt, hvad der foreligger, synes de tryptiske
Cnzymer at veere langt mere folsomme overfor ydre skadelige Paa-
virkninger end de peptiske®.

Men under alle Omstendigheder maa man have denne Sam-
virken mellem de to Enzymer for Oje, naar man vil finde Love
for de enkeltes Funktioner. De Kurver, der i det foregaaende Af-
snit ere fundne for den peptiske Fase af Proteolysen, vilde mulig-
vis have faaet helt andre Former, hvis ikke samtidig den tryptiske
Virksomhed var foregaaet, saa jeg varger mig her mod den Op-
fattelse, at jeg mener at have fundet saadanne Love for de to
Enzymer, som de ogsaa vilde felge, hvis de virkede hver for sig.
Naar jeg her har segt at analysere, er jeg mig dog fuldt bevidst,
hvor lidet jeg har naaet i Retning af en Adskillelse mellem to
Virksomheder, og jeg vil derfor udtrykkelig betone, at jeg anser
Proteolysen i det spirende Byg for langt mere kompliceret, end at
man skulde kunne udrede dens Forleb i de enkelte Faser efter de

1 Forovrigt kjendes der nu et Enzym. der ikke kan omdanne egentlige
Aggehvidestoffer, men derimod kan spalte Albumoser og Peptoner
til krystallinske Forbindelser, nemlig det af Cohnheim beskrevne
Erepsin (se Zeitschr. f. physiol. Chemi XXXIII, 459 (1901) og
XXXV, 134 (1902).
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Data, jeg har bragt tilveje. Jeg mener snarere, at der herigjennem
er rejst en Rakke nye Problemer,

Dog tror jeg, at man i det her anforte vil finde tilstraekke-
lige Grunde for den Antagelse, at der findes mindst to prote-
olytiske Enzymer (Peptase og Tryptase) i spirende Byg.

2. Kemiske og fysiske Egenskaber.

Hvad jeg herom kan meddele, refererer sig for Sterstedelen
til det tryptiske Enzym, da de fleste Forseg udelukkende ere an-
stillede med Garvesyre som Fealdningsmiddel. Men da der som
oftest er arbejdet med Maltudtreek, hvori altid samtidig det pep-
tiske Enzym har veret til Stede, kunne mine Forsegsresultater ikke
gjore Fordring paa at gjmlde absolut for det enkelte Enzym, der
maaske vilde forholde sig helt anderledes, hvis det var isoleret.
En Rakke Enkeltheder, der naturligst vilde here hjemme her, ere
meddelte i foregaaende Afsnit, hvortil der da blot vil blive hen-
vist (saaledes navnlig til Afsnittet »Fremmede Stoffers Nervarelse«).

Oploselighed. Karakteristisk for vel alle hidtil kjendte Enzymer
er deres Opleselighed i Vand, og i saa Henseende danne de her
omhandlede ikke nogen Undtagelse. Jeg har jo saa godt som altid
arbejdet med et vandigt Udtraek af Malt. Spergsmaalet var imid-
lertid, om ikke andre Oplesningsmidler vare bedre, d. v. S., om
man ikke fik en kraftigere Fermentvirkning ved at tilberede Malt-
udtrekkene paa en anden Maade. Det laa ner at prove at ud-
treekke med en svag Oplesning af en af de Syrer, der havde vist
sig at have en fremmende Indflydelse paa Proteolysen. Jeg har
hertil valgt Malkesyre og anvendt baade Grenmalt og Kolle-
malt. Tillige har jeg provet, hvilken Indflydelse Tilseetningen af
en ringe Maengde Glycerin (2%) havde paa et Grenmaltsud-
treeks Fermentevne.

(Forss. 1155—1170). Her anvendtes Kollemalt, der bley
malet til fint Mel paa en Kvern, og digereredes i 2 Timer i Ts-
skab under Omrering c. hvert 10de Minut.

1) 100 Gm. Malt + 400 Gm. Vand (= Mu.-Aq.).
2) 100 Gm. Malt + 400 Gm. Vand med 0.2 %, Melkesyre
(= Mu.-Lact.)

Til 10 Cem. af Filtraterne sattes 10 Cem. af en 2 procent-
holdig Proteinoplosning med henholdsvis 0,4 og 0,2 %/, Meelkesyre,
saaledes at Koncentrationen af dennme i Forsegsveesken altid blev
0,2 %. Der feldedes strax og efter 2 Timer ved 47° med Garvesyre.




105
N i Filtratet
4 i = || Omdannet

Total-N ‘ T N

T LIter 2 1imer

st | ved 410
Mgm, { Mgm. ' E\Igm ‘ 7:\rigm.
Y A ST e AR 1072 | 59 | 59% 0,04
MR I 1146 | 682 | 172 0,90
Mu.-Aq. 4 Protein. ........ - — | 900 | 310
Mu.-Lact. 4 Protein ....... ‘ — - ‘ 11,62 4,80
1 |

Man ser, at det malkesure Udtreek baade har veret lidt
rigere paa Kvealstof og har haft sterre tryptisk Fermentevne end
det vandige.

(Forss. 1775—1798). Her anvendtes Grenmalt, der knustes
paa s@dvanlic Maade og derefter digereredes:

1) 3 Dele Malt m. 4 Dele Vand (= Mu.-Aq.)

2) — — — —  m. 0,2 % Maelkesyre (= Mu.-
Lact.)
3) = — — — m. 2% Glycerin (Mu.-Glyc.).

Efter c. /e Times Henstand ved almindelig Temperatur under
Omreringer bragtes de forskjellige Portioner paa Filtre og henstode
i Isskab til neste Dag, hvorefter som ovenfor Udtrekkenes Ind-
virkning paa Hvedeprotein ved en Koncentration af Malkesyre paa
0,290 prevedes. Der faldedes strax og efter 2'/2 Time ved 47°
med Garvesyre.

i N i Filtratet
Total-N s O mdannet
&1 i Efter 21/, T. N
ol ved 470
Y PR TR TR AN T e ”“" N TR R
i RO | 1988 | 918 | 2114 11,96
Mut=LactMe s S s s ‘ 22,38 | 11,64 98,82 11,68
1 W B L S R R R 18,90 : 9,28 19,80 10,52

Det vandige og det melkesure Udtrek forholde sig altsaa
praktisk talt ens i Henseende til Fermentevne, medens det sidste
indeholder noget mere baade af Total-Kvealstof og af Kvelstof,
der ikke fwzldes af Garvesyre, — sikkert fordi der er foregaaet en
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Proteolyse i det under selve Extraktionen. Det glycerinholdige
Udtrak staar derimod lidt tilbage for begge de andre, baade i
Henseende til Fermentevne og Kvelstofindhold; men Forskjellen
er dog ubetydelig. — Selve Enzymet er altsaa lige saa godt op-
loseligt 1 Vand som i en svagt sur eller glycerinholdig Vske.
At Tilsetning af Melkesyre understotter dets Virkning, har altsaa
ikke noget med dets Oploselighed at gjore (om Indflydelsen af en
forbigaaende Neutralisering af et surt reagerende friskt Maltud-
treek se p. 81).

At det af vandige og Glycerin-Udtrek af Gronmalt med
sterkt Alkohol udfeldede Bundfald kun har en svag
tryptisk Fermentevne, medens en kraftig peptisk Virkning kunde
paavises i det af Glycerinudtraekket fremstillede Preeparat, er om-
talt ovenfor (p.100 ff.). Rimeligvis vilde et vandigt Udtrek give et
lige saa kraftigt peptisk Preaparat, men dette er ikke direkte
undersogt. Naar den tryptiske Fermentevne kun findes j saa
ringe Grad hos de omtalte Praeparater, kunde man tsenke sig, at
det paagjeldende Enzym forblev i Oplosning. Dette er dog lidet |
sandsynligt, fordi den tryptiske Fermentevne er knyttet til ikke- |
dialysable Forbindelser (som nedenfor skulle omtales), der saa-
ledes efter al Sandsynlighed maatte udfeldes af Alkoholen. |

Det af Glycerinudtreekket med Alkohol udfseldede Produkt, ’
der maa antages at indeholde det peptiske Enzym sammen med
en Del andre Stoffer, hovedsagelig Aggehvidestoffer og Fosfater,
gav oplest i Vand en meget smuk og kraftig Biuretreaktion,
men feldedes ikke fuldstendigt af Stannochlorid,

Diffusionsevne. Hvorvidt de Stoffer, der ere i Besiddelse
af Fermentevne, ogsaa ere i Stand til at diffundere gjennem dy-
riske eller vegetabilske Hinder eller ej, er et Spergsmaal, der har
stor Interesse baade for Afgjerelsen af, til hvilken Stofgruppe de
maa henregnes, og for Forstaaelsen af en Raekke fysiologisk-ke-
miske Processer i den levende Organisme. De fleste Undersegelser
desangaaende have fort til det Resultat, at Enzymerne slet ikke
eller dog kun i meget ringe Grad ere diffusible, og da flere andre
Grunde tale for, at de here til de proteinagtige Forbindelser, ere
de rimeligvis enten egentlige Eggehvidestoffer eller i hyert Fald
ikke mindre komplicerede Afledningsprodukter af disse end Albu-
moser og dermed neer beslegtede Forbindelser. I

De Forseg, jeg har anstillet med de her omhandlede Enzymer,
bekraefte i Hovedsagen den ovenfor anforte almindelige Antagelse.
Af Hensyn til Spergsmaalets store Interesse, og da mine forste
Forseg gave Resultater, der kunde tyde paa en svag Diffusibilitet
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hos Enzymerne, anstillede jeg to Rekker med forskjellige Malt-
udtraek.

I Reekke (Forﬁs 1995—2018). Af et Gronmaltudtrek, der
blev tilberedt den 5. Maj Kl. 4, bleve samme Dag 150 Ccm. an-
bragte i en tet F 1sl\eb]:ue og nedhangte i et Cylinderglas med
150 Cem. destilleret Vand. Det hele blev stillet i Isskab til
neste Dags Formiddag Kl. 10. Der var da 160 Cem. inden i

Bleren (A) og 140 Ccm. udenfor (B). Der udtoges Prever af

begge (A og B) til Bestemmelse af Total-Kvelstof, af Kvealstof,

som ikke feldes af Stannochlorid og Garvesyre, og til Maaling af

de to Oplesningers proteolytiske Fermentevne, saavel i peptisk
som i tryptisk Retning, idet jeg hertil lod dem virke paa en Pro-
teinoplosning i 3 Timer ved 50°.

T : T : ]
“ N i Filtratet fra 10 Cem. 1 N i Filtratet fra 10 Cem.
! [~ oy Protein + 10 Cem. Mu. | Protein + 10 CGem. Mu.
| Total- ‘ feldede m. Stannochlorid | feldede med Garvesyre
L o v
‘ Strax l Sllf::nlu Omd. N i‘ Strax ‘ :sl‘:lfvtii;:‘m, Omd. N
\
1 Mgm, Mgm. } Mgm, Mgm. | Mgm. | Mgm. Mgm.
N 12,22 ’ 9,40 ‘ 9756 | 1816 | 484 | 11,72 | 688
T 092 | 412 | 464 ‘ 052 | 208 ‘ 2,98 ‘ 0,20
fs  Efter yderl. ‘ |
1 Dogns Dialyse | ‘ ‘
Y | 1082 | 884 | 2516 | 1632 | 408 000 6,12
\ \ ‘ .
Ry, i 364 | 548 | 580 | 032 | 344 | 0,08
| | |

Det synes altsaa, som der i det forste Dialysat, B, den 9/
var en ganske ringe baade peptisk og tryptisk Fermentevne, der
dog den folgende Dag var taget betydeligt af, skjont Totalkveel-
stofm@ngden i Dialysatet var betydelig foreget. Men paa saa
smaa Tal kan man naturligvis ikke bygge sikre Slutninger, hvorfor
jeg anstillede folgende nye Forsog.

II. Rwkke (Forss. 2151—2170). Maltudtraekket var tilberedt
den 20. Maj, havde henstaaet i I[sspand, holdt sig fuldstendig
klart og bevaret en meget betydelig Fermentevne, som Forsegene
ville vise. Den 31.Maj bleve 200 Ccm. heraf anbragte i en Blere,
og denne nedsmnket i et smalt Cylinderglas med 100 Cem. destil-
leret Vand, der gik saa hejt op, at Vaskeoverfladen inde i Bleren
stod ¢. /o Cm. hejere end udenfor. Fiskeblerens Taethed var i
Forvejen omhyggelig provet, ved at den i /2 Time for dens An-
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vendelse havde hwngt frit i Luften, fyldt med Vand, uden at af-
give en Draabe af dette. Dagen efter, den 1. Juni, stod Veasken
inde i Bleren 2'/2 Cm. hejere end udenfor, og Rumfanget var
foroget med 18 Cem. For yderligere at konstatere Blwmrens fuld-
komne Tethed blev den, efter at veere tomt, fyldt med 175 Cem.
af det oprindelige Maltudtrek og nedsanket i Cylinderglasset med
100 Cem. Vand. Overfladerne stode da i nejagtig samme Hojde
indeni og udenfor Bleren. Men 2 Dage efter (3. Juni) stod
Overfladen inde i Bleren 3 Cm. hejere end udenfor, og Vandets
Rumfang var formindsket til 75 Cem. Dette foregik inde i Is-
skabet.

L efterfolgende Forseg benwvnes som for Vasken inde i
Bleren A, Dialysatet udenfor B og det oprindelige Maltudtrek
vopr. Mu.«. Der feldedes kun med Stannochlorid,

( N i Filtratet fra 10 Cem. Protein -+ 10

|

T

‘ | Gem. Mu. feldede med Stannochlorid
’ Total-N \’7 AL SR e gl D T SN
“ [ Strax Efter 2‘,"}. ’ll;im(, ' Omdannet N
“‘ ‘} f ved 50 |
R T 7771(7 7\;#.“: 5N N AiiM;_:m. Mgm. ' Mgm.

Oprindeligt Mu...... ” L8l 15,74 42,68 ‘ 26,94

A e % 15,87 / 12,30 38,18 25,88

B e e i h 48 | 8 872 | +002

Hvis man regner efter, vil man finde Summen af Totalkvsel-
stofmangden i A og B noget storre end i det oprindelige Malt-
udtrek, idet:

Total-N i 10 Cem. A = 15,87 Mgm.; i 218 Cem. da = 345,97 Mgm.
gt — B= 748 — ;i 82 — = 6134 —
ialt... 407,31 Mgm.
men
Total-N i 10 Cem. opr. Mu. = 19,37 giver i 200 Ccm. Mu. 387,40 —
Diff... 19,91 Mgm.
hvorefter c. 20 Mgm. Kvelstof maa hidrore fra Fiskebleren, der
sandsynligvis ogsaa er bleven paavirket af de proteolytiske En-
zZymer,
Forevrigt er Resultatet af disse Forseg, at tiltrods for den

o

us@dvanlig store Fermentevne i det anvendte Maltudtrek, og




skjent en storre Mengde Kvalstof er diffunderet ud end i forrige
Forsegsrekke, er der dog ikke nogen kjendelig peptisk Ferment-
evne at konstatere i Dialysatet, eller at intet peptisk Enzym
er diffunderet ud.

Hvis Resultaterne fra ferste Forsegsraekke ikke skulle henregnes
til at falde ind under Greenserne for Forsegsfejlene, saa maa man
som Slutning af begge Forsegsreekker i hvert KFald sige, at de
proteolytiske Enzymer i et Maltudtrek kun i yderst
ringe Grad kunne diffundere gjennem en dyrisk Hinde
som den her anvendte.

Modstandskraft mod ydre Faktorer. 1) Indterring. —
Vil man undersoge Indterringens Indflydelse paa de proteoly-
tiske Fermenter, maa man naturligvis tillige tage Hensyn til den
Temperatur, ved hvilken den er foretagen, saa man her i
Virkeligheden har med en dobbelt Faktor at gjere. Ved Mal-
tens Tilberedning i Praksis undergaar den som bekjendt tilsidst
en Indterring, idet den enten terres i Luften ved almindelig Tem-
peratur (Luftmalt) eller paa Keolle ved stigende Temperaturer,
der f. Ex. paa Gamle Carlsbergs Malteri tilsidst naa op imod
90°—95° (Kellemalt). Det er jo ogsaa en bekjendt Sag,
at naar Temperaturen stiger langsomt, efterhaanden som Ind-
torringen finder Sted, kunne Enzympreparater taale en meget
hejere Temperatur (over 100° ja indtil 150°), end naar de i
fugtig Tilstand pludselig udswttes for en hej Varme. Det er da
naturligt at vente at finde den proteolytiske Fermentevne bevaret
i Kollemalt, og i det foregaaende er der ogsaa lejlighedsvis anfort
Forseg, som vise, at denne Antagelse er rigtig (se p. 104). Men
Spergsmaalet om, hvorvidt Fermentevnen er svekket eller muligvis
foroget (hvilket sidste dog er lidet sandsynligt) under Kolle-
torringen, kan jeg ikke besvare afgjerende, da jeg ikke har for-
fulgt samme Maltproves proteolytiske Fermentevne fra Gronmalt
af under de forskjellige Stadier af Terringsprocessen, og jeg i det
hele taget ikke har lagt sewrlig Veaegt paa at sammenligne Fer-
mentevnen i mine forskjellige Udtraek eller her i Grenmalt og
Kollemalt. Angaaende dette Spergsmaal maa jeg indskyde den
Bemerkning, at man ved saadanne Sammenligninger kan gaa ud
fra forskjellige Enheder for Maltudtreekkets Styrke, f. Ex. enten
dets Toerstof- eller dets Kvelstofindhold, der muligvis ikke altid
ville korrespondere og sikkert ville give ret forskjellige Resultater
med Hensyn til Fermentevnen. Hvor jeg har segt at sammenligne
Fermentevnen af forskjellige Udtreek (f. Ex. ved Undersegelsen af
Fermenternes Optreeden under Spiringsprocessen) (se Afsnit V, 1)
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er jeg gaaet ud fra Kvelstofindholdet som Enhed, hvad jeg mener

vil give de hbedste Resultater i dette Tilfeelde. I de nedenanforte
Forseg ere Maltudtreekkene tilberedte af Malt og Vand i forskjel-
lige Forhold, og deres Kvealstofindhold saa vel som deres Fer-
mentevne have da ogsaa veret hejst forskjellige, hvilket tildels kan
bero paa individuelle Forskjelligheder mellem Maltproverne ind-
byrdes.

(Forss. 671—680, 1187—1206). Kollemalten blev malet fint
og udrert med forskjellige Mengder Vand under hyppig Omrering
i 1/2—1 Time ved almindelig Temperatur. Derpaa Henstand paa
Filter i Isskab til neste Dag. Filtratet har dernsest som sed-
vanlig indvirket paa en mealkesur Proteinoplesning.

| || NiPFiltr. fra 10 Gem. Mu. 4
| Total-N 10 Prot. fieldede m. Garvesyre
I1i10 Cem. |
IS [

i\ Mu. ;( Strax H\'::] -':fflm'\ Omdan. N
| | ‘
T i “ Mgm. ‘i Mgm. i it oI S
1 Del Malt 4~ 2 D.Vand ......... | 2206 | 1074 | 2264 11,90
FEM ey AR MR 4 R | 1320 b g ineneme ] | oo
et gttt e | 1020 | 574 | 9% | 416
1 - — 4 - —  (kogt).... r‘ 1028 | 5,64 (¥ “bj62 ‘f:ﬂ(mz

o) s il 1 o

Man ser her en meget betydelig tryptisk Fermentevne i det
Udtreek, der er tilberedt af 1 Del Malt + 2 Dele Vand, men som
i Kvzlstofindhold kun staar lidt hojere end de almindelige Gronmalt-
udtreek, medens dets Torstofindhold med den store Mengde Sukker
maa vere langt storre (Greonmalten indeholder jo selv c. 509/
Vand). I de Prever, der ere tilberedte med en til Gronmalt-
udtreekkene svarende Vandmengde (1--4), ere saavel Kvealstofind-
hold som Fermentevne betydeligt lavere end det almindelige, og
selvfolgelig er Fermentevnen ganske tabt i den kogte Prove. (Se
forevrigt ogsaa Forsegene p. 105).

I en anden Forsegsreekke (881—894) har jeg undersogt,
hvilken Indflydelse Inddampningen til Terhed af et Gron-
maltudtrek havde paa dettes Fermentevne. Udtrekket blev
tilberedt paa sadvanlic Maade af 3 Dele Malt paa 4 Dele Vand
og dets oprindelige tryptiske Fermentevne bestemt ved Indvirkning
paa Protein i 1!/ Time ved 45 samme Dag som det blev til-
beredt. Den var forevrigt ikke swrlig stor. Efter Henstand i Is-




skabet til neste Dag bleve 400 Cem. af Udtreekket (den 9. Januar
1900) anbragte i en 4 Liters Kolbe, der for at undgaa, at Skum
gik over, var forbundet med en anden omvendt Kolbe af samme
Sterrelse, hvorefter der inddampedes ved 20—30 Mm.s Kvegsolv-
tryk og en Temperatur inde i Kolben, der svingede mellem 30°
og 37°% men i Reglen var 31°—32°% I Begyndelsen skummede
Veaesken meget sterkt. Efter 3 Degns Forleb var der kun en
sirupstyk Masse tilbage, der tilsidst under stadigt Vakuum ind-
dampedes ved 40°—50° til en fast Skorpe, medens det neje paa-
saaes, at Temperaturen ikke gik over 50° For at faa Skorpen
fjeernet fra Kolben, maatte dennes Bund skjeres ud. Skorpen
torredes nu i Vakuum over Svovlsyre ved almindelig Temperatur
fra den 12.—16. Januar, blev derefter pulveriseret fint til et brunt
Pulver, og dens tryptiske IFermentevne undersogtes. Den oplostes
i forskjellige Mengder Vand, der gave meget merke Oplosninger;
10 Cem. af disse blandedes med 10 Cem. af den seedvanlige Pro-
teinoplesning, og der bestemtes, hvor meget Kvelstof der strax,
og hvor meget der efter 1'/> Time ved 45° unddrog sig Feldning
med Garvesyre.

| N i Filtratet fra Garvesyref@ldningen

|
‘I ’ Efter 11/, Time |
|

‘ Strax vod 450 Omdannet N

1‘ Mgm. Mgm. Mgm.
ErigktaMalindinealains S l 7,24 | 13,52 6,28
420 or MATOEXETAKEL - oo oo s nis e rsrats ‘} 5,64 8,48 9 84

| |
A e T ’ 10,92 1608 | 516

Man ser, at der er bevaret en forholdsvis betydelig tryptisk
Fermentevne under den langvarige Inddampnings- og Indterrings-
proces, men de foreliggende Forsogsdata ere dog ikke tilstreekke-
lige til at afgjere, hvor stor Sveekkelsen har veret. Da Enzymet
under Inddampningen har faaet Lejlighed til at indvirke paa selve
Maltudtraeekkets Aggehvidestoffer og omdanne dem til Forbindelser,
der ikke fmldes af Garvesyre, vil de 8%/ Maltextrakt vel omtrent
svare til det oprindelige Maltudtreks Kvelstofindhold, og Svaek-
kelsen af Fermentevnen har da veret ganske ubetydelig.

Alt i alt ses det, at det tryptiske Enzym meget vel taaler
Indterring baade ved hejere og lavere Temperaturer, og at det
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derfor kan veare virksomt tilstede saavel i Kollemalt som i Malt-
extraktpreparater, der ere tilberedte ved Inddampning ved lave
Temperaturer. Der er da al Grund til at tro, at det peptiske
Enzym ogsaa taaler denne Proces, da det jo ellers altid tidligere
viste sig mere modstandsdygtig end det tryptiske mod ydre Fak-
torers Indvirkning. Men dette Forhold har jeg endnu ikke
undersogt.

2) Kogning eller Opvarmning i oplest Tilstand til over
709 taaler, som vi have set, intet af de to Enzymer (se p. 38 ff.
og p.110).

3) Udfrysning synes derimod ikke at have nogen seerlig
skadelig Indvirkning, i hvert Fald ikke paa det tryptiske Enzym,
som jeg alene har undersegt. Snarere er det muligt ved delvis
Udfrysning at forsteerke et Maltudtraeks proteolytiske Fermentevne,
idet kun en ringe Del af Enzymet gaar med i det, der forst fryser.
Efterfolgende Forseg ere anstillede med 3 forskjellige Maltudtraek
af forskjellig Alder. Denne sidste Faktor har dog sikkert ikke
haft nogen svekkende Indflydelse paa Fermentevnen, da Tempera-
turen har veret saa lav (se senere p. 115), men derimod maa
man naturligvis regne med de individuelle Forskjelligheder mellem
de 3 Maltprever.

(Forss. 76—87). Maltudtraekkene tilberedtes af 1 Del Gron-
malt + 2 Dele Vand. I har veret fuldstendig frosset, af II kun
Halvdelen, IIT slet ikke. Smeltningen blev foretaget i Isskabet
ved 4°—5°% 10 Cem. Maltudtrek + 10 Cem. Proteinoplosning.

‘ ! N'i Filtr. fra Garvesyre
Maltudtrek- ; )

kenes Alder ( Strax L\':(; 5—”‘:‘ Omd. N

7 r " Mgm., A\]j:l;]. 7 | Mgm.

{ a. Den forst smeltede Halvdel| 4 Degn | 9,30 15,32 } 6,02

L | b. Den sidst smeltede Halvdel | 4 — 348 4,84 ‘ 1,36

i J @ Harikke varet frosset....| 2 — | 776 | 1352 f 5,76
L \ b. Har vearet frosset ........ | 2 — ‘ 2,30 3,38 1,08

1L Slet ikke frosset.............. |1 — | est | 1w ' 5,08

Af et Maltudtraek, der har veret gjennemfrosset, smelter alt-
saa forst den Del, der bl. a. indeholder det tryptiske Enzym (I),

og efter IT er det ogsaa den Del, der fryser sidst. Dog har den
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forst frosne Halvdel (ILb) af et Maltudtrsk ogsaa en svag tryp-
tisk Fermentevne, i Overensstemmelse med, at en tilsvarende
Meangde af Kvelstofindholdet er udfrosset.

4) Belysnings Indflydelse er undersegt i folgende Forseg:

I. Rekke (Forss. 895—914). 13. Marts 1900. Af et Malt-
udtreek er der, samme Dag som det blev tilberedt, o: saa snart
en tilstreekkelig Ma@ngde var leben igjennem Filtret, taget 3 Por-
tioner. En af disse blev strax stillet i Isskab (i Merke, som
sedvanlig), de to andre heldtes paa gjennemsigtige Flasker, der
stilledes mellem de dobbelte Ruder i et Vindue mod Vest fra
Kl. 3'/2 Eftm. til Solnedgang (c. Kl. 6), den ene dog dakket af en
sortmalet Paphatte, som Sollyset ikke kunde traenge igjennem, den
anden utildeekket oven paa Paphatten, for at Temperaturen kunde
vaere nogenlunde ens i begge Flasker. Luften var den Dag ual-

N i Filtratet [
Eot e Omdannet

Shiee Efter 2 'I-‘_imcr N
‘ ved 479
¥ V ; b Mgm. ST I;Igm‘ K 3 ﬁrf\rlgrm.
i Proven fra Isskabet............ 7,96 ‘ 1840 ‘ 10,44
— fra Morke-Flasken .. ... 6,44 ‘ 16,84 10,40
— fra Lys-Flasken ........ ‘4 6,981 ‘ 16,00 9,02

mindelig klar og Himlen fuldstendig skyfri, og den naeste Dag var
det samme Tilfeeldet. Flaskerne henstode Dagen efter paa samme
Sted til KI. 2, altsaa i spredt Sollys indtil KI. 12 og i c. 2 Timers
direkte Sollys. I 10 Cem. af de forskjellige Prover blandet med
10 Cem. af en 2 Procents Proteinoplesning fmldedes nu strax
samt efter 2 Timers Henstand i Vandbad ved 47° med Garvesyre.

Samme Dag (den 14. Marts) blev der af den Prove, der
Natten over havde henstaaet i Isskabet, anbragt en Del i Lys,
en anden i Morke paa samme Maade som ovenfor fra Kl. 2 Eftm.
til neste Dag, da der igjen blev experimenteret med dem. Jeg
fandt da:

1 Man skulde vente at finde Tallene i denne Kolonne nogenlunde ens.
Jeg er ikke rigtig i Stand til at forklare, hvorfor de ikke ere det.
Maaske har der veret Bakterier med i Spillet, som have oparbejdet
Amid-Kvzlstof til saadanne Forbindelser, der faldes af Garvesyre.

Pr, Weis: Proteol. Enzymer, 8
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N i Filtratel ‘

N Pt Omdannet
1i N : E“i';f;il"” ? N
N [
T TR 5 i erm. = 7;‘7 \mn; ‘ 7 Mgm.
i Proven fra Morke-Flasken ...... r 8,20 17,26 \ 9,06
— fra Lys-Flasken ........ 8,30 16,60 }‘ 8,30

II. Rekke (Forss. 2083—2090). 17. Maj 1901. Et ligeledes
friskt tilberedt Maltudtreek henstilledes i smalle Cylinderglas, det
ene dakket af den merke Papheette, i et Vindue mod Vest fra

31/2 Eftm. til Solnedgang (KI. c.8) og Dagen efter i et Par
Formiddagstimer i et Vindue mod Syd med sterkt direkte Sollys.
Vejret var ligesom den 13.—14. Marts ualmindelig smukt, Luften
klar og Himlen skyfri. For at udelukke Bakterievegetation var
der til hver Prove sat 4 Draaber Toluol. Fer og efter For-
sogene feldedes der baade med Stannochlorid og Garvesyre.

- — -
| \' N i Filtratet ‘
| Feldnings-

“ e ] Omdannet
middel H Strax | her i ‘ N
“ ’ 17 ved 500 ‘r
R A e 7 1 Mgm. | Mgm, ‘i T
Morke-Proven. ... .. “ Stannochlorid | 12,88 35,08 H 92,20
— LA f Garvesyre 8,92 ‘ 16,16 | 7,24
Lys-Proven........ I Stannochlorid ‘ 12,72 ’ 34,24 i 21,52
| 936 1 158 | 648

P St e o e u Garvesyre
|

|

Begge disse Forsegsreekker bekraefte hinanden og sige, at

(=t} =) (=] e
flere Timers Bestraaling af direkte Sollys om over-
hovedet saa kun i meget ringe Grad virker svekkende
paa den proteolytiske Fermentevne, og at baade det
peptiske og tryptiske Enzym forholde sig omtrent ens
i saa Henseende. — Dette turde vere af Betydning for de for
Lyset sterkt udsatte voxende Planter, der, navnlig i ganske ung
Tilstand, blive gjennemstraalede af Solen. De kunne altsaa uden

5 g)

Hinder ogsaa i Sollyset forrette den nedbrydende Del af deres
ZEggehvideomsatning. Noget andet er, at denne bliver sarlio
oD = ) ) (=]
fremtreedende hos Kimplanter, der voxe i Merke, ved Ophobning
I g
af Asparagin, Glutamin o. . (Schulze); thi her mangler Be-
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tingelserne for Oparbejdelsen af disse Amider til Aiggehvidestoffer
ved Forening med de kvelstoffrie Kulsyreassimilationsprodukter.

5) Syrers, Alkaliers og Antiseptikas Indvirkning paa
Maltudtrakkets proteolytiske Enzymer er omtalt i Afsnit III, 8,
p. 73 ff. Her skal kun erindres om, at det tryptiske Enzym gjen-
nemgaaende viste sig langt mere folsomt overfor disse Stoffers,
navnlig Antiseptikas, Indvirkning end det peptiske, men forevrigt
henvises der til det paagjeldende Sted.

6) Henstand (Alder) er Indbegrebet af en Rakke Faktorer,
hvis Virkninger ikke altid ere lette at adskille. Om en Enzym-
oplesning er holdbar eller ej, betyder da kun, at den er mod-
standsdygtig overfor en fortsat Indvirkning af saadanne Agentier,
hvis Tilstedeveerelse man i det givne Tilfzelde maa regne med,
f. Ex. alle de andre oploselige Stoffer, der forekomme naturligt i
Forbindelse med Enzymet, og som det ikke er muligt i Praxis at
adskille fra det. Hertil here i det givne Tilfaelde f. Ex. de for-
skjellige Salte, som findes i et Maltudtreek, eller de Forbindelser,
som dannes ved selve Enzymernes Virksomhed, og hertil hore
forst og fremmest de proteolytiske Enzymer selv, der kunne tenkes
enten at destruere hinanden indbyrdes eller endogsaa sig selv, ved
Autodigestion. (Det er saaledes kjendt, at det proteolytiske
Enzym i Pressesaft fra Gjerceller meget let destruerer Zymasen
ved en Fordejelsesakt). Endvidere maa man regne med Tilstede-
verelsen af Bakterier, der enten direkte kunne destruere En-
zymerne eller danne saadanne Stofskifte- og Gjeeringsprodukter,
der ere skadelige for disse. — Skal man udelukke saadanne Virk-
ninger, maa man da enten holde Enzymoplesningen ved saa lav
en Temperatur, at de kemiske Omsatninger i den, hvad enten de
foraarsages af IEnzymerne selv, af Bakterier eller paa anden
Maade, undertrykkes — og kan man gjere dette fuldstendigt,
turde Fermentevnen ogsaa holde sig usvekket i ubegrenset Tid
— eller ogsaa maa man tils@tte saadanne Stoffer, der, som Anti-
septika, i hvert Fald forhindre Bakterier i at gjere Skade. I
sidste Tilfzelde maa man saa igjen regue med, at selve det anti-
septiske Stof ogsaa kan eve en skadelig Indflydelse paa Enzymet.
Hvis alle disse Faktorer elimineres, falder efter. min Mening
ogsaa Begrebet »Alderens Indflydelse«, der jevnlig anvendes i
Litteraturen, bort, selv om det ofte praktisk talt er bekvemt at
benytte en saadan Betegnelse for at spare sig Opremsningen af
en Rakke underforstaaede Faktorer.

Hvad nu mine Erfaringer angaaende »Alderens Indflydelse«
i ovennsevnte Forstand paa Maltudtrekkets proteolytiske Enzymer

g
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angaar, saa har jeg tidligere (p.20 og 95) omtalt, hvor leenge man

kan bevare Fermentevnen i Maltudtraek ved Tilsaetning af Toluol, der

dog altid sveekker noget, eller ved Afkjeling til 0° Nedsenket i
Is holder et Maltudtreek sig saa godt som usvakket i det mindste
i over 8 Dage og sikkert endnu meget lengere, hvis man kan
passe. stadig at sette frisk Is til. Ved 4°—5% (i et Isskab)
indtreeder derimod efter nogle Dages Forlob en sur Gjaring, og
Fermentevnen tabes fuldstendig, med mindre Bakterierne holdes
borte ved Tilsetning af Toluol. Ved en passende Behandling viser
altsaa serlig det peptiske, men dog ogsaa det tryptiske Enzym, sig
ret holdbart i oplest Tilstand. Hvordan det peptiske Enzym holder
sig i ter Tilstand, udfeldet ved Alkohol, har jeg ikke undersegt.
(Om det tryptiske, se p. 109 ff.)

3. Indvirkning paa forskjellige Aggehvidestoffer. Ligheder
med dyrisk Pepsin og Trypsin.

Det har efterhaanden vist sig, at flere Enzymer ikke virke
saa specifikt, som man oprindelig antog, men at samme Enzym
endogsaa undertiden kan virke paa tilsyneladende ret fjeernt be-
slegtede Stoffer. Om man herfra (med Emil Fischer) tor
slutte til en vis Overensstemmelse i disse Stoffers molekulzre
Struktur, skal jeg lade staa hen. Det har da i ethvert Tilfzlde
sin Interesse at samle saa mange Data som muligt af den Art.
Jeg har derfor undersogt, hvorledes de i Maltudtraekket verende
proteolytiske Enzymer forholde sig overfor en Reekke Aiggehvide-
stoffer, dels nar beslegtede, dels mere forskjellige, indenfor
Planteriget, og endelig — hvad der ikke har mindst Interesse —
en Del af animalsk Oprindelse. For at faa nogle Holdepunkter
for den Udstraekning, i hvilken Omdannelsen foregaar, har jeg til
Sammenligning samtidig ladet dyrisk Pepsin og Trypsin virke paa
de samme Stoffer. Og endelig har jeg i enkelte Tilfeelde ladet
dyrisk Pepsin virke ogsaa paa Planteeggehvidestoffer. Der er
saaledes 1 dette Afsnit blandet flere Spergsmaal sammen, som
maaske hver for sig kunde gjore Fordring paa en swrskilt Be-
handling. Men da jeg synes, de gjensidig belyse hinanden paa
flere Maader, og for at undgaa for mange Gjentagelser, tager jeg
dem her under et.

Ved denne Forsegsanstilling har der undertiden vist sig Van-
skeligheder deri, at de dyriske Enzymer have deres Optimal-
punkter for Temperaturen, Syre- og Alkalikoncentrationen liggende
forskjelligt . fra de vegetabilske Enzymers tilsvarende Optimal-




punkter. Og da man dog for at kunne drage nogen fornuftig
Sammenligning maa lade de respektive Enzymer virke under de
for dem gunstigste Betingelser, er der i nogle af mine Forseg og-
saa taget Hensyn hertil, saa de enkelte Forseg indenfor samme
Reakke ere anstillede under noget forskjellige ydre Kaar.

Jeg anferer mine Forsogsreekker i en noget anden Orden end
den kronologiske, hvori de ere anstillede, saaledes som det vil
fremgaa af Forsegsnumrene.

I. Rekke (Forss.1341—1372). Her undersegtes samme Malt-
udtreeks Indvirkning paa en Rewmkke nerbeslegtede Planteegge-
hvidestoffer, nemlig de af Kjeldahl benavnede »Glutiner« af for-
skjellige Kornsorter (se p.24—25), som jeg dog her foretreekker i
Almindelighed at benzvne Proteiner, og Legumin af Alrter samt
paa et dyrisk Aggehvidestof, Kasein (Handelspraeparat fra Kahl-
baum). Praparaterne af Hvede-, Byg- og Maltprotein frem-
stillede jeg selv paa den p. 21 angivne Maade; to efter samme
Metode fremstillede Preeparater af Rug- og Havreprotein samt
Leguminet bleve mig velvilligst overladte af min Kollega, Hr.
Assistent Carl Pedersen. Der tilberedtes af alle disse Stoffer
2 Procents Oplosninger i 0,4 procentholdig Malkesyre, og ved
1 Dogns Henstand ved almindelig Temperatur havde de oplest
sig fuldstendigt med Undtagelse af Maltproteinet, Leguminet og
Kaseinet. Det sidste dannede et lest Bundfald med en oven-
staaende klar Vaske, Leguminet havde dannet en klar tyk Gelée,
ispraengt uopleste, hvide Klumper, og Maltproteinet en gulbrun,
uigjennemsigtig Emulsion uden at have afsat Bundfald. (Dette
sidste Praparat var sikkert ikke rent.) Ved Opvarmning paa
Vandbad gav Leguminet imidlertid en fuldstendig klar Oplos-
ning, Kaseinet en svag Emulsion, medens Maltproteinet forblev
uforandret. Der benyttedes som sadvanligt 10 Cem. af et friskt
Maltudtraek og 10 Cem. at Aggehvideoplosningerne, og der feeldedes
strax og efter 2 Timer ved 47° med Garvesyre. Resultaterne
gjelde altsaa kun den tryptiske Omsetning. (Se Tab., p.118).

Mod Forventning fandtes her den svageste Indvirkning paa
Maltproteinet (kun halvt saa stor som paa Leguminet), men
maaske dette hidrerer fra, at Preparatet, som for navnt, aaben-
bart ikke var rent!. Men heller ikke Bygproteinet, der dog var
et serdeles smukt Preparat, staar serlig hejt. Det overgaaes jo
endog betydeligt af det dyriske og tungt opleselige Kasein og

1 Som omtalt p. 22 er det vanskeligt at fremstille og giver kun et

ringe Udbytte.




N i Filtr. fra
Garvesyrefeldn.

Omdannet N

Strax | Eft. 2T. | ¢ | Af Pro-

I | wv. 470 | | teinet

g i 3 l _‘\mm.r Mgm. iij )Iy;m.r Mgm.
10 Cem. Mu. 4 10 Cem. 0,4 %0 Malkesyre ?1 9,30 | 11,46 | 2,16 ‘ —

= —  — Maltprotein.. .. | 890 | 1612 | 722 | 506

= —  —  Rugprotein .. .. “ 920 | 1688 | 7,68 | 552

— —  —  Bygprotein..... M 872 | 1688 816 | 6,00

= = N JRasein s ik Il 918 | 1820 \‘ 9,02 | 686

A, —  — Havreprotein ... | 924 | 1922 | 998 | 782

— —  — Hvedeprotein.. .. | 9,04 20,04 | 11,00 8,84

|
= — e Heg Ui e s I 892 | 21,68 ‘J 12,66 | 10,50
| |

staar langt tilbage for Hvedeproteinet. Dette synes saaledes at
veere et swmrdeles heldig valgt Objekt til Undersegelsen af Malt-
udtreekkets proteolytiske Virkninger i det hele taget, foruden at
det ved Fremstillingen giver storre Udbytte end de andre Korn-
sorters Proteiner. At det fra disse ret fjeernt beslegtede Legumin
giver langt de sterste Udslag, er baade mearkeligt og interessant.

Det tryptiske Enzym i spirende Byg, hvorom disse Forseg jo
alene giver Oplysninger, er saaledes langt fra specifikt virkende
alene paa Byggets Alggehvidestoffer, men virker tvartimod endog
kraftigere paa en Reakke andre tildels fjserntbeslegtede Albumin-
stoffer, selv om disse endog ere af dyrisk Oprindelse. Af de fol-
gende Forsogsrekker vil fremgaa, at det foruden paa de her
nevnte ogsaa virker paa flere andre, f. Ex. Agalbumin og
Oxefibrin, og at det i visse Henseender ikke staar tilbage for
de dyriske proteolytiske Enzymer (Pepsin og Trypsin). Noget lig-
nende gjelder ogsaa for Maltudtrekkets peptiske Enzym.

11. Reekke (Forss. 931—942, 967—994). Jeg sammenstiller her
nogle Forseg, der ere udforte i 2 St med forskjellige Maltudtrak
og Pepsinoplesninger (Langebeks Pepsin). Forsegene med Maltud-
traek anstilledes ved 479, de med Pepsin ved 40° (Se Tab. P9

Om det end ikke er berettiget direkte at sammenligne de her
anforte Forseg paa Grund af de forskjellige Forsegsbetingelser,
saa give de dog i flere Retninger interessante Vink, som jeg skal
henlede Opmerksomheden paa. Senere Forseg ville supplere
disse. Men forst maa det erindres, at disse Forseg, hvor Garve-
syre alene er anvendt som Feldningsmiddel, kun give Oplysninger
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N i Filtr. fra f'
Garvesyrefeldn. | Omdan-

= 5 \ net N

Strax | fGifer 00 ‘1
Forss. 931—942. 5%/ Pepsinopl.* T o Tt
Hvede-Protein-HC1 (0,36 °/o0) ~-Maltudtr. ..... 6,48 | 16,08 \ 9,60
2 N o | 564 | 4348 ‘ 7,84
— Lact (2%0) -Mu. .....cc00nn 6,48 16,42 || 994
L e R e 35,64 42,18 ; 6,54

Forss. 967—994. 2°/o Pepsinopl. | \
D otetn-Time (R T MNE: 2l b da e s | 900 | 1922 1022
i o ne K bt e b | 1694 | 1942 | 248
Kagein ===, ) MR o i et s de e b 9,00 18,24 9,24
— e o ot L0 | 16,94 ‘ 20,00 | 3,06
Protein=H L (0,9 %o} =MI: o caiiiut i 9,08 ‘ 10,64 | 156
—  Laet (2%00) "M v v onionioessons o 9,08 | 19,22 10,14
Protein-HC1 (0,9 %oo) -Pepsin ............ - ’ 16,94 | 20,60 ' 3,66
Kasein — == e e 16,94 | 27,66 10,72
Pepsin-H Gl (0,9 %o) alene ......... «.... | 16,76 | 1818 | 142
Mu.- Lact (2 °oo) A BT R0 e LA 2ok ol | 908 | 11,54 2,46

om Virkningen af Maltudtraekkets tryptiske Enzym, medens det jo

er

bekjendt, at det dyriske Pepsin kun langsomt ferer Ned-

brydningen ud over de agte Peptoner, eller saadanne Stoffer,
der endnu feldes af Garvesyren® At jeg derfor helt igjennem

har

faaet forholdsvis svage Virkninger af Pepsinet, selv overfor

Kasein, kan saaledes ikke undre. — Det synes, som en 5 Pro-
cents Pepsinoplesning virker betydeligt kraftigere end en 2 Pro-
cents, hvad man dog ikke skulde vente, efter hvad der ellers

1

De i Tabellen anforte Koncentrationer af Syrer gjwxlde ikke absolut
i Pepsinforsogene, da de vandige Pepsinoplosninger altid reagerede
surt. Ved Titrering med Fenolftalein som Indikator neutraliseredes
10 Cem. af en 2%/ Pepsinoplosning ved 2,70 Cem. 1/10 n. Natrium-
hydroxydoplosning. 1 Forsegene 931—942, hvor Pepsinoplosningen var
paa 5%o, er Syregraden altsaa foroget betydeligt, og i Forss. 967—
994, hvor der anvendtes stierkere Koncentrationer af Saltsyre, er
den for Virkningen gunstigste Aciditetsgreense da maaske allerede
overskreden.

Se Salaskin: Zeitschr. f. physiol. Chemie XXXII, 592 (1901).
D. Lawrow, ibid. XXXIII, 312 (1901). Leo L angstein: Beitr.
zur chem. Physiol. und Pathol. I, 507 ff. (1902).
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foreligger i Litteraturen desangaaende. Men maaske ligger For-
klaringen som ovenfor antydet i den mere gunstige Syregrad i de
forste Forseg, maaske skal det storre Udslag henfores til en
steerkere Selvpeptonisering, da en saadan faktisk foregaar. Dog
har Maltudtrekkene i alle Forsogene, baade med Protein og
Kasein, virket kraftigere i den her afdzkkede Fase af Proteolysen
end Pepsinet, naar undtages Forseget med Kasein-Pepsin-Saltsyre
(0,9 °/00). Ved en passende Koncentration af Syre virker Malt-
udtraekket ligesaa kraftigt paa Kasein som paa Hvedeprotein,
medens Pepsinet i langt ringere Grad angriber dette sidste. Der
er tillige en paafaldende Forskjel paa Pepsinets Indvirkning paa
Kasein, eftersom den foregaar i saltsur eller maelkesur Oplesning,
idet den er langt svagere i den sidste. Maltudtreekket virker kun
ganske svagt ved 0,9 %o Saltsyre, medens denne Koncentration er
meget gunstig for Pepsinet.

Dels for at undersoge Maltudtraekkets [ndvirkning paa endnu
et Aiggehvidestof, dels for at se, om ikke Pepsinet dog skulde
vere Maltudtreekket overlegent i de tidligere Faser af Proteolysen
(afdeekket ved andre Faldningsmidler end Garvesyre), anstilledes
folgende Forseg:

III. Rekke (Forss. 1487—1540). Der anvendtes her som for
Hvedeprotein og Kasein, men Kaseinet var et Praeparat fra Merck,
der vanskeligere gik i Oplosning og altid gav en meget uklar
Emulsion med enkelte uoploste Fnug. Desuden benyttedes et
indterret Praparat af Agalbumin, hvoraf dog heller ikke fulde
2% gik i Oplesning. Hvedeproteinet oplostes i 0,4 procentholdig
Melkesyre, de to andre i 0,1 procentholdig Saltsyre, saa Forsogs-
vaesken altsaa indeholdt henholdsvis 0,2 /o Melkesyre og 0,05 °/o
Saltsyre. Ellers benyttedes det swdvanlige Maltudtrak 0g en
2 Procents Oplesning af Langebeks Pepsin. Alle Forsogene an-
stilledes ved 459 omtrent midt imellem de to Enzymoplasningers
Temperaturoptimum. ~ Som Fewldningsmidler benyttedes foruden
Garvesyre Mercuridchlorid (Sublimat).

Om Sublimatfeldningen?, der ikke har varet omtalt for,
maa jeg her forudskikke nogle Bemarkninger. Der anvendtes en om-
trent meettet Oplosning (5—7 °/0) af Mercuridchlorid. Da en saadan
reagerer sterkt sur, var det nodvendigt for Feldningen at neutralisere,
fordi Hvedeproteinet ellers ikke feldedes kvantitativt. Neutralisa-
tion med Fenolftalein som Indikator foretoges ved Tildrypning af
Kalkvand fra en Burette, indtil den svageste Nuance af Redt viste

1 Se Schjer ning: Zeitschr, f. anal. Chemie XXXVII, 413 (1898).
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sig. Der anvendtes saa altid 10 Cem. af Sublimatoplesningen, hvor-
efter Bundfaldet hurtigt satte sig, og den ovenstaaende Veske blev
klar. (En Rakke Kontrolforseg viste mig, at der ved denne Frem-
gangsmaade blev udfzldet, hvad der kunde udfeldes, saa Filtraterne

ikke gave Bundfald eller Uklarhed ved yderligere Tils@tning af

Sublimat. )
\ s i 7Filt1';1tet : Omdannet
Forss. 1487—1540 [l ni.n;:s- , e i
| middel Strax | ved 450
A 2ok ‘ Mgm. ‘ Mgm, ; Mgm.
Hvedeprot.-Lact-Mu. . . . .. | HgCle 9,48 26,00 | 16,52
= —_ = . {8 Slian: 8,90 | 11,50
2 — Pepsin .. | HgCls 922,96 3582 | 1286
— —_ = L Tan. 16,06 20,90 }‘ 4,84
Agalbumin-HCI-Mu . ... | Hg Cl2 9,06 12,50 (i 3,44
— — — Tan. 9,30 13,62 H 4,32
= — Pepsin .. HgCls 21,36 26,34 ; - 4,98
- = el Tan. 15,62 | 20,36 \ 4,74
Kasein-HCl-Mu.......... Hg Cls 9,50 ‘ 17,66 ‘ 8,16
R | Tan. G50 T 02 60
] e T, HgCla | 9290 | 3522 12,32
e | Tan. 16,30 21,90 5,60

Af disse Forseg ses, at der ved Pepsinets Indvirkning paa Hvede-
protein dannes en betydelig Mengde af Produkter, der unddrage
sig Feweldning med Sublimat, men feldes af Garvesyre (rimeligvis
Peptoner), medens Differensen mellem disse to Feeldninger er
meget mindre i Forsogene med Maltudtreek. Det samme Resultat
give Forsegene med Kasein, ‘der i det hele paavirkes kraftigere
af Pepsin end af Maltudtrek. Aigalbuminet synes at veere lige mod-
standsdygtig mod begge Enzymoplosningers Angreb, og her er ingen
synderlig Forskjel mellem, hvad der unddrager sig Fealdning med
enten Sublimat eller Garvesyre. Hovedinteressen ved denne [For-
sogsraekke ligger da i Differenserne mellem Sublimat- og Garve-
syrefeeldningerne, der, som jeg senere vil vende tilbage til, af-
daekke forskjellige Faser i Proteolysen. En Sammenligning mellem
et Maltudtreks og et Pepsinpraparats proteolytiske Virkninger
forer altsaa let til vildledende Resultater, hvis man blot anvender
Garvesyre som Fewldningsmiddel, og man kan saaledes af Malt-
udtreekkets gjennemgaaende Overlegenhed i den af dette Feeld-
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ningsmiddel afdekkede Fase ikke slutte noget bestemt om den
proteolytiske Fermentevne i de to Oplesninger. 1 saa Henseende
turde de folgende Forseg, hvor Sammenligningen med dyrisk
Trypsin er dragen, i baade hvad jeg kalder den peptiske og den
tryptiske Fase af Proteolysen, have storre Interesse.

1V. Reekke (Forss, 2339— 2368). — I disse Forseg undersogtes
Maltudtreekkets Indvirkning paa Oxefibrin saavel ved sur som
ved alkalisk Reaktion, og til Sammenligning lod jeg et Pankreas-
udtrek (Trypsin) virke paa det samme Stof ved alkalisk Reak-
tion. Maltudtraekket var tilberedt paa samme Dag, som det an-
vendtes, og i de Forseg, der anstilledes ved alkalisk Reaktion,
blev det neutraliseret paa folgende Maade. Da det var fundet, at
10 Cem. af det kraevede 2,4 Cem. /10 n. Natriumhydroxydoplesning,
for at Fenolftalein kunde fremkalde et netop kjendeligt redligt
Sker, blev der til 97,6 Cem. Maltudtrek sat 2,4 Cem. /1 n Na-
trinmhydroxyd, og det benyttedes nu strax uden Frafiltrering af
den svage Uklarhed, der fremkom ved Neutralisationen. Fibrin
og Pankreasudtreek havde jeg samme Dag, den 13. Decbr., da det
var stéerk Frost, modtaget friske fra Prof., Dr. med. Bohrs Labo-
ratorium (ved Velvillie fra Hr. Assistent, Magister Aug. Kroghs
Side), og de bleve strax benyttede til Forsog. Af det vandige Pan-
kreasudtreek modtog jeg to Prover, af hvilke den ene var mattet
med Chloroform; denne anvendtes til de langvarige Forseg (24
Timer), den chloroformfrie til de korte (2 Timer); begge reagerede
neutralt. Fibrinet, der laa i Chloroformvand, blev for Benyttelsen
presset, skyllet flere Gange med rent Vand, derefter igjen presset,
tilsidst mellem Filtrerpapir, og endelig klippet i smaa Stykker.
Det blev ikke afvejet til de enkelte Forsog, men efter Skjeon
brugtes der lige meget af det i alle Proverne. Det bragtes nu i
Kolber med 10 Ccm. af henholdsvis 0,4 procentholdig Melkesyre
og 0,27 procentholdig Natriumcarbonat (c. /20 n.), og da der
hertil fgjedes 10 Cem. enten af Maltudtrek eller Pankreasudtrak,
blev Koncentrationerne aft Syre og Alkali henholdsvis 0,2 og
0,135°0. I Malkesyren svulmede Fibrinet hurtigt op og blev
gjennemsigtigt som Gelé; i Natriumearbonatoplosningen forblev det
indskrumpet. — Forsegene anstilledes ved 47°; nogle varede i 2,
andre i 24 Timer; til alle de alkaliske Prover blev der sat en
rigelig Meaengde Toluol; alle Kolberne vare tillukkede med Prop
under Forsegstiden. Der faeldedes med Stannochlorid og Garve-
syre. I en serlig Rubrik i hosstaaende Tabel er anfort, hvilke
synlige Forandringer Fibrinet var undergaaet ved Forsogenes
Slutning.




Strax Efter 2 Timer ved 47° Efter 24 Timer ved 47°
| Fald- == — — =
;] nings- N i N i | Omdannet N I Synlige Foran- N i Omdannet N | Synlige Forandringer
i'i middel _l‘ Fil- | —————|  dringer af Fil- [——| af
ii Filtratet tratet Ialt ‘\”f‘" [ Fibrinet tratet Talt | ,AfA Fibrinet
brin I “ ‘}1b1‘m ‘
Mgm. Mgm. | Mgm. | Mgm.‘j Mgm. H Mgm. Mgm, i\

Siro .l o = il ‘ o Fdl el | o |1a == (Fibrinet saa at sige fuld-
Mu.-Fibr.-Lact .... | SnCl 19,04| 6,00 |444 ( Fibrinet delvis 39"31; 16,69 13,55 | stendig oplest. Ingen
— = - Tan — 1314 574 [274]| oplost. 22,70 | 14,30 | 854/ Traade mere, derimod

| ‘ | [ lidt Bundfald
Mu.-Lact......... Sn Clz 13,04 14,60 156 | — 1618 8,14 | —
\ ‘ I
S e s e Tan 8,40 11,40 38,00 | — 14,16 i: 576 | —
| |
Mu.-Fibr.-Soda SnCls L 11,88| 040 |068| ( Fibrinet ufor- [1288) 140 | 148
x el : 2 sl N Fibrinet uforandret.
=T Tan. = 764 044 [0.24]\ andret. 880( 1,60 | 1,04/
‘ ? i ‘
Mu.-Soda. ...... SnCls 11,48 11,20 (=-)0,28 | 1140 | (+008) | — |
‘ i ‘
S Tan. 7,20 740 020 | — 76| (056) | — |
Trypsin-Fibr.-Soda | SnCls — 7,38 5,96 |5H,78 l Kun en ringe 315,40“ 35,28 |35,04 lAlIe Traade opleste.
. A Del af Fibrinet = ) '
= - Tan = 292| 140 |152|] oo 17,58 | 1629 1685 J Viesken maelket.
‘ -+ Chlf. - ChIf. ‘ ‘
Trypsin-Soda . .. .. Sn Cls 1,42 1,12 1,60 0,18 — 1,36 ‘i 0,24 —
[ | {
— = e Tan. 1,52 1,24 140 (=)0,12| — 0,68 (=056)| — |

i
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Af disse Forsog fremgaar det, at de proteolytiske Enzymer i
Maltudtrekket ogsaa ere i Stand til at omdanne Oxefibrin i ret vid
Udstraekning , saaledes at de, hvad de tryptiske Omdannelses-
produkter (som jeg her kort vil kalde Amin-Amidkveelstof i Mod-
setning til de peptiske, Albumosekvelstof) angaar, endogsaa over-
gaa Pankreasenzymet i de 2 forste Forsogstimer, og, hvad Albu-
mosedannelsen angaar, kun staa lidt tilbage for dette. Rigtignok
virke de bedst ved sur Reaktion og saa godt som ikke ved alka-
lisk, hvad der strider mod den af Windisch & Schellhorn?
fremsatte, men ikke begrundede Paastand, at Maltpeptase skulde
virke bedst paa Alggehvidestoffer af dyrisk Oprindelse ved alka-
lisk Reaktion. Efter 24 Timer har Trypsinet af Fibrinet dog
dannet langt mere baade af Albumose- og af Amin-Amidkvzalstof
end Maltudtrekket, men dette sidste har ogsaa efter de 24 Timer
dannet forholdsvis mere Amin-Amidkvelstof end Albumosekval-
stof, hvad der egentlig er ret merkeligt. Det synes her, som om
Maltudtreekket kun er i Stand til at omdanne en vis Mangde af
Fibrinet, og mindre end Trypsinet, til Albumoser, ved hvis videre
Nedbrydning Forholdet mellem den peptiske og tryptiske Virk-
somhed forskydes.

Foruden denne Forsegsraekke har jeg anstillet endnu et Par
enkelte Forseg over Maltudtrekkets og Pankreasudtrekkets Ind-
virkning paa Fibrin, som har en Del Interesse. Den 14. Decbr.
1901 anbragte jeg 5,8 Gm. udvasket Fibrin i 110 Cem. Malt-
udtrek med 0,2 °0 Malkesyre og stillede det med et tykt Lag
Toluol over hen ved 42°—43° (A). Samme Dag bragtes nogle
Fibrintraade i et Pankreasudtreek med 0,12° Soda og Chloro-
form ved samme Temperatur (B). Den 16. Decbr. var Fibrin-
traadene i A faldne hen i Fnug og havde for Sterstedelen lejret
sig som Bundfald; i B var alt Fibrin oplest, og Vesken neasten
klar. I de felgende Dage svandt Bundfaldet i A stedse noget,
men var dog ikke helt forsvundet ved Udgangen af Januar Maaned
1902; B var paa 3die Dagen fuldstendig klar og holdt sig saa-
ledes, idet der dog afsattes et ringe hvidligt Bundfald. Den 16/1s,
17/19, Y/ia, 20/1a, 26/1q, 80/19, 16/; 0g 20/ provedes Tl“\“]'tofan-
reaktionen paa B ved at gjore den svagt eddikesur og tilswmtte
et Par Draaber Bromvand, men stadig med negativt Resultat; der
kom kun et gult Bundfald, der ikke opleste sig i Amylalkohol 0g
ikke gav nogen som helst violet Farvetone. Da jeg derimod den

1 Se Windisch & Schellhorn Wochenschr. fiir Brauerei XVII, 535
(1900) eller J. R. Green: »Die Enzyme«, iibersetzt v. Windisch
p. 210 Anm. Berlin (1901).
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16. Januar tilfwldig gjorde Proven ogsaa i det med Fibrin hen-
stillede Maltudtraek, hvor jeg ikke havde ventet at faa positivt
Resultat, fremtraadte der den smukkeste og mest udpregede Tryp-
totanreaktion: med Eddikesyre og Bromvand en dyb, violet Farve,
der optoges af Amylalkohol. Hvorfor Trypsinforseget ikke har givet
denne Reaktion, kan jeg ikke forklare, men naar den fremtraeder
saa tydelig i Forsoget med Maltudtreek, turde dette vel tyde paa,
at der heri er foregaaet en »@gte« tryptisk Proces, der har fort
til Dannelsen af det Proteinochromogen, der ellers karakteriserer
den tryptiske Fordejelsesproces.

4. De proteolytiske Spaltningsprodukter.

Der er nappe noget Omraade af den organiske Kemi, hvor
der for Tiden hersker saa megen Usikkerhed som ved Karakteri-
seringen og den derpaa hvilende Systematisering af de forskjellige
Aggehvidestoffer og deres primare Spaltningsprodukter (Albu-
moser, Peptoner).. Man ved knapt, hvad man i de givne Tilfeelde
skal anse for det egentlige Aggehvidestof, om man muligvis kun
har en Del af det oprindelige Aggehvidestofmolekule for sig, eller
om der foreligger en Forbindelse af dette med et andet Stof, en
saakaldet prosthetisk Gruppe eller Sidekjede (A. Kossel?), af or-
ganisk eller uorganisk Natur. Grunden hertil er, at man ikke har
noget sikkert Kriterium paa det rene Aiggehvidestof, selv ikke i
de — nu ret hyppige — Tilfeelde hvor man kan faa det til at kry-
stallisere. Forskjellige Albuminer, som Serum-, /g- og Laktal-
bumin, danner saaledes Krystaller, der ere indbyrdes isomorfe
(Wichmann?), medens disse Albuminer dog afvige saa sterkt
fra hinanden i deres elementere Sammens®tning, at der ellers ikke
kan vere Tale om mnoget Identitet; og Krystaller af det samme
Aggehvidestof (Oxyhemoglobin eller Aigalbumin eller Edestin af
Hampefre) kunne afvige saa meget indbyrdes i deres elementeare
Sammens@tning, at man heraf intet som helst kan slutte om,
hvorledes det reme Stofs Sammensatning er (Fr. N. Schulz?).

1 A.Kossel: Ueber die gegenwiirtigen Stand der Eiweisschemie. Vor-
trag geh. vor der Deutsch. chem. Gesellsch. 1. Juni 1901. Ber. d.
d. chem. Gesellsch. XXXIV, 32 (14. Okt. 1901).

2 A, Wichmann: Ueber die Krystalformen der Albumine. Zeitschr.
f. physiol. Chemie XXVII, 592 (1899).

3 Fr.N.Schulz: Die Krystallisation von Eiweissstoffen und ihre Be-
deutung fiir die Eiweisschemie. Gustay Fischer. Jena. 1901.




| Man ved undertiden end ikke, hvorledes man skal adskille genuine

il Aggehvidestoffer fra deres primare Spaltningsprodukter.

Ll Den indbyrdes Adskillelse mellem de forskjellige Grupper af

‘; Aggehvidestoffer eller deres Omdannelsesprodukter bygges da for

Ha! Tiden paa mere eller mindre konstante Forhold: 1) Deres ele-

I mentere Sammensetning og her navnlig deres Indhold af

Kvelstof (Svovl og Fosfor); 2) deres fysiske Egenskaber (Op-

etk loselighed, Koagulationsevne, Udsaltningsbetingelser, Diffusionsevne,

optiske Aktivitet osv.); 3) hvilke Senderdelingsprodukter de

give ved Indvirkning af Syrer, Alkalier, Enzymer o. l.; 4) hvor-

ledes de forholde sig overfor forskjellige kemiske Faldnings-

midler, og 5) hvilke Farvereaktioner de give.

Vil man vide, hvorledes et proteolytisk Enzym kvalitativt virker,

o: hvilke Spaltningsprodukter der opstaa under dets Indvirkning

paa de Aiggehvidestoffer, som det er i Stand til at omdanne, vil

man snart finde, at Spergsmaalet er vanskeligt at besvare blot

e nogenlunde tilfredsstillende. For det forste er det muligt og sand-

(I e synligt, at det paa forskjellige Aggehvidestoffer (f. Ex.de i forrige

i Afsnit n®vnte) virker baade kvantitativt og kvalitativt forskjelligt,

| og dern®st er man aldrig sikker paa, om de /Eggehvidestoffer,

R hvorfra man gaar ud, ogsaa virkelig ere rene, kemiske Individer.

| Og endelig, saa lenge man ikke har fremstillet selve Enzymet i

ren Tilstand, ville en Del af de fundne Produkter (bl. a.saadanne,

der give sig til Kjende ved bestemte Farvereaktioner) ogsaa kunne

I ! hidrore fra Urenheder i det anvendte Enzympreeparat. |

iy Hertil kommer, at en Proteolyse — netop som den her be-

it handlede —, der forer Senderdelingen af Zggehvidestofferne ud

over Peptonstadiet (til Hexonbaser, Amider, Aminer osv.), er en

overordentlig sammensat Proces. Vel treffer man her paa For-

I bindelser, der ere langt bedre karakteriserede end de fer neavnte,

idet man for en stor Del af dem kjender deres Konstitutionsformler,

og de danner typiske Krystaller eller tungtopleselige Forbindelser,

men samtidig i et Proteolyseforseg at gjere saavel kvantitative som

kvalitative Bestemmelser af alle eller blot flere af disse enkelte

| | Stoffer er med vore nuverende analytiske Metoder ganske umuligt.

w At kunne lose en saadan Opgave har vel neppe nogen endnu dremt
om, og jeg mindst af alle. Men naar jeg dog ogsaa har forsegt
at give et lille Bidrag til Besvarelsen af den kvalitative Side af

Proteolysespergsmaalet, har jeg med Vilje her begreenset mig saa
meget som muligt og i Stedet for at undersoge i Detailler, hvilke
I enkelte karakteristiske Stoffer, der ere fremkomne under de her
‘ behandlede Enzymers Virksomhed, har jeg indskrenket mig til blot




at sege at adskille dem gruppevis, saaledes som det lader sig
gjore ved Udsaltning og Dialyse eller ved Anvendelsen af forskjel-
lige Feldningsmidler. Derimod har jeg tillagt Farvereaktioner en
meget ringe Betydning til Adskillelse af kvalitativt forskjellige
Grupper, og jeg har derfor kun ganske lejlighedsvis ogsaa bragt
denne Metode i Anvendelse ved Siden af de andre.

Den nejere Bestemmelse af de dyberegaaende krystallinske
Spaltningsprodukter ved Renfremstilling af Preparater har jeg slet
ikke indladt mig paa. Men det, der for mig syntes at have den
storste baade teoretiske og praktiske Interesse i det foreliggende
Spergsmaal, var at faa at vide, hvor meget og hvilke af de pri-
mere Omdannelsesprodukter (Albumoser og Peptoner) der dannedes
i Sammenligning med alle de andre (Hexonbaser, Amider osv.)
tagne under ét, og hvorledes dette indbyrdes Forhold forskedes
under forskjellige Forsegsbetingelser. Og for at faa Oplysninger
herom, har jeg benyttet mig 1) af nogle af de Fwldningsmidler,
om hvilke det angives i Litteraturen, at de felder de og de Stof-

grupper, men ikke de og de, 2) af et Udsaltningsmiddel og 3) af

Diffusionsmetoden.
Nu maa det dog strax indskydes, at der langt fra hersker

Enighed om, hvilke Stoffer der feldes af de enkelte Feeldnings-
midler, og at Fewmldningsbetingelserne naturligvis spille den aller-
storste Rolle i saa Henseende. Men hvad enten jeg tyder mine
Resultater rigtigt eller galt, mener jeg, at de dog faa deres Verdi
derved, at jeg altid, saa vidt det overhovedet var muligt, har fore-
taget mine Feldninger under de samme Feldningsbetingelser, altid
har benyttet det samme Aiggehvidestof (Hvedeprotein) som Ud-
gangsmateriale og anvendt Maltudtrek, der altid vare fremstillede
paa samme Maade, og idet jeg indenfor samme Forsegsrakke har
varieret Betingelser for selve Enzymernes Virksomhed, har jeg be-
stemt kvantitativt, hvor meget Kveelstof der samtidig har‘unddraget
sig Feeldning med flere forskjellige Faldningsmidler. Mine Resul-
tater faa da altid i det mindste en relativ Verdi.

A. Samtidig Anvendelse af flere Faldnings- (og Ud-
saltnings )midler.

I det foregaaende er der anfort mange Forsegsrekker, hvori
der samtidig er anvendt Stannochlorid og Garvesyre til Feldning,
en enkelt, hvor der tillige er benyttet Zinksulfat og Uranacetat samt
Magnesia til Afdestillation af Ammoniak (se p.58—60), og endelig
en Forsegsreekke, hvor der som Feeldningsmiddel er benyttet Mer-
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curidchlorid (se p.120). Medens jeg ogsaa i dette Afsnit kommer
tilbage til Forsegsresultaterne, henviser jeg, hvad Operationernes
Udforelse angaar, til de paagj@ldende Afsnit. Her bliver da kun at
beskrive endnu en Feldningsmetode, som ikke for er omtalt, nemlig

Feldning med Fosfor-Wolframsyre. Af dette Stof be-
nyttedes en 10 Procents Oplesning i 5 Procents Saltsyre, og det
undersogtes forst, hvor meget der medgik til en fuldstendig Faeld-
ning af Maltudtrek og Hvedeprotein i den smdvanlige Koncentra-
tion. Det viste sig her, at 10 Cem. Maltudtrek + 10 Cem. Hvede-
proteinoplosning gav en lige stor og fuldstzndig Feldning med 10,
20 og 30 Cem. Fosfor-Wolframsyre, o : yderligere Tilsaetning af denne
til Filtratet gav hverken Bundfald eller Uklarhed. Der anvendtes da
altid 20 Cem. af Fosfor-Wolframsyreoplosningen, fortyndedes som
s@dvanligt med Vand til 50 Cem., og Kvealstofbestemmelsen ud-
fortes 1 Halvdelen af Filtratet.

I. Rekke (Forss. 1373—1400). Udsaltning! med Zinksulfat
og Feldning med Garvesyre (Tan) og Fosfor-Wolframsyre
(F.-W.) i henholdsvis 10 Cem. Maltudtrek og 10 Cem. Maltudtraek
+ 10 Ccem. Hvedeproteinoplesning for og efter 2 Timers Hen-
stand ved 47°.

Total N i 10 Cem. Mu. = 19,62 Mgm.

; [ N i Filtratet |
— ! Omdannet
| Feldet med [ L
| Stz ‘ Efter = I. N
1 :{ i ved 470 l
2 5 o [ Mgm. ‘ Mgm, Mgm.
DS MS  s  n e O ARl '
- TR S B ‘ Tan. 9,68 ‘ 12,62 J 2,94
i el el Sivi g | F-W T8 | 828 | 1,00
10 Cem, Mu. 4 10 Cem. Prot. ’ ZnS0« | 12,72 “ 2486 | 12,14
= — — — Tan. 9,66 | 1946 | 9,80
A 2 & ! FW o | 640 | 1066 | 426
\

Det ses altsaa, at de 3 Feldningsmidler felder meget for-
skjellige Mwmngder af det samlede Kvelstofindhold. Men for jeg
begynder at diskutere Betydningen heraf, skal jeg anfere nogle
flere Forseg.

I For Kortheds Skyld regner jeg i det folgende ogsaa Zinksulfat med
til »Fzldningsmidlerne«.
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II. Rekke (Forss. 1405—1442). Samme Faldningsmidler som
i I. Rekke. Men Forsegene anstilledes ved forskjellige Tempera-
turer og afbredes efter 3 Timers Forleb.

Total N i 10 Cem. Mu. = 19,21 Mgm.

N i Filtratet
Faldet —_— || Omdannet
med S Efter 3 Timer N
ved
i AR e \ ZI\I;,;:n;, e 7Mrgm4 Mgm. A
10 Gem. Mu. 4 10 Cem. Prot. | ZnS0: | 10,76 11,96 1,20
— — = = Tan. 9,32 49 946 0,14
= £ ¥ Lt F-W 6,24 640 | 016
LY ‘. e — I znSos | 10,76 [14,20 | 844
WA % Lo ~ | Tan 932 | 1991142 | 210
L= = = = F-W 6,24 680 | 056
Aph - — | znso. | 10,76 1924 | 848
A 2 el = Tan. 9,32 | 3191604 | 672
o e £ = F-W 6,24 l 9,74 3,50
AL . 2 — || ZnS0s 10,76 l25.(i4 | 14,88
g 1 = 2 Tan. 9,32 | 47%21,94 || 12,62
SRS R e, AR S e ] 1288 | 664
L i — | znsos | 1076 20,16 | 940
L i = Tan. 932 | 60°17,02 || 7,70
e v dx — | rw 6,24 [10,44 I 420

Af disse Tal er der ikke direkte konstrueret Kurver, men
sammenlign Tavle XIII og XIV for newste Forsogsraekke, hvor
Resultaterne af Fosfor-Wolframsyrefeldningerne ere anforte som en
punkteret Linje.

III. Rekke (Forss. 1561—1612) anstilledes ved de samme
Temperaturer som IL Raxkke, men der anvendtes her to andre
Feldningsmidler, Stannochlorid og Sublimat, foruden Zinksulfat og
Garvesyre, derimod ikke Fosfor-Wolframsyre. Forsogstiden var
ogsaa her 3 Timer. (Se Tabellen p.130).

Disse Resultater ere ogsaa fremstillede grafisk paa Tavlerne
XIII og XIV. Paa den forste af disse ere Kurverne tegnede efter
Tallen(; i 4de Kolonne i Tabellen (N i Filtratet efter 3 Timer),
hvorved der faaes et Billede af, hvorledes de forskjellige Faeldnings-
midler i et givet @jeblik dele den samlede Forsogsvieske ved for-
skjellige Temperaturer. Paa den sidste Tavle anskueliggjores det,
hvor meget Kvelstof, udtrykt i absolutte Tal, der i Forsegstiden og

F'r. Weis: Proteol. Enzymer, 9
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Total N i 10 Cem. Proteinopl. 33,22 Mgm.
=S 10 = Ml shgs 2040 —

jalt. .. 5326 Mgm.

} N i Filtratet 3
] ;23 {0 (2] g e o S . ‘4 Omdannet
med J e Efter 3 Timer H N
| b e e

“ \ Mgm. | Mgm “‘ Mgm,

10 Cem. Mu. 4 10 Cem. Prot. | SnCl: || 15,84 ‘ 21,18 l 5,34
ot s 45 — | HgCL | 986 | 40!11,40 I 1,54
= = = — | ZnS0: | 11,60 1210 | 050
STt ) e (2004 1054 | 050
e — — — | SnCl: | 1584 98,90 | 18,06
A iy — | Hgcl ” 986 | 1g0)16,02 6,16
22 — — — | zn$0. | 1160 |  )1456 U 2,96
S e g B 1328 | 324,
il s — || sncle | 1584 1012 | 2428
sk £ S — | HsCh | 986 | 5,,)2380 | 13,94
— — = — | Zn80« | 11,60 21,76 | 10,16
s of b2 o Tan. | 10,04 20,34 f 10,30
ity ol 3 £ — | socl | 1584 4386 | 928,02
e 5 = — || HgCl 986 | 4 0'90 70 19,84
P = = — |l ZnSOs 11,60 l 16,02
B 2 it = ‘ Tan. 10,04 24,94 ! 14,90
2L = — — | SnCl 15,84 lvrm | 2714
= fn e — || Bzcla 9,86 bOOZIm | 14,90
= Rreasit Saupienad Aiemge, g |>soo f‘ 12,00
o — —_ — Tan, 10,04 19,98 i 9,94

ved den paagjeldende Temperatur er bleven saaledes omdannet,
at det unddrager sig Feldning med de samme Faldningsmidler
(efter Tallene i 5. Kolonne af Tabellen). Men hvad enten Resul-
taterne udtrykkes paa den ene eller den anden Maade, vil man
se, at Kurverne for Sublimat, Zinksulfat og Garvesyre forlebe saa
godt som parallelt og ner ved hinanden. Stannochloridkurven er
derimod langt fjernet fra de andre, og naar den fra 47°—60°
lober omtrent parallelt med Abscisseaxen, betyder det, at den
relativt lange Forsegstid (3 Timer) har veeret tilstraekkelig til, at
Reaktionen ogsaa ved den ellers ugunstigere Temperatur, 60°, har
kunnet naa ligesaa vidt som ved den gunstigere, 47° hvor den
nemlig i Hovedsagen er fort til Ende allerede inden de 3 Timers
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Forleb. (Sml. Forss. p.132). Da Maltudtraekkene i denne og for-
rige Forsogsreekke have haft omtrent ens Kvelstofindhold og om-
trent samme Fermentevne, naar man ser paa Feldningerne med
Zinksulfat og Garvesyre, kan man med en vis Berettigelse til
Sammenligning overfore Kurven for Fosfor-Wolframsyrefeldningen
fra II. Rekke som gjort paa Tavle XIII og XIV. Man faar da et
mere anskueligt Overblik over, hvorledes de forskjellige Faeldnings-
midler dele en Forsegsveske som den her anvendte, efter at de
proteolytiske Enzymer have virket en vis Tid ved forskjellige Tem-
peraturer.

Hvad der i denne Forsegsraekke syntes mig at have den sterste
Interesse, var den Hejde, hvortil Stannochloridkurven var naaet
(ved 47° og 60°), samt den store Afstand mellem denne og de
andre Kurver. Der rejste sig da et Par Spergsmaal, som jeg fik
Lyst til at forfelge videre: 1) hvor vidt den Proces, der afdekkes
ved Stannochloridkurven, havde naaet sit Maximum efter de 3 Timers
Forsegstid, og herunder, hvor meget af det da endnu faldbare
Kvealstof der maatte teenkes at stamme fra Proteinet, hvor meget
fra det anvendte Maltudtrek; eller 2) om en lengere Forsegstid
vilde faa de forskjellige Kurver til efterhaanden at nerme sig hin-
anden mere og mere. Til Besvarelsen heraf skulde de to folgende
Forsegsreekker give Bidrag.

IV. Rakke (Forss. 1613—1668). Foruden Forsog med den
seedvanlige Blanding af Hvedeprotein og Maltudtrek anstilledes der
Autodigestionsforseg med Maltudtreek alene, kun tilsat dets lige
Rumfang Vand med 0,4 °/o Malkesyre. Som Fealdningsmidler an-
vendtes kun Stannochlorid og Zinksulfat, der benyttedes samme
Temperaturer som i forrige Reekke (kun 33° i Stedet for 31°9), og
Forsegene afbrodes efter 3 Timers Forleb; ved 47° lod jeg dog
ogsaa nogle vare i 4 og 5 Timer.

Foruden i omstaaende Tabel (p. 132) ere Resultaterne ogsaa
anskueliggjorte ved Kurverne paa Tavle XV.

Det ses, at den Proces, der afdekkes ved Stannochloridfeeld-
ningen, virkelig omtrent har naaet sit Maximum efter de 3 Timer
(se forevrigt neste Reekke), og at over Halvdelen (3,66 af 6,84
Mgm.) af det endnu efter 5 Timer feeldbare Kvelstof findes i selve
Maltudtrekket, i hvilket der forovrigt ikke er sket storre Om-
dannelser i denne Retning fra den 3dje til den Ste Forsegstime,
end hvad der kan skrives paa Forsegsfejlenes Regning (3dje Time
15,24, 4de Time: 15,24, Hte Time: 15,44). Den ringe Afstand
mellem Stannochlorid og Zinksulfatkurverne i Forsegene med Malt-

udtreek alene viser, at de Stoffer, der maa maales ved denne Af-
9*
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Total N i 10 Cem. Proteinopl. 33,74 Mgm.
O R (L EE e 19,10 —

jalt, . . 52.847 Mgm;

—_— =
N i Filtratet I

Faldet 1177 )l 4 H‘ Omdannet
e } Efter 3 Timer ved ‘V o
|
A P | | o | Hgm ,T Mgm,
10 Gem. Mu. 4 10 Cem. Prot, | suc 1620| (22,38 ’ 6,18
=i — — || znS0« [1044| ~ 1,2 | 076
S A — — | snck |1620] _ (29,72 | 13,52
=l —  — | ZnS0s “10,44 " 13,02 | 158
Lot — — | snch [1620] . (42,86 I 26,66
s —  — || ZnS0s 1044 |7 \21,36 | 1092
=R — — | SnCl: |16,20 45,04 | 28,84
Aoivea e LSRN ‘ SnCl | 1620 g 0l44.84 (4Tim,) | (28,64) (4 Tim.)
— == — — | snCl |1620 l4<;,uo (5 —)[2980) 5 — )
LT e e A G 10,44’ 26,60 | 16,16
AN = ’ SnCl 16,20/ 40,52 24,12
R e ,110,44 18,60 ‘ 816
3 (AR Do i AP e e e e B | SnCl: |12,70 40113,06 | 0,36
& T | ZnSos ‘10,20 10,52 0,32
e e ity | SnCle [12,70| (13,52 0,82
U | Znsoc 1020 91,88 118
e e b, } SnCle 12,70 | 1348 078
e = A | Zn S04 f10,20‘ 12,76 | 2,56
S ORI .| snck |1270| (1524 | 254
¥R M PR | SnCle ‘19,70 » 0’15,24 (4Tim.) | (2,54) (4 Tim.)
= Tl o lilag ' Sncly 12,70 | l15,44 B —)f @46 —)
8 R TR Znsos 1020 3,80 | 3,60
N RN 7 } Sn Cls !12,70 goo/ 1424 ’ 1,54
S LS SIS Zns0s 1020~ 12,70 2,50

stand, i Forsegene med Hvedeprotein maa vare dannede for aller-
starste Delen af dette.

V. Rekke (Forss. 1711—1776). Forsegsanstillingen er neje be-
skreven p. 58—60, hvorfor der her kun skal erindres om, at der som
Feldningsmidler benyttedes Stannochlorid, Zinksulfat, Garvesyre og
Uranacetat, foruden at der afdestilleredes Ammoniak med brendt
Magnesia, samt at Forsegene udstraktes fra 1—48 Timer. For
Overskuelighedens Skyld aftrykker jeg igjen Tabellen over For-
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sogsresultaterne og henviser forevrigt til Tavle V foruden til den
delvise Tydning af Forsegene, som er given p. 61.

Total N i 10 Cem. Proteinopl. 31,46 Mgm.
— i10 — Mu....... 18,84

jalt. .. 50,30 Mgm.

Stannochlorid | Zinksulfat E Garvesyre | Uranacetat | Magnesia
e R e e e e e
B ‘ Mgm. N ‘. Mgm. N Mgm N | Mgm. N | Mgm. N
-1 | gl o) 2 I Bg) E | Bg) § |
A | &a| E | Ea) k| 84] 2|85
T T ]
Efter 0 Timer 15,62 — yin,so‘ — [1048] — | 9,04} — | 1,06 | —
— 1 — 4040|2478 18,64 | 7,04 | 16,96 6,48 20,121048| 1,35 |0,29
— 9 — 4236 196|2428| 564 |21,16| 420 [2484 472| — | —
_ 3 — 4376 140|2524| 096 |2352| 236 |26,74 190 2,84 075
_ 4 — 4372|004 2854| 330 [2480| 128 27,24 050| — | —
_ 5 — lase| 0043004 150 |25:80| 1,00 |28.80) 1,5(;(} - | =
6 020 3,42 0,19
9

— |laa8| 092|31,52| 148 H27,04 1,24 (29,00
— |4516| 0,16| s112| 0,87 181,16 | 1,37 ‘!32,2«»
_ 12 — |4528| 004]37.96] 1,28 |3496] 127 83,92 0,57| 448 |0,18
94 — |14576| 004]4044| 021 (3804|026 | — | — | 476 0,02
— 48 — |4582|+002]43:88| 0,15 [41,08| 0,13 |8828 0,12| 520 |0,02

il == =

B. Diffusionsforseg.

Jeg segte her at bestemme: 1) hvor meget diffusibelt Kvel-
stof der dannedes ved et Maltudtreeks Indvirkning paa Hvedeprotein
i en given Tid ved Enzymernes Optimumstemperatur, og 2) hvor-
ledes det ikke-diffusible Kvelstof var forskjelligt for og efter denne
Indvirkning (Proteolyse) i Henseende til Koagulationsevne og i dets
Forhold til Oplosningsmidler som Vand og Melkesyre eller Feeld-
ningsmidler som Stannochlorid og Garvesyre.

Forsogsanstillingen var felgende. I et friskt Maltudtreek og i
en Proteinoplosning gjordes Bestemmelser af Total-Kvzlstof og af
den Maengde Kvelstof, der strax unddrog sig Feeldning med Stan-
nochlorid og Garvesyre. Dernst toges to Portioner, hver a 50 Cem,
Maltudtrek + 50 Cem. Proteinoplesning, hvoraf den ene (den pas-
sive Prove) strax, den anden (den aktive Prove) ferst efter 3 Timers
Henstand ved 50° opvarmedes til 90° i cirka 10 Minutter for at
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destruere de proteolytiske Enzymer. I begge Prover udskilte der
sig ved Opvarmningen en Del koagulabelt ZAggehvidestof stammende
fra Maltudtreekket. De anbragtes derefter i hver sin for Tathed
noje undersegte Fiskeblere, der stilledes i store Cylinderglas (1 Liter)
med destilleret Vand i Hejde med Veskeoverfladen inde i Blaren.
Da dennes Indhold herved pressedes sammen, blev der en saa
meget storre Membran at diffundere igjennem. For at hindre
Bakterievegetation haeldtes der mnoget Formaldehyd i Bleren, og
dette gjentoges, hver Gang der skiftedes destilleret Vand i Cy-
linderglassene, hvilket i Reglen fandt Sted hver anden Dag. Dia-
lysaterne opsamledes omhyggeligt og inddampedes i flade Skaale
efter Tilsetning af lidt concentreret Svovlsyre, hvorefter deres
Indhold af Kvelstof bestemtes!. Efter at Dialysen havde varet
fra d. 17. til d. 31. Maj (1901), bleve Blamrerne skaarne op og deres
Indhold sprejtet af, hvilket forevrigt gik meget let. Begge Proverne
bleve filtrerede; den aktive gav da et fuldsteendig vandklart Filtrat,
men den passive et opaliserende, der kun langsomt gik gjennem
Filtret. ~Efter Fortynding til et bestemt Rumfang (350 Cem.)
gjordes de nedenanforte Bestemmelser i dem?2. Det uopleste Ind-
hold behandledes under Opvarmning med 100 Cem. 0,4 procentholdig
Melkesyre, hvorved af begge Pruver en Del gik i Oplesning, dog
forholdsvis lidt af den aktive Prove. I disse malkesure Oples-
ninger gjordes Bestemmelser af Total-Kvalstof og af den Meangde
! Da jeg paa Forhaand ikke kunde vide, hvor meget Kvealstof der
fandtes i de forste Dialysater, men der sandsynligvis var mere, end
det var bekvemt at arbejde med efter Kjeldahls Metode, gik jeg
her frem paa folgende Maade. Inddampningsresten digereredes med
20 Cem. conc. Svovlsyre og 6 Spatler Kobberilte i 7 Timer. Der-
efter iltedes der med 5—6 Spatler manganoversurt Kali, hvorved
Indholdet i Kolberne stivnede til en aldeles fast, rodgraa Masse, der
senere kun ved Opvarmning lod sig oplese i Vand. Oplosningen
heldtes gjennem et Filter ned i en 200 Cem.s Maalekolbe, hvorved
den gav et klart Filtrat med et svagt gronligt Skjwer (af mangan-
sure Salte). Efter omhyggelig Udvaskning af de paa Filtret til-
bagebleyne Manganilter fyldtes der op til Mewrket, og af Filtratet
toges nu 2 X 50 Cem. til Kvwelstofbestemmelser. Filtret med Man-
ganilterne bragtes ned i den Kolbe, der var anvendt til Digestionen
med conc. Svovlsyre, af hvilken der igjen tilsattes nogle Draaber
foruden noget fast Oxalsyre, hvorved Vaesken klaredes, og der de-
stilleredes med Natriumhydroxyd. Det viste sig dog, at der ikke

var noget Kvalstof i Manganilterne.
? De i denne sterkt fortyndede Oplosning foretagne Feeldninger, navnlig
Feeldningen med Stannochlorid, tor man dog ikke tillegge nogen
exakt Verdi, da Fwmldningsbetingelserne jo her var ganske andre end
sedvanligt.
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Kvealstof, der unddrog sig Faeldning med Stannochlorid og Garve-
syre. I de i Mewlkesyre uoploselige Rester med tilsvarende (ud-
vaskede) Filtre bestemtes Kvelstofindholdet.

Forsegene gave nu folgende Resultater:

Den anvendte Forsogsveske indeholdt oprindelig:

i 10 Cem. Maltudtrek 18,46 Mgm. N, o: i 50 Cem. 92,30 Mgm. N
i-10°— Proteinopl. 30,30 - — * — "50 — 151,60 * —
ialt i 100 Cem. 243,80 Mgm. N

Heraf feldedes med Stannochlorid .............. 173,80 Mgm. N
— — — (G atyesyien dieuius il Givat s 199,20 58—
—  diffunderede ud i Lobet af 14 Dage....... 60,92 —

Som navnt p. 133 blev en Portion paa 100 Cem. (50 Cem.
Mu. + 50 Cem. Prot.) strax opvarmet til 90° i 10 Minutter (den
passive Prove), en anden lige saa stor forst, efter at den havde
staaet ved 50° i 3 Timer (den aktive Prove), hvorefter begge
Portioner underkastedes 14 Dages Dialyse.

Dialysen forlob paa felgende Maade:

i den passive, iden aktive Prove

Fra 15.—17. Maj diﬁ'undefede ud... 44,16 Mgm. N 84,96 Mgm. N

- 17.-19. — = e 900 — 25,96 —
- 19.—21. — — e 214 — 9,20 —
SRTDAL PR = AP [ A 5,85  —
& 28:.~925, =— = woer 1,100 == 4,40 —
- 25.—29. — (4Dogn) — e nidndd e 5,92 —
- 29.—31. — = ... 096 — 2,80 —

ialt... 60,92 Mgm. N 138,99 Mgm. N
Dialysen var saaledes ikke fort helt til Ende, hvad den —
teoretisk set — jo forst vilde blive efter et uendelig langt Tids-
rum, og navnlig i den aktive Preve vilde en kendelig Meangde
Kvelstof endnu veere diffunderet ud, hvis den var fort videre.
Konstruerer man Kurver af de to Talrmkker (se Tavle XVI)
ville de vise sig at forlobe omtrent parallelt, og man kunde ved
Hjelp af disse tilnsermelsesvis beregne, hvor meget diffusibelt
Kvalstof, der efter Forsogets Afslutning endnu maatte veere til-
bage i Blererne. Men holder man sig til de anforte direkte fundne
Tal, vil man se, at det er en betydelig Mengde (78,07 Mgm.)
Kvalstof, der er gjort diffusibelt i Lobet af de 3 Timer ved 50°,
Reduceret til den almindelig anvendte Mengde Forsegsveske (20
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Cem.) bliver det 15,61 Mgm. Kvealstof eller godt og vel den Meangde,
der i samme Forsegstid szdvanlig unddrager sig Faldning med
Garvesyre (se f. Ex. Tab. p. 130).

Ved de Bestemmelser, der gjordes af det Kvelstof, som efter
Dialysen var blevet tilbage i Blarerne, fandtes:

i den passive, i den aktive Prove

Af i Vand oplesel., men ikke diffusib. N 92,40 Mgm. 65,10 Mgm.

— uoplosel., i Malksyre oplesel. 24,40 — 2,88 —

— og Melkesyre uoplosel.. .. .. 53,60 — 22,48 —
170,40 Mgm. 90,46 Mgm.

Leegges hertil diffusibelt N = 60,92 — 138,99 —

faaes ialt. . . 2317,.":’»‘725@111. 2227),1531;;111.1

Det ses af disse Tal, at en betydelig Maengde af det i For-
sogsveasken oprindeligt tilstedeveerende opleselige, men ikke diffusible,
Kvelstof er blevet diffusibelt under Proteolysen, og at det op-
rindeligt koagulable og efter Koagulationen (ved;Opvarmning til 90°
110 Minuter) i Vand og Melkesyre uopleselige Kvelstof ogsaa er
blevet for Sterstedelen overfort i en opleselig og ikke koagulabel
Form, saaledes at det, der er forbleven uomdannet efter Prote-
olysen, hverken er opleseligt i Vand eller i Meelkesyre, naar det forst
er bleven bragt til at koagulere.

Som neevnt foretoges der Fwldninger med Stannochlorid og
Garvesyre i de Bestanddele af Blarernes Indhold (efter Dialysen),
der enten vare i Oplesning eller lode sig oplese ved Behandling
med Mzwlkesyre. Disse Feldninger gave folgende Resultater:

I den passive Praove: Fwldedes med
Stannochlorid  Garvesyre
Af 92,40 Mgm. i Vand opl., men ikke diffus. N 11,76 Mgm. 86,52 Mgm.
- 2440 — — uopl, i Melkesyre opl.- 19,12 — 23,12

I den aktive Prove:

Af 65,10 Mgm. i Vand opl., men ikke diffus. N 6,30 Mgm. 60,62 Mgm.
- 2,88 — — uopl., i Meelkesyre opl.- 1,76 — 2,880 —

! Naar disse to Tal ikke stemmer med det for den oprindelige For-
sogsrekke angivne Tal for Total-Kvelstof (243,80 Mgm.), maa der
erindres om, at de mange Bestemmelser ;i Kvyotadele af de forskjel-
lige Fraktioner rumme saa mange smaa Fejlkilder, der tilsammen
snart vilde kunne udgjore de manglende 10—12 Milligram, at man
paa Forhaand ikke kunde vente en bedre Overensstemmelse,
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Da Feldningsbetingelserne ved den sterke Fortynding (se
p-134) ere blevne helt andre end de sadvanlige, ter man sikkert
ikke leegge nogen for stor Veegt paa de her fundne Tal. Kun synes
det mig at have Interesse at se, at Garvesyren udfelder nasten fuld-
stendig det Kvelstof, der ikke er diffunderet ud. Differenserne
kunne maaske netop omtrent svare til den Mwngde af i og for sig
diffusibelt Kvelstof, der ikke var diffunderet ud, da Dialysen
afbrodes.

Dialyseforsegene have saaledes givet en mere eller mindre
fyldestgjorende Besvarelse paa de Sporgsmaal, der opstilledes p. 133.

Ser man nu paa, hvad alle disse Faldnings- og Diffusions-
forseg oplyse om de proteolytiske Spaltningsprodukters Natur,
kan der vel udledes ikke saa ganske lidt af mine Forseg, naar
man sammenholder dem med de Resultater, andre Forskere ere
komne til med Hensyn til Adskillelsen af forskjellige Stoffer eller
Stofgrupper ved de her anvendte Metoder. Men den omfangsrige
Litteratur desangaaende, hvori der desverre kun findes altfor mange
Modsigelser, maner til en vis Varsomhed med at drage Slutninger.
Naar den ene Forsker har ment i et Fwldningsmiddel at have
fundet en Metode til at adskille bestemte Stoffer, har der i Reglen
altid hurtigt meldt sig en anden, der mente at kunne paavise, at
det samme Faldningsmiddel delte efter andre Skillelinjer, naar der
f. Ex. benyttedes et andet Stof som Udgangsmateriale, eller Feld-
ningsbetingelserne paa et eller andet Punkt varierede. Og da
netop det af mig anvendte /Eggehvidestof, Hvedeproteinet, endnu
ikke er gjennemarbejdet med Hensyn til de Spaltningsprodukter,
det giver under forskjellige Agentiers Indflydelse, mener jeg, det
vilde veere forhastet at drage vidtgaaende og detaillerede Sammen-
ligninger mellem mine Resultater og, hvad andre har fundet for
andre Aiggehvidestoffer ved Benyttelsen af de samme Fealdnings-
midler, som jeg har anvendt. Jeg skal derfor indskreenke mig til
at drage nogle faa Hovedlinjer ved Grupperingen af de proteoly-
tiske Spaltningsprodukter, veesentligst stottende mig til, hvad man
i Almindelighed er enig om i saa Henseende.

Om Anvendelsen af Stannochlorid som Feldningsmiddel fore-
ligger der i Litteraturen — saa vidt mig bekjendt — kun, hvad
Schjerning har meddelt i en Reakke Afhandlinger!, og da han
i det hele taget synes mig at veere den Forsker, der omhyggeligst

1 T Fresenius’ Zeitschr. f. anal. Chemie. Se forovrigt Citaterne p- 30.
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og mest systematisk har gjennemarbejdet forskjellige Faldnings-
midlers Veerdi til Adskillelse af Aggehvidestofferne og deres Spalt-
ningsprodukter, netop hvor det gjwlder at drage Skillelinjerne mellem
Hovedgrupperne af disse, kan jeg for Sterstedelen indskranke mig
til at anfore hans Angivelser, selv om jeg ikke paa alle Punkter
mener at kunne samstemme med ham.

Stannochlorid felder da — efter Schjerning — kun virke-
lige Albuminstoffer og, for saa vidt som hans Benavnelser »Albu-
min I« og »Albumin IT« vel maa dekke over saadanne, endda ikke
dem alle, da det sidstnavnte f. Ex. ikke feldes. Og naar, som nevnt
p- 23 og 31, det af mig anvendte Hvedeproteinpraeparat ikke feldes
fuldstendig, men kun c. 95 %/ heraf, kunde dette maaske finde sin
Forklaring i, at det ikke var fuldstzendig ensartet, men indeholdt
¢. %o af andre Stoffer. Selvfelgelig er der under en Proteolyse
ikke Tale om, at ét agte Albuminstof omdannes til et andet, saa
naar det efterhaanden unddrager sig Feeldning med Stannochlorid,
maa det bero paa en Nedbrydning, der vel i de forste Stadier er
en Hydrolyse. At det ikke er en almindelig Syntonindannelse?,
derpaa tyder bl. a. det Forhold, at denne Omdannelse slet ikke
foregaar ved Temperaturer over 70° (se p. 41), men hvorvidt vi
ere naaede til Dannelsen af @gte Albumoser, saa snart Stanno-
chlorid ikke lengere fwmlder, derom drister jeg mig ikke til at ud-
tale mig bestemt, selv om jeg mener, man lige saa godt kan be-
nytte denne Benzvnelse som nogen anden, saa lenge Albumoserne
ikke ere bedre karakteriserede, end Tilfeldet er i Ojeblikket. Med

dette Forbehold vil jeg da i det folgende — som ogsaa sket en-
kelte Gange i det foregaaende — tale om, at Stannochlorid-

kurverne drager Skillelinjen mellem de ®gte Albumin-
stoffer og Albumoserne. Er dette Tilfeldet, vil man ved
Hjeelp af Stannochlorid og det andet i disse Forsogsreekker ret ofte
anvendte Faldnings- eller Udsaltningsmiddel, Zinksulfat, have
faaet Midler i Heende til direkte at maale og saaledes forfolge
Albumosedannelsen under en Proteolyse, idet saa vidt mig bekjendt
alle Forskere ere enige om, at Zinksulfat i mattet Oplosning
paa samme Maade som Ammoniumsulfat og Magniumsulfat ad-
skiller Albumoserne fra de mgte Peptoner, eller — rettere
sagt — man netop adskiller disse Stoffer ved deres Forhold til
disse Feeldningsmidler, der ikke udfwlder de wmgte Peptoner.

Syntoninerne eller Acidalbuminerne skulle (efter 0. Cohnheim: Chemie
der Eiweisskorper, Braunschweig 1900, p. 88) vise ganske de samme
Fixldnings- og Farvereaktioner som de egentlige Aggehvidestoffer.
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Det var A.Bomer, der i 1895 forste Gang' og senere i For-
bindelse med K. Baumann?® paaviste denne Lighed mellem Am-
moniumsulfat og Zinksulfat i deres Forhold til Albumoserne, og
dette var af saa meget storre Betydning, som man ved Anvendelsen
af det sidste undgaar den Korrektion for Kvelstof, som det forste
medforer. Senere har navnlig E. Zunz® bekraeftet Bomers An-
givelser, ligesom Schjerning* har faaet samme Resultater med
Zinksulfat som med Magniumsulfat. Paa disse Angivelser benyttes
Zinksulfat nu af flere andre Forskere, saa det i @jeblikket er i
Ferd med helt at fortreenge Ammoniumsulfat ved kvantitative Al-
bumosebestemmelser.

Om Sublimatets Betydning hersker der derimod storre Uenig-
hed. W.Kiihne® og R. Neumeister® angive f. Ex., at det feelder
fuldstendigt alle proteinagtige Spaltningsprodukter, ogsaa Peptoner,
og Schjerning?, at det tillige medtager Ammoniaksalte af or-
ganiske Syrer; men da det i mine Forseg® endogsaa har givet
ringere Fwldninger end Zinksulfat og altsaa ikke en Gang har med-
taget alle Albumoserne, tor jeg af Litteraturangivelserne intet slutte
om Kvaliteten af det Kvelstof, det faelder.

Med Hensyn til Betydningen af Garvesyrefeldningen fore-
ligger der i Litteraturen lige saa lidt oplyst. J.Sebelien® er vel
den, der grundigst har bearbejdet dette Faldningsmiddel, idet han
(efter Almén1%) benyttede en Oplesning af 4 Gm. Tannin i 190
Cem. 40—50 pfocentlmldig Alkohol, tilsat 8 Cem. 25 procent-
holdig Eddikesyre. Han anferer som Resultat af sine Under-
sogelser f. Ex.: »Lige saa fuldstendig en Udfeldning man faar
med Garvesyre af de egentlige /Eggehvidestoffers Oplosninger, lige
saa ufuldstendig bliver Bundfeldningen, naar man har at gjere
med de saakaldte peptonagtige Stoffer, baade virkelige »Peptoner«

L A. Bomer: Zeitschr. fiir analytische Chemie XXXI1V, 562 (1895).
2 A. Bémer & K. Baumann: Zeitschr. f. Unters. der Nahrungs- u.

Genussmittel, 1, 106 (1893).

8 F. Zunz; Zeitschr. f. physiol. Chemie XXVII, 219 (1899) og XXVIII,

132 (1899).

4 H.Schjerning: Zeitschr. f. anal. Chemie XXXV, 296 (1896).
5 W, Kiihne: Zeitschr. f. Biologie XXII, 423 (1885).
’ Rich. Neumeister: ibid. XXVI, 2384 (1890).
T H.Schjerning: Zeitschr. f. anal. Chemie XXXIX, 553 (1900).
§ Jeg har her fulgt Schjernings Metode og neutraliseret med Kalk-

vand for Faldningen. :
9 J. Sebelien: Danske Vidensk. Selskabs Oversigt 1888, p. 81—126
og Zeitschr. f. physiol. Chemie XIII 142 (1888).

10 Almén: Upsala likara forenings forhandlingar, 1870.
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og »Albumoser««'; samt at srent Pepton opleses fuldstendig i
Overskud af Garvesyre«. Hvor rigtigt end dette kan vare for det
Materiale, hvormed Sebelien har arbejdet (Spaltningsprodukter af
Heonseaggehvide, Kasein og Laktalbumin), saa ter disse Resultater
dog neppe generaliseres. Selv har jeg iagttaget, at et Overskud
af Garvesyre er i Stand til at gjenoplese noget af det en Gang
udfeeldede Bundfald af et Gjerudtrek (af selvfordejet Gjer, som
indeholdt store Maengder af proteolytiske Spaltningsprodukter), men
de Forseg, jeg anstillede for at finde Fejlgreenserne for Garvesyre-
feeldningerne, og som jeg udferlig har omtalt tidligere (se p. 26—29),
have tydelig vist, at i det her omhandlede Tilfzelde (Spaltnings-
produkter af Hvedeprotein) gjenoploses der intet af det en Gang
feeldede Kvelstof, selv i stort Overskud af Garvesyre. Og at dette
ikke hidrorer fra, at jeg har benyttet en vandig Oplesning af
Garvesyre (b %), fremgaar af de ovennmvnte Forseg med Gjer-
extrakt, hvor samme Oplesning benyttedes.

I Modsetning til Sebelien er jeg endvidere af den Anskuelse,
at Garvesyren fwlder ret fulstzendig baade Albumoser og wmgte
Peptoner, i hvert Fald dem, jeg har arbejdet med. Et Blik paa
Kurverne (Tavle XIIT og XIV) viser jo, at der altid feldes mere
af Garvesyre end af Zinksulfat, og en Sammenligning med Uran-
feeldningerne, som jeg strax skal omtale, tyder paa, at Garve-
syrefeldningen paa det n@rmeste maa betegne Skille-
linjen mellem de endnu proteinagtige (peptiske) og
de dyberegaaende (tryptiske) Spaltningsprodukter af
Hvedeprotein og Maltudtrak, hvilket ogsaa stottes af mine
Dialyseforsog (se p. 136), hvor Garvesyren jo feldede saa godt som
alt det Kvelstof, der var i Oplesning men ikke var diffunderet ud
af Bleren.

Jeg skylder dog endnu at tilfaje, at Schjerning?, der blandt
andet ogsaa har arbejdet med Urt (omend altsaa ikke med netop
Gronmaltudtrek og Hvedeprotein), erklerer sig enig med Sebelien
og mener, at Garvesyre kvantitativt kun felder egentlige Albumin-
stoffer. — Kun Paastanden om, at Garvesyre i Overskud gjenop-
loser det en Gang feldede, kan jeg bestemt bevise ikke gjelder ved
mine Forseg, men forevrigt indeholder disse jo ikke det exakte
Bevis for, at virkelig alle Albumoser og Peptoner ere udfwmldede,
skjent jeg synes, at mine Kurvers Forlob (navnlig naar de sammen-
lignes med andre Femldningskurver) taler sterkt derfor. Men at

Sebelien: Videnskabernes Selskabs Oversigt 1888, p. 94.

e
S Schjerning: Zeitschr. fiir anal. Chemie XXXIX, 562 (1900).
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det er en forholdsvis dybtgaaende Fase i Proteolysen, omtrent be-
liggende ved Grnsen mellem Peptonerne og de ikke-proteinagtige
Spaltningsprodukter, der afdekkes ved Garvesyrekurverne, vil der
dog vist neppe kunne rejses Tvivl om.

Om Uranacetat angiver Schjerning?, at det fwlder alle
proteinagtige Forbindelser fra Peptoner opefter, og tillige, naar der er
en storre Mangde Fosforsyre tilstede, saadanne ikke-proteinagtige
Stoffer som Asparagin, Arginin og Piperazin. I de Forseg (Nr. 1711—
1776, se p. 133), hvor jeg ogsaa anvendte dette Feldningsmiddel,
falder Uran-Kurven (se Tavle V) i Lebet af de forste 3—4 Forsogs-
timer omtrent sammen med Zinksulfat-Kurven og ligger hojere (d. v. s.
der feldes mindre) end Garvesyre-Kurven. Efter 3'/> Time bojer den
nedad fra Zinksulfat-Kurven og skjerer efter c¢. 10 Timer Garve-
syre-Kurven, hvilke to forevrigt hele Tiden lebe omtrent parallelt,
og efter 48 Timers Forleb er den sunket leengere under Garvesyre-
Kurven, end denne da ligger under Zinksulfat-Kurven. I Malt-
udtraekket findes der vel en Del Fosfater, men dog ikke mere end
f. Ex. i Urt, og efter Schjerning? ikke saa meget, at det kan
have nogen kjendelig Indflydelse i Retning af Feldning af ikke-
proteinagtige Forbindelser; i Reglen vil da Uranacetat drage Skille-
linjen mellem disse og Peptonerne. Hvis dette er rigtigt, og selv
om der feldes en ringe Mengde af Amider og Hexonbaser paa
Grund af Fosfaternes Tilstedevearelse, vil altsaa ogsaa Uranfeld-
ningen paa det narmeste ligesom Garvesyrefeldningen adskille netop
de Spaltningsprodukter, der ligge over og under de agte Peptoner.

At Fosfor-Wolframsyren foruden proteinagtige Forbin-
delser falder flere dyberegaaende proteolytiske Spaltningsprodukter
(Hexonbaser, Monoaminer, Ammoniak m. m.), er almindelig antaget®.
I Overensstemmelse hermed har jeg ogsaa fundet Kurven for Fosfor-

Wolframsyren — der angiver, hvor meget Kvalstof, der unddrager
sig Feeldning — liggende meget lavere end Kurverne for alle de

ovrige anvendte Feldningsmidler og tilmed saa langt under Garve-
syre-Kurven, at Forskjellen ikke kan hidrere fra Ammoniak alene,
men ogsaa maa tilskrives de andre krystallinske Spaltningsprodukter.

Destillationen med Magnesia vil give Oplysning om, hvor
meget Kveelstof der er nedbrudt til Ammoniak, da der ved den
kortvarige Destillation (c. 10 Minutter) ikke kan vere Tale om, at
den anvendte Ma@ngde Magnesia har fraspaltet Kvelstof, der ikke
forud var tilstede som Ammoniak.

L H.Schjerning: Zeitschr. f. anal. Chemie XXXIX, 545 (1900).
4" H. Schjerning: Zeitschr. f. anal. Chemie XXXIX, 556 (1900), Tab, 1V,
3 Sebl. a. Fr. Kutscher: Zeitschr. f. physiol. Chemie XXXIT, 215 (1900).
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Efter hvad der her er udviklet, skulde man da ved samtidig
Anvendelse af flere Faeldningsmidler omtrent kunne bestemme, hvor
meget der under en Proteolyse dannes af Albumoser (Differen-
sen mellem Stannochlorid- og Zinksulfatfzldningen), af agte Pep -
toner (Differensen mellem Zinksulfat og Garvesyre eller Uran-
acetat) og dyberegaaende Spaltningsprodukter (Amider,
Aminer, Hexonbaser, Ammoniak, m. m., ved hvad der unddrager sig
Fwldning med Garvesyre eller Uranacetat). Og naar jeg i det fore-
gaaende som oftest har benyttet samtidig Stannochlorid og Garve-
syre, skulde jeg da ved disse Feldningsmidler have fundet et
omtrentligt Udtryk for den peptiske og den tryptiske Virksomhed
(i den Betydning, hvori jeg benytter disse Benwvnelser, se p. 35)
under Proteolysen.

Ser man da paa en Forsegsrakke som f. Ex. Forss. 1711—
1776 (se p. 133 og Tavle V), hvor Proteolysen er forfulgt gjennem
48 Timer ved Hjelp af 4 forskjellige Feldningsmidler og Destilla-
tion med Magnesia, er det paafaldende, hvor intensiv og hurtigt
forlobende Albumosedannelsen er, idet den efter 3—4 Timer om-
trent har naaet sit Maximum, men at Peptonerne kun synes at
veere til Stede i ringe Mangde som et Gjennemgangsled til en
dyberegaaende Senderdeling, der langsomt fortsmttes, indtil om-
trent alt det Kvelstof, der lader sig omdanne ved denne Proces,
er nedbrudt saa vidt, at det ikke lengere fmldes hverken af Gar-
vesyre eller Uranacetat, medens samtidig endog ret betydelige
Mengder af det er bleven omdannet til Ammoniak.

De Forseg, der ere anstillede ved forskjellige Temperaturer,
vise tillige, at de forskjellige Virksomheder foregaa stadig i om-
trent samme indbyrdes Forhold, idet de forskjellige Faldnings-
kurver lobe omtrent parallelt. Naar blot Stannochloridkurven
synes at afvige moget fra de andre, kommer det, som for nevnt,
af, at den anvendte Forsegstid (3 Timer) har veret noget for
lang til Bestemmelsen af denne Kurve, hvis nejagtigere Forlob
tidligere er bestemt ved kortere Forsegstid (se pag. 41). Hvad
der er verd at legge Merke til, er, at Albumosedannelsen gaar
livligt for sig allerede ved saa lave Temperaturer som 4° og 19°,
medens de andre Virksomheder forst tage Fart over 19°—20°.
Naar der i Forsog med Maltudtreek alene (uden Hvedeprotein)
viser sig at vere saa ringe en Afstand mellem Stannochlorid- og
Zinksulfatkurven, der ved gunstigere Temperaturer yderligere for-
mindskes (som Forss. 1613—1668, Tavle XV, vise), tyder dette
paa, at Sterstedelen af Maltudtraekkets kvelstofholdige Bestand-
dele allerede under Spiringen ere nedbrudte nesten saa meget,
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som det overhovedet er muligt, og at der ialt Fald efter 3 Timers e ‘

Henstand ved en for Proteolysen gunstic Temperatur vil findes | 4

meget lidt baade af Albumoser og Peptoner, da disse nu ere ned- ‘J

brudte videre. — !
Diffusionsforsegene synes mig paa en smuk Maade at bekrafte 1 ‘

Feldningsforsegene og at stette de Slutninger, jeg har uddraget ol

af disse. Ved Forsegets Begyndelse findes der i 100 Cem. For- Rl

sogsvaeske 243,80 Mgm. Totalkvealstof, hvorat 70,00 Mgm. und- B

drage sig Feldning med Stannochlorid (hovedsagelig hidrerende 18

fra de 50 Cem. Maltudtrek med 92,30 Mgm. Totalkvealstof). | 4

Efter 3 Timer ved 50° er Forsogsvasken bleven saaledes om- 1

dannet, at der i Lobet af 14 Dage diffunderer 78,07 Mgm. mere ‘

ud af den aktive end af den passive Prove, medens en anden vel

nok saa stor Del af Kvealstoffet (en nejagtig Bestemmelse var her

umulig) er bleven saaledes omdannet, at den ikke lengere faeldes

af Stannochlorid, men saa godt som fuldstendig af Garvesyre.

Hvad der diffunderer ud, vil da for Sterstedelen vere krystallinske

Forbindelser tillige med ringe Mengder af @gte Peptoner, medens |

Albumoserne hovedsagelig ville vere holdte tilbage i Blaren, ‘ ‘ W |

V. , \
ENZYMERNES FORSTE OPTRADEN OG DANNELSE. ‘
1. Spiringsstadiet. | ;1

Windisch & Schellhorn! angive, at der allerede 1 det ‘ i
uspirede Bygkorn (»rohe Gerste«) findes et proteolytisk Enzym i I |
ringe Mengde, og at det i slet hostet (udvoxet) eller aggehvide- ‘ ;]
rigt Byg kan forekomme i anselige Mengder. Under Udbledningen ‘
finder der ingen kjendelig Foregelse af Enzymindholdet Sted, men HAd
denne indtreder strax ved Spiringens Begyndelse og tiltager nu
bestandig, indtil Kimplanten er bleven gren. I wmggehviderige
Bygsorter indtreeder Enzymdannelsen hurtigere end i @ggehvide- |

fattige. |
Efter at jeg flere Gange forgjeves havde segt ved Hjelp af

Garvesyrefeldningen at konstatere en proteolytisk Enzymvirkning

1 uspiret Byg, anstillede jeg en sterre Forsegsraekke for at finde,

paa hvilket Stadium af Maltningsprocessen en saadan vilde vise ;

1 Windiseh & Schellhorn: Wochenschr. fiir Brauerei XVII, 452
(1900).
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sig. Jeg anvendte her ogsaa kun Garvesyrefeeldningen og har
saaledes kun forfulgt det tryptiske Enzyms Udvikling. Muligvis
vilde jeg vere kommen til lignende Resultater som de Herrer
Windisch & Schellhorn, om jeg havde benyttet en anden
Metode (se neste Afsnit, om Zymogener).

Mine Prover bleve tagne fra Gl. Carlsbergs pneumatiske Mal-
teri i 3 forskjellige S@t, henholdsvis den 6., den 12. og den
18. Novbr. 1900, men jeg forvissede mig om, at det stadig var
samme Bygprove (betegnet »Kerteminde«, med hollandsk Vegt 115)
i forskjellige Spiringsstadier.

Prover udtoges saaledes:

Den 6. November.

0 af lufttert Korn.
I af Korn efter 1 Dogns Udbledning (fra 5/11 K1. 11 til ¢/11 KI. 11)

T Sy L —_ (- Yu — =8 — )

I o= — 3 — — (~Bu — <9y —

lige efter Udtemn. af Stebekarret)

v — =l — i8piving: - (fra i KL 11 6 84y KL 11)

vV — — 2 — — (- Yu — -8y —)

Den 12. November.

VI af Korn efter 3 Dogns  — (O — -2y — )
v — — 4 — — G i e or B8 )
VIII — — 5 — — (= Sl =AM Ly

X — 6 — — (@G — =2y )

X — 7 — — (- % — =18y — )

XI — — 8 — —— (-Ya — - )

Da Spiringen i Malteriet ellers afbrydes paa den Y. Spirings-
dag, fortsattes den nu paa den Maade, at Proverne anbragtes i
Sigter, der boredes ned i Maltdyngerne saaledes, at der blev
suget samme Mwngde Luft gjennem dem som gjennem den ovrige
Malt. Desuden blev Sigternes Indhold vendt (»kastet«) til samme
Tider som den evrige Malt, og Spiringen fortsattes saaledes endnu
1 5 Dogn, idet der udtoges Prover.

Den 18. November:
XII af Korn efter 9 Dogns Spiring (fra ®/11 K1. 11 til 18/11 K1. 1 )

XHor - — 10 — = 02 Bla et S BT )
VIR S T i iy S e S
e R R R (0 T T T TR
e e S T T R
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‘
De forskjellige Prover havde naturligvis et hejst forskjelligt f ;
Vand- og Terstofindhold, hvorfor det blev nedvendigt i hver en- :' ’
kelt at foretage Bestemmelser heraf. Dette gjordes saaledes, at |
de fugtige Prover (tagne fra Stebekarrene) anbragtes paa en ‘ ‘;
Tragt med Filtrerpapir, overdekket af en Glasplade, indtil Vandet |4
var dryppet af dem, hvorefter der strax afvejedes den Mengde af [
hele Korn, som skulde benyttes til Bestemmelsen. Denne fore- | 1
toges paa sedvanlig Maade ved Opvarmning i Vakuum ved 105 ° |
til konstant Veegt. ‘
Men for at faa et brugeligt vandigt Udtreek maatte de for- ‘
skjellige Prover behandles noget forskjelligt, da den swmdvanlige [ |

Knusning i Kjedhakkemaskine ikke lod sig anvende for dem alle. }
Det lufttorre Korn blev malet fint paa en Kvarn, Proverne | M
[I—IV gik ferst 3 Gange gjennem Kjedhakkemaskinen, hvorefter ‘
de bleve yderligere knuste og stedte i Stykker ved en omhyggelig !
Jearbejdelse i en Mortert, Proverne V og VI fik allerede ved
>assagen gjennem Kjedhakkemaskinen en gredagtig Karakter og |
knustes derfor ikke yderligere, og Resten af Proverne blev ved ;
denne Behandling af samme Beskaffenhed som det Materiale, jeg | ,
ellers arbejdede med ved Fremstillingen af mine Maltudtreaek. Al
For saa vidt muligt at gjere Udtreekkene lige »sterked, || r‘ f
maatte der naturligvis smttes forskjellige Mangder Vand til de [
forskjellige Prover. Der blev da altid sat netop saa meget til, J:

som ved en Beregning skjonnedes at veere 3 Gange saa meget \ I

|
som Provens Torstofmaengde, idet jeg til Grund for denne Bereg- 1 ‘
ning lagde tidligere Bestemmelser af lignende Art. Efter nogle b
Omroringer henstilledes Proverne i Isskabet til nmeste Dag. Der- 1 J
efter rortes endnu nogle Gange rundt. II—IV pressedes i Skrue- ‘ ]
presse, de evrige bragtes strax paa Filtre, og med hvert Udtrak 1 w
gjordes nu 2 Parallelforseg over deres Indvirkning paa en mealkesur 1’ |
Proteinoplesning ved Henstand i 2 Timer ved 479, idet der for og |
efter denne Tid frldedes med Garvesyre. Af hvert Udtrek be- ‘ ‘
stemtes tillige Totalkveelstofmangden i 10 Cem., samt hvor meget ‘
Kveelstof der heraf unddrog sig Garvesyrefeldningen. Som de ;
anforte Tal vise, bleve Udtrwkkene af ret forskjellig Styrke i

Henseende til Kvalstofindhold, saa for at drage en Sammenligning

mellem deres proteolytiske Fermentevne var det nodvendigt at be-

samme Torstof- eller samme Kvelstofindhold. ‘ J

regne denne efter
Her forekom det mig naturligst at legge det sidste til Grund for |

I Rivning med Sand vilde have viret bedre, men herover blev jeg ; %‘

forst bag efter klar. {

I'r, Weis: Proteol. Knzymer. 10 i‘
| |
|




|
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Sammenligningen, hvorfor jeg i nedenstaaende Tabel har omregnet
til et Maltudtrek, der i 10 Cem. indeholdt 15 Mgm. Totalkvelstof,
som den Mangde, der netop fandtes i det feerdige Gronmaltudtraek,
hvorved Titreringsfejlene rigticnok ere blevne uforholdsmeessig for-
ogede for de kvealstoffattive Udtrek. Resultaterne meddeles 1
nedenstaaende Tabel og grafisk paa Tavle XVII,

\ I 1.10, Com. 110Cem.

Udtr.4-10 |  Omdannet N

; Yand- i Udtrak Gem. Prot.

Forss 1239— 1340 ind- | -

hold || Total | N i Pil- l‘.\\“‘.‘Vl‘_,”.:::::::. Direkte «I-"{‘Il‘“.‘xrr“-v Iml;

[ I N | tratet e = fundet | ';"tvl\)"—';'v""-“:
/o i} Mgm. Mgm. | Mgm Mgm, Mgm,
0. Luftterre Korn... . 16,37 | 968 | 2.88 92,92 0,04 0,06
I. 1 Degns Udbledning | 39,39 I 3 80 1,92 || 2,08 0,16 063
I 2 1317 | 3,88 | 1,82 2,08 026 | 1,00
n. -3 4491 | 378 | 1,96 | 190 [(=-008) (=024)
IV. 1 Degns Spiring . . 15,68 1,45 | 226 0,26 0,87
V. 2 — .. |[|45.96 | 6,34 | 3,12 0,24 0,h7
Vi; '3 ... [45,92 | 650 | 296 | 0,24 0,55
Vil f o 2 ... (147,96 | 1054 | 540 | 218 | 810
Vil 5 - oo 147,79 | 14,18 | 7,46 5,10 5,40
IX. 6 ... (48,10 (| 15,17 | 7,68 [ 6,96 6,87
S ... 4842 | 1487 | 7,74 | 1878 | 6,04 | 6,09
XI. 8 o 1149,35 | 15,00 | 122 13,98 6,76 ‘ 6,75
), | ER S von 150,40 (| 14,68 | 7.08 14,48 7,40 7,59
XHI 10 - won 14751 || 14,48 | 6,70 (| 13,00 6,30 6,51
XIV. 11— .-+ 5030 | 14,68 | 748 | 1440 | 692 | 7,05
XV. 12 .. |s082 (1002 | 796 | 1348 | 622 | 669
XVI. 13 .. 56,64 || 1856 | 7,10 | 1352 | 642 | 708

I den her benyttede Bygpreve har der altsaa ikke vist sig
nogen kjendelig proteolytisk (tryptisk) Fermentevne for paa den
4de Spiringsdag med 3 Dages forudgaaende Udbledning, men den
optreeder nu ogsaa saa pludselig, at den allerede paa den Gte Spi-
ringsdag omtrent har naaet sit Maximum 0g derefter holder sig
nogenlunde konstant indtil den 13de Spiringsdag eller saa lmnge,
som den her i det hele taget blev forfulgt. Ved den anvendte
Maltningsmetode er det i Almindelighed ogsaa netop paa den

dde Spiringsdag og deromkring, at der kommer rigtic Fart i Spi-
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ringsprocessen : Redderne skyde hurtigt frem, Aandedrattet bliver
meget livligt, hvorved Maltdyngen bliver varm, og ogsaa Sukker-
dannelsen tager rigtig Fart.

Af de Tal, jeg har anfort i Tabellen, frembyde anden og
tredje Raekke ogsaa nogen Interesse. Naar der af det luftorre .
Byg er udtrukket saa meget mere Totalkveelstof end af de udbledte
Prover og af Proverne fra de forste Spiringsdage, maa dette vist
udelukkende skrives paa den sterre Findelings Regning. Af det
lettest opleselige Kvelstof, det, der ikke feldes af Garvesyre, ud-
treekkes der dog forholdsvis meget mindre af det lufttorre Byg
eller kun den samme absolutte Mwngde som af Proven fra den
tredje Spiringsdag — af den simple Grund naturligvis, at der
endnu findes meget lidt af disse Stoffer, saa lenge de proteo-
Iytiske Enzymer ikke have virket i selve Kornet. For ovrigt er
Forholdet mellem Totalkvaelstof og Kvelstof, som ikke feldes af
Garvesyre, i alle Proverne med Undtagelse af den forste paa-
faldende neer 2:1, saaledes som jeg ogsaa neesten altid har fundet
det i de Maltudtraek, jeg ellers har arbejdet med, og dette For-
hold forskydes altsaa ikke, selv om Spiringen fortsettes b Dage
ud over det Stadium, da Grenmalten er »ferdige, — antagelig IR
fordi der ikke kan omdannes synderligt mere af det tilstede- ‘
wrende Kvalstof ved Hjalp af proteolytiske Enzymer, hvad mine 1
jevnlige Autodigestionsforseg med Maltudtrek ogsaa have vist.

Hvorledes Vandindholdet stiger og Terstoffet aftager — for ‘
en stor Del paa Grund af Aandedrattet — under Udbledning og i
Spiring, er jo en velbekjendt Sag, og mine Tal herfor stemme ‘ i
vistnok godt med, hvad andre have fundet. li
Hvis der er en stor Forskjel mellem forskjellige Bygsorter j !“'
_ som Windisch & Schellhorn angive — og hvad jeg slet “
ikke anser for usandsynligt, vilde man kunne finde helt andre i \1‘
i
il

Kurver end den af mig her fremforte. Denne gjor da heller ikke ‘ ‘
Fordring paa at vere andet end en Type, som endda kun an-
giver den tryptiske Fermentevnes Udvikling. Maaske optreder det
peptiske Enzym paa et langt tidligere Stadium end det tryptiske.
De Forseg, som skulle meddeles i det folgende Afsnit, vise nemlig
en kjendelig peptisk Virksomhed allerede i det uspirede Byg. —
Det vilde veere meget interessant at forfolge Bygkornets

anatomiske Forandringer med sarligt Henblik paa de rigest
@ggehvideforende Vv, Aleuroncellerne, under Spiringsprocessen og

om muligt komme under Vejr med, hvor de proteolytiske Inzymer Bl

opstaa, om i Kimen eller i Aleuroncellerne eller andetsteds. Dette ‘ H

\

|

har jeg ogsaa forsegt, men jeg fik ikke mine Undersegelser fort igjen-

10*
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nem efter den lagte Plan. Jeg naaede kun i Hovedsagen at kunne
bekrefte, hvad H.T. Brown og G. Harris Morris meddele des-
angaaende i deres fortraeffelige Afhandling: »Researches of the ger-
mination of some of the gramines.?l,

Man skulde vente, at der samtidig med den livlige Proteolyses
Indtreeden maatte foregaa tilsvarende Forandringer i Aleuron-
cellelagene. Men dette er tilsyneladende ikke Tilfeldet. Ifter
Brown & Morris? kunne de forste Tegn paa Forandringer forst
iagttages, naar Plumula er voxet 4—5 Mm. over Spidsen af
Kornet, idet Aleuronkornene da miste deres skarpe sferiske Kon-
tur og blive ujevne i Kanterne, og Cellevaeggene, som vare meget
gjennemsigtige, begynde at vise Tegn paa Lagdeling; og selv naar
den unge Kimplante har naaet en Leangde af omtrent 100 Mm.,
og Endospermcellerne ere saa godt som udtemte for Stivelse, kunne
flere Aleuronceller endnu vere intakte og danne sammenhsngende
Rakker. Som et Bevis paa deres Modstandskraft mod proteo-
lytiske Enzymer anfore de — efter Aimé Giard —, at Aleuron-
celler af Hvede kunne passere uforandrede gjennem Pattedyrs
Fordejelseskanal.

I nogle Snit, som jeg selv undersogte, fandt jeg paa den
7de Spiringsdag de to yderste Aleuroncellelag fuldsteendig uskadte
og sterkt fyldte med Indhold, medens dog det inderste Lag var
steerkt medtaget og paa sine Steder nasten helt forsvundet.

Nogle planlagte Forseg med Dyrkning af isolerede Bygkim,
hvortil jeg anvendte negent Byg, der velvilligst blev stillet til min
Disposition af Hr. Prof. Westermann, bleve heller ikke fuld-
forte, da andre Forseg lagde for sterkt Beslag paa min Tid, men
paa de her berorte Felter ligger der overmaade interessante ana-
tomisk-fysiologiske Spergsmaal, som det vist ikke vil vaere uover-
kommeligt at lese, og som jeg haaber igjen at skulle komme
tilbage til.

2. Zymogener.

Selv om der ikke findes aktive proteolytiske Enzymer i det
modne, uspirede Bygkorn, var det jo muligt, at deres Forstadier,
Proenzymer eller Zymogener, vare tilstede, og at disse ved et eller
andet saakaldet zymoplastisk Agens (Syre, Temperatur o. 1) let
kunde overferes i den virksomme Form. Man kjender jo flere

1 Brown & Morris: Journal of the chem. society. Vol. LVII 458—
528 (1890).
2 1. c. p. 4783.
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saadanne Proenzymer, f. Ex. Propepsin og Prochymosin, der findes
i Maven af Pattedyr, og som man er i Stand til at skille fra de i
aktive Enzymer. Propepsin taaler saaledes i Modsatning til Pepsin B Il
svage Alkaliers Indvirkning, hvorved det lader sig udtrekke med en | '
Sodaoplosning og senere aktivere ved Tilsetning af Syre (Lang- !
ley & Edkins?, Glaessner?). I Nepenthes-Kanderne mener ‘
Vines® ogsaa at have fundet et Proenzym, der ferst ved Syre "
virker proteolytisk, og noget lignende mener J. Reynolds Green?
at have fundet i hvilende Fro af Lupinus hirsutus, idet et Glycerin-
Udtreek heraf forst efter en kort Opvarmning med en fortyndet
Syre blev proteolytisk virksomt.

Foranlediget ved disse Angivelser anstillede jeg da folgende
Forseg:

Et Parti Byg maledes (den 6te November 1901) saa fint, at
der kunde udtages ensartede Prover af det. Disse digereredes paa
forskjellig Maade:

1) 100 Gm. Bygmel + 300 Ccm. Vand (»Bu-Aq 35%)

2) — — 4300 — 0,2%0 Melkesyre (»Bu-Lact 35%) ' q I
)l — 4300 — !won NasCOs (Bu-NasCOs 35%) Bt
4) — — 4+ 200 — Glycerin + 100 Cem. Vand (»Bu- 11 ‘ I

Glyc 35%) ||

Til hver af Proverne sattes en rigelig Mangde Toluol, og der g
rortes hyppigt rundt i dem, efter at de KI 3 Eftm. vare hen- ‘
stillede i Maskebagere paa Vandbad, der denne Dag viste 299, ; J
indtil neste Dag Kl. 10'/2, da Temperaturen var stegen til 35°. U
Alle Bagrene vare dekkede med en tmtsluttende Glasplade for at !
hindre Fordampning. — Paa denne Maade kunde man vente at ‘J\

Il
"\

faa tilstedeverende Zymogener enten udtrukne eller tillige akti-
verede (ved Syrens og Temperaturens Indvirkning). Til Kontrol
henstilledes to Prover i Isskabet ved 5°. ‘
! Langley and Edkins: Pepsinogen and pepsin. Journ. of Physio- | l
logy, I1I, 246 (1886). i

2 Karl Glaessner: Ueber die Vorstufen der Magenfermente, Beitr.

§

: |

z. chem. Physiologie und Pathologie, I, 1 (1901). ‘
(

\

|

|

8 Sidney-Vines: The proteolytic enzyme of Nepenthes. Annals of
Botany XI, 563 (1897).

Green: On the changes in the proteids in the seed, which accom-

pany germination. Philos. Transactions t. 178, B, 39 (1887). — On
vegetable ferments. Ann. of botany. Vol. VII, 83 (1893). — The

1
soluble ferments and fermentation. London 1899 p. 207, 1
il |
B
:
\




‘ 5) 100 Gm. Bygmel + 300 Cem. Vand (»Bu-Aq 5%)
) — — + 300 — 0,2°0 Melkesyre (»Bu-Lact 5%«)

(=5

Her vilde der antagelig ikke ske nogen Aktivering af de muligt
‘ forekommende Proenzymer, men fandtes der aktive Enzymer i
I ‘ denne Bygprove, vilde de ogsaa udtraeekkes i Kulden.
‘ Da der den 7Tde November KI. 7'/2 Form. rortes rundt i de
| forskjellige Prover, fulgte der en meget livlig Luftudvikling —

| il hidrerende fra en indtraadt Gjering — i 1). I 3) var Melet
e loftet 1 Vejret, og Omreringen medforte foruden en heftic Luft-

Mt | udvikling ogsaa en meget ilde Lugt, som hidrerende fra en Smer-
syregjering 1 Forbindelse med Forraadnelse. Toluolet havde alt-
saa (ved den heje Temperatur) ikke veeret i Stand til at hindre
‘ Mikroorganismers Udvikling i disse Prover. I 2) og 4) var der
i “ intet synligt Tegn paa Gjaring, og 5) og 6) havde ogsaa holdt sig
i fuldstendig friske.

;5‘ Alle Preverne filtreredes Kl. 11. Det forst gjennemlobne
st uklare Filtrat heldtes tilbage paa Filtret, men med Undtagelse af
| 5) og 6) filtrerede dog ingen af Preverne fuldstendig klart. Da
I ogsaa Filtratet fra 3) havde den ilde Lugt, toges det ikke i Brug
it i ved de paafelgende Forseg.

‘ Af de wovrige Filtrater sattes der 10 Cem. til en 2 Procents
Hvedeproteinoplosning i Melkesyre paa 0,2°0 for de melkesure
‘ Udtreeks Vedkommende, paa 0,4 °/o for de ovrige, saa at Malke-
| | syrekoncentrationen i alle Forsogsveasker blev 0,2 %0. Der benyt-

i tedes baade Stannochlorid og Garvesyre som Fealdningsmidler og
| gjordes Kvealstofbestemmelser for og efter 2 Timers Henstand ved
50°% Var der et ferdigt dannet Enzym tilstede, maatte dette da
ogsaa give sig til Kjende i disse Forseg. Proteinoplesningen inde-
! holdt i 10 Cem. 32,76 Mgm. Kvwlstof. De ovrigce Bestemmelser
ere meddelte i hosstaaende Tabel.
Da disse forste Forseg gave saa ringe Udslag for proteolytisk
Virksomhed, gjentoges de den 14de November, efter at Udtrekkene
havde henstaaet ved Stuetemperatur (c. 18°) med rigelig Tilsw®t-
ning af Toluol, idet der dog kun feldedes med Stannochlorid.
Alle Proverne holdt sig i de 7 Dage fuldstendig klare. Muligvis
var der da i de sure Udtrek sket en Omdannelse fra Proenzym
til Enzym. I Tabellen ere disse sidste Bestemmelser forenede
med de forste ved Klammer. (Se Tabellen).
; Disse Forseg tyde paa, at der i denne Bygprove har veret
en ringe Meangde Peptase, men ingen Tryptase i aktiv Form til-
stede, idet alle Praverne, selv de ved 5° have givet kjendelige
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‘ ‘
Bu-Aq 35°. ....... 13,02 — \ — \“ 1‘ - 3 |
Bu-Aq-Prot. . ....... _ "haf 9,881 /110,46 484| 494 | 110,58 0,10 |
; 4u\10,92 | “ul1156| — | — | “ul06d| — |
Bu-Liact 859, .n ot | 16,18 | — ffi s R | —
Bu-Lact-Prot, 350,.. | — | /mf1290| "huf1424]690| 730 | “/ufl,34 040 |
“/11‘1»[,(‘) 14/1:116,02 || — [ = 14/411,26 —
Bu-Glyc 85°........ 11,40 | - - | =1 [ = ‘
Bu-Glye-Prot 85° _ | Y680 U (7,801320| 280} /uf1.00 (+-040) J
; | 14/ \ 7,60 | /12 \ 8,40 | — | 14/1110,80 ==
Bu-Aq 8%..... 6,08 | = == fhspes I = [h 15
Bu-Aq-Prot. 5° .. ... gy T 4,86 | "4 f5,62)1,96 | 1,96 | /110,66 | 0,00
I 14/ 16,02 | 14/11 1 6,28 | — — 14/1110,26 3
Bu-Laet 5°....... } 5,36 | = ‘ == == “ =
R | ha 486 (560200 212 | af07s| 012
| | 140\ 5,92 | Wi | 6,52 | - | 14/110,60 | -
\ i |

peptoniserende Virkninger. Og naar det ved 35° tilberedte melke-

sure Udtrek i saa Henseende har givet tydeligt sterkere Virkning

end de andre, ligesom man her svag tryptisk

Virkning, kunde dette jo nok tyde paa Tilstedeverelsen af Zymo-

gener baade for det tryptiske og det peptiske Enzym. Dog synes

drage videre- ;
I

ogsaa finder en

Udslagene mig at vere saa smaa, at jeg ikke vil
gaaende Slutninger heraf. Men at der i det hele taget i Ud-

de melkesure, har veret proteolytiske En-
man sammen-

treekkene, og navnlig
zymer tilstede, derom kan der
holder det her anferte med de Forandringer,
selve Udtrakkene ved Henstand fra den Tde til den 14de Novbr.
(se 2den Kolonne i Tabellen), og som alle tyde paa en peptisk
Nedbrydning. Derimod er der i denne Tid ikke sket nogen For-
visse Tilfeelde snarere en Svakkelse af Fermentevnen,
der er ikke foregaaet nogen yderligere Om-

ikke tvivles, naar

der ere foregaaede i
5

ogelse, i
eller med andre Ord,
dannelse af Proenzymer til aktive Enzymer.




OVERSIGT OVER HOVEDRESULTATERNE.

Som de vigtigste Resultater af denne Undersogelse ville i
Korthed folgende kunne anfores:

I. Et vandigt Udtrek af spirende Byg (Grenmalt) har ud-
praeget proteolytiske Kgenskaber, der kunne give sig til Kjende
foruden ved en Autodigestion ved Omdannelsen af fremmede, til-
satte Aiggehvidestoffer. Omdannelsen af et saadant, f. Ex. Hvede-
protein, kan saavel kvantitativt som kvalitativt fores meget vidt
og viser netop den Afhengighed af ydre Faktorer, som er karak-
teristisk for Enzymvirkninger.

IL. 1 Proteolysen af Hvedeprotein kan der ved Feldninger
med Stannochlorid og Garvesyre paavises to forskjellige
Faser, en hydrolytisk, albumosedannende eller peptisk 0g en
dybere spaltende eller tryptisk Fase, der forer til Dannelsen af
ikke-proteinagtige, krystallinske Forbindelser.

IIL. De to Faser i Proteolysen maa antages at skyldes hver
sit Enzym, henholdsvis Peptase og Tryptase, idet de ofte
vise forskjellig Afhwngighed overfor ydre Faktorer.

I. Temperaturkurverne for de to Virksomheder have
ikke alene en forskjellig Form, men ogsaa delvis forskjelligt be-
liggende Kardinalpunkter (Minimum og Optimum). Se pe AT—A48.

2. Afbrydes Proteolysen efter forskjellige Tidsrum, vil man
faa forskjellige Billeder af den samlede Proces, idet den peptiske
Virksomhed er hurtigt forlobende og snart feres til Ende, medens
den langsommere forlobende tryptiske Virksomhed fortsaettes, efter
at den forste er ophert, indtil alle de peptiske Spaltningsprodukter
ere blevne yderligere omdannede.

3. Den Indflydelse, som Variationer i en enkelt Faktor (Tem-
peraturen, Maltudtreekkets Mengde, Proteinoplesningens Koncen-
tration, Forsegstidens Leengde) have, er afhmngig af samtidige
Variationer i de andre.

4. Proteolysen synes i den tryptiske Fase ikke eller kun i
meget ringe Grad at foregaa, naar Substratets Reaktion er neu-
tral. Tilsetningen af en ringe Mengde (organisk eller uorganisk)
Syre virker derimod sterkt fremmende, Tilsetning af Al-

kali hemmende paa Processen.
5. Syrernes og Alkaliernes Indflydelse kan forklares i Over-
ensstemmelse med den af Fernbach & Hubert fremsatte Teori,
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hvorefter det i Virkeligheden er de i Maltudtreekket sammen med
Enzymerne forekommende primere og sekundare Fosfater,
der ere bestemmende for Proteolysens Forlob, idet de forste
virke fremmende, de sidste hemmende paa denne.

6. Den tryptiske Fase i Proteolysen hammes proportionalt
med Mengden af tilsat Alkokol.

7. Den hemmes tillige i stigende Grad af folgende Anti-
septika: Thymol, Chloroform, Formol (Benzoésyre og Salicylsyre).
Den peptiske Virksomhed synes mindre folsom, i hvert Fald overfor
Formol. Hverken den peptiske eller den tryptiske Virksomhed
svaekkes synderligt af Toluol, som derfor, serlig ved lave Tem-
peraturer, er et godt Konserveringsmiddel for Maltudtreekkets pro-
teolytiske Fermentevne.

IV. Antagelsen af mindst to proteolytiske Enzymer stottes
desuden til, at man ved Faldning i et Maltudtrek med
sterk Alkohol faar Preparater med saa godt som kun pep-
tiske Egenskaber, idet den tryptiske Evne undertrykkes ved
Indvirkningen af Alkohol.

V. Af Enzymernes fysiske og kemiske Egenskaber
maa neevnes:

1. At de ere omtrent lige opleselige i Vand, svag Malke-
syre og Glycerin.

2. At de kun i yderst ringe Grad kunne diffundere
gjennem en dyrisk Hinde.

3. At de i ter Tilstand taale langsom Opvarmning til i
det mindste 959 medens de i oplest Tilstand destrueres ved c. 70°.

4. Frysning af et Maltudtrek destruerer ikke dets tryp-
tiske Evne, antagelig da heller ikke dets peptiske.

5. Lyset har kun en yderst ringe om overhovedet nogen
sviekkende Indflydelse paa saavel Peptase som Tryptase.

6. Derimod ere de begge, og navnlig Tryptasen, meget fol-
somme overfor steerke Syrer og Alkalier samt flere almindelig
anvendte Antiseptika.

7. Ved Henstand i Kulden under Tilsetning af Toluol kan
baade det peptiske og det tryptiske IEnzym, men navnlig det forste,
konserveres i lengere Tid.

VI. Maltudtraekkets proteolytiske Enzymer ere i Stand til at
omdanne flere meget forskjellige Aiggehvidestoffer saavel
af vegetabilsk som af animalsk Oprindelse. Folgende om-
dannes af Tryptasen i stigende Grad efter den Orden, hvori de
anfores: Maltprotein, Rugprotein, Bygprotein, Kasein,
Havreprotein, Hvedeprotein og Legumin. Derimod paa-
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virkes Honse@ggehvide kun i ringe Grad af saavel Peptase
som Tryptase, medens de begge meget kraftigt omdanne Oxe-
fibrin (Tryptofanreaktion). I flere Henseender staar den proteo-
Iytiske Senderdeling ved Maltudtreekkets proteolytiske Enzymer
hverken kvantitativt eller kvalitativt tilbage for den, der iveerk-
seettes af dyrisk Pepsin og Trypsin.

VII. Af proteolytiske Spaltningsprodukter af Hvede-
protein danner Peptasen hurtigt en overordentlig stor Mmngde
Albumoser, der af Tryptasen efterhaanden nedbrydes videre til
ikke-proteinagtige, krystallinske Forbindelser. A gte Peptoner
optrede kun i ringe Mengde, sandsynligvis som Gjennemgangsled
fra Albumoser til de krystallinske Produkter. Disse Om-
dannelser vise sig ved en hurtig Tiltagen af diffusible Kveel-
stofforbindelser og ved Dannelsen af saadanne Stoffer, der
unddrage sig Feldning med Garvesyre, Uranacetat og Fos-
for-Wolframsyre (Aminer, Amider og Hexonbaser o. 1.).
Blandt Omdannelsesprodukterne maa ogsaa navnes betydelige
Meengder af Ammoniak.

VII. 1 det uspirede Bygkorn har jeg kun kunnet paa-
vise en yderst svag peptisk og saa godt som ingen tryptisk Fer-
mentevne. Den sidste kunde heller ikke paavises under 8 Dages
Udblodning og under 3 derefter folgende Spiredage. Men paa den
4de Spiringsdag optraadte den pludselig med stor Styrke og

havde paa den Gte Spiringsdag naaet sit Maximum, hvorefter den
holdt sig omtrent konstant til den 13de Spiringsdag, — saal@nge

den forfulgtes.
[X. I det hvilende Bygkorn synes der at kunne paavises

ganske ringe Mengder Zymogen saavel for Peptasen som for

Tryptasen, der kan aktiveres ved Indvirkning af svag Malkesyre

og en passende Temperatur.

(Se ogsaa Tavlerne I— XVII.)
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Dannelsen af Alkohol under Gjeringsprocesser og ved det ﬂ

intramolekulere Aandedrset tjener ikke alene til Energiforsyning e

for den paagjeldende Organisme, men Alkohol er et for mange I
Organismer meget vigtigt Neringsstof, der ogsaa ofte dannes, men

strax efter forbruges, under det normale Stofskifte.




VI
De af Mikroorganismer dannede Gjeeringsprodukter ere i
Reglen ikke at betragte som skadelige eller unyttize Stofskifte-
produkter, men tvartimod som den

Form, hvori Gjeringsmaterialet
bedst tjener som Neringsstof

for den paagjaeldende Mikrob.

VIL.
Beijerincks Teori. at der ingen obligate Anaérobionter findes
men hejst mikro-aérofile Organismer, kan ikke bringes i Overens-

stemmelse med foreliggende Kjendsgjerninge

VIII.

De af Ostwalds Elever (Bre

dig, Reinders, Tkeda m. fl.)
undersegte saakaldte nuorganiske

Fermenter« (kolloide Metaller

atterne have gjort, sammenlignes
med Enzymerne, og den hermed dragne Parallel
af ydre Faktorer er dels meget

’

Soler) kunne aldeles ikke, som Forf

i Afhengigheden
ufuldkommen, dels ganske tilfeeldig.

IX.
Spergsmaalet om Hggehvidestoffernes Konstitution kan nappe
loses ad rent kemisk Vej. Fysiologisk-analytiske Experimenter
maa her gaa Haand i Haand med den syntetiske Forskning.
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De proteolytiske Spaltningsprodukter.

(Feeldninger efter 3 Timer ved forskjellige Temperaturer).

Fr. Weis: Proteol. Enzymer.
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Diffusionskurver.

Fr. Weis: Proteol. Enzymer.
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Fr. Weis: Proteol. Enzymer

Tavle XVIL

Tryptasens Optreeden under Spiringen.
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