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Inleiding.

Zooals bekend is, werden gedurende de laatste vijf en twintig
jaren talrijke onderzoekingen verricht op het gebied der kaas-
chemie, die in hoofdzaak ten doel hadden eenig inzicht te krijgen
in den aard van de veranderingen, die de kaasmassa ondergaat
gedurende de rijpingsperiode, Hoewel daarbij belangrijke uit-
komsten zijn verkregen, moet erkend worden, dat die resultaten
niet evenredig zijn aan de groote hoeveelheid arbeid, die door
verschillende onderzockers aan deze kwestie is ten koste gelegd.
De oorzaak daarvan is zonder twijfel deze, dat men hier voor
een uiterst moeielijk probleem staat. Alleen uit de omstandigheid,
dat we in hoofdzaak te maken hebben met veranderingen van
eiwitachtige lichamen, volgt reeds, dat voor het verkrijgen van
een eenigermate volledig beeld van de processen, die zich ge-
durende de kaasrijping afspelen, noodig is de kennis van samen-
stelling en eigenschappen dezer verbindingen en hare ontledings-
producten, Bedenkt men daarbij, dat de grondstof voor de kaas-
bereiding, de melk, steeds blootgesteld is aan invloeden, die hare
samenstelling, vooral in biologisch epzicht, wijzigen, dan komt
men tot de conclusie, dat er nog geruimen tijd zal moeten ver-
loopen. voordat het kaasbereidingsproces van een empirisch in
een rationeel bedrijf kan worden veranderd, zooals we dat b.v,
voor de bierbrouwerij en andere industrieén hebben kunnen waar-
Demen, '

Gaat men de uitgebreide litteratuur over de kaasrijping na,
dan blijkt, dat op dit gebied hoofdzakelijk bacteriologische onder-
zoekingen werden verricht. Dit is zeer begrijpelijk, want het
lag voor de hand, toen eenmaal aangetoond was, dat voor de rijping
micro-organismen noodig zijn, te zocken naar die bacteritn, die
als de rijping veroorzakende moesten worden beschouwd. In die
richting beweegt zich dan ook het werk van de voornaamste
onderzoekers over dit onderwerp, als v, 'reudenreich,
‘Jensen, Weigman, Boekhout en Ott de Vries g,a,
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dis door toepassing van de differentiatiemethode getracht hebben
de rijpingsbacterie(n) te vinden. Daarnaast staan dan de onder-
zoekingen, die een meer zuiver chemisch karakter dragen, waar-
onder het werk van een paar Amerikaansche onderzoekers, van
Slyke en Hart, gene plaats inncemt. Als het ware tusschen
deze beide in liggen de enzymchemische studies, die vooral door
Jensen, Babeock en Russell geleverd zijn en als een
gevoly moeten beschouwd worden van de nieuwere opvattingen
der physiologen, volgens welke de micro-organismen de chemische
veranderingen in het voedingsmedium teweeg brengen door de
afscheiding van enzymen, die dan de omzettingen zouden veroor-
zaken, Nu kan wel als bekend verondersteld worden, dat juist
op het gebied der enzymchemie de nieuwere methodes van onder-
zoek, die we aan de ontwikkeling der physische scheikunde te
davken hebben, van groot-nut gebleken zijn en er was dus alle
grond, om van deze methoden gebruik te maken ter opheldering
van duistere punten in dit moeielijke biologische vraagstuk., De
hieronder medegedeelde onderzockingen loopen in hoofdzaak over
de rol, die de leb speelt bij de rijping van Edammerkaas en
' de beteekenis van den zuurgraad der kaas hiervoor.

De zuurgraad der kaas.

Reeds gedurende het persen treedt eene krachtige melkzuur-
gisting op in de kaasmassa, Het' uit de melksuiker gevormde
zuur werkt in op de bestanddeelen der wrongel en wordt daarbij
gedeeltelijk geneutraliseerd, zoodat na afloop dezer gisting (bi]
gebruik van reincultuur, zooals bij de Edammerkaasbereiding
veclal plaats heeft, schijnt ze wel altijd binnen 24 uren betindigd)
een zuurgraad van.de massa verkregen wordt, die gedurende
de verdere rijpingsperiode tamelijk wel constant blijft. Deze zuur-
graad nu is voor het geheele rijpingsproces van groot gewicht.
Zoo schrijft Orla Jensen in zijne studie over de enzymen in
de kaas1): ... so ist es fiir unser Studium von ganz beson-
derem Interesse, die Menge der in Wasser 1oslichen freien Siuren
in jingeren Kisen kennen zu lernen, Sonderbarerweise giebt die
Litteratur keine Auskunft iber diesen fir die ganze Kisereifung
so wichtigen Punkt; ich habe deshalb selbst Untersuchungen
dariiber anstellen miissen”,

De hoeveelheid ,,vrij zuur” wordt dan door hem bepaald, door
de kaasmassa met phenolphtalein te titreeren voor en na aether-
extractie; het verschil moet dan aan de vrije zuren worden toe-
geschreven. Op deze wijze werden waarden gevonden, die vol-
doende waren ,um die Galaktase abschwichen zu konnen und
das Pepsin in Wirksamkeit treten zu lassen.”

Ook Boekhout en Ott de Vries kwamen bij hunne onder-
zoekingen voor de moodzakelijkheid te staan den zuurgraad van

1) Landw. Jahrb. d. Schweiz., 1800.
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rijpende kaas te bepalen, of liever de hoeveelheid vrij melkzuur.
Aapvankelijk 1} titreerden zij eenvoudig het door een Chamber-
landfilter geperste kaasextract, wezen er echtier daarbij op, dat
op deze wijze te hooge cijfers gevonden worden wegens de aan-
wezigheid der opgeloste phosphaten. Later#) pasten zij de extractie
met aceton op de gedroogde massa toe en titreerden de waterige
oplossing van het extract. Deze methode is echter beslist af te
keuren, zooals vit de volgende cijfers blijkt.
b5 Gram kaas:

8 uren met aether geéxtraheerd... 1,0 ¢.M3. n. loog ter neutralisatie
8 n b)) aceton 2] R 5)1 » » ”» » »

Maar afgezien van het al of niet juiste van de werkwijze, de
verkregen uitkomsten geven in geen geval een beeld van den
toestand, zooals die in de kaas werkelijk is. Zooals er bij eene
vorige gelegenheid reeds op gewezen is voor de melk #), moet
ook hier onderscheid gemaakt worden tusschen dem potentieelen
en den regelen zuurgraad. Wel is waar heeft men getracht, om
door extractie een idee te krijgen van de hoeveelheid zoogenaamd
vri] zuur, maar men vergeet daarbij, dat dit vitgetrokken wordt
uit een stelsel, waarin tengevolge van het drogen geheel andere
evenwichten zijn ingetreden dan die, welke in de natte kaasmassa
heerschten. Het is dan ook niet geoorloofd op deze verkregen
nitkomsten biologische redenceringen te gronden, zooals nog
nader blijken zal,

‘Welke is nu de actueele zuurgraad, d.i. de waterstofionencon-
centratie in eene rijpende Iddammerkaas? Ter beantwoording van
deze belangrijke vraag ben ik uitgegaan van den volgenden ge-
dachtengang, De kaasmassa  kan worden beschouwd als eene
oplossing in water van zouten, eiwitten enz., waarin verder veel
onopgeloste producten verdecld zijn, physisch-chemisch gesproken,
als een tweephasig stelsel dus. Uitgaande van dit feit, moest het
mogelijk zijn, met een stukje kaas, verdund zoutzuur, een neutrale
electrolyt en 2 platina-electroden met I, beladen, een zoogenaamd
concentratie-element samen te stellen; uit de te meten electromoto-
rische kracht kon dan de Il-ionenconcentratie in de kaasmassa
worden berekend. Voor het beginsel, waarop deze methode berust,
zij verwezen naar eene vorige verhandeling 4); daar ze voor het
boven omschreven doel nog niet werd toegepast en omdat deze
werkwijze bij het physiologisch-chemisch onderzoek onmisbaar is -
geworden, geef ik met behulp van achterstaande schematische
teekening eene korte beschrijving van de wijze, waarop de me-
tingen worden verricht.

1) Versiag van de Vareeniging tot exploitatie eener Proefzuiveltoerderij te Hoorn 1900
Het verwerpen van de aether-extractiemethode op grond van estervorming berust op een
misverstand, De schrijvers hebben de gemakkelijke anhydriseering van metkzuur over
ket hoofd gezien.

%) Zelfde verslagen over het jaar 1906.

%) Onderzoekingen over de lebstremming. Deze Verslagen V.

4 Onderzoekingen cover de lebstremming. Deze Verslagen V.
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et concentratiei¢lement, dat met behulp van de te onderzoeken
kaas is samengesteld, bestaat uit 3 deelen: 1o. de glazen buis B
met 2 aangesmolten tuben £ en van onderen zich vernauwend;
20, het schaaltje 8, waarin het onderste einde van B uitkomt en
3o, het vaatje V met aangesmolien buisje b, dat eveneens in het
schaaltje S uitkomt en aan het einde capillair is uitgetrokken.
De drie boringen van de kurk op B bevatten een aanvoerbuisje a
en afvoerbuisje a! voor de waterstof, en een gedeeltelijk met
kwik gevuld buisje, waar onderin een platinadraad is inge-
smolten, aan het einde waarvan de platina-electrode e, cen dun
plaatje van 1X2 ¢, M., is bevestigd. Deze electrode kan gebracht
worden in het kaasboorsel K, waarin met een scheermes van te
voren eene snede i3 gemaakt, waarin men e kan laten zakken.
Door de kurkjes der beide tuben { gaan moeielijk beweegbaar
de beide drukstaafjes d, waarmede de kaasmassa stevig tegen’
de electroden kan worden aangedrukt. Ilet vernauwde onder-
einde van B staat in geconcentreerde K Cl-oplossing, waarmede
S gevuld is, en wel zoo ver, dat K met het KCl in aanraking
is. Het vaatje V iz gedeeltelijk met 1/ n. IICl gevuld, dat dus
ook zich in & bevindt, waarvan het capillair unitgetrokken einde
op het oogenblik van de eigenlijke meting, juist even onder de
oppervlakte van de I Cl-oplossing in S gebracht wordt. De bo--
ringen. van de kurk van V bevatien gelijksoortige buisjes als
van B, De electrode ¢ is voor ongeveer de helft in het 1/, n. JTICl
gedompeld. Wordt ru door de buisjes ¢ zorgvuldig gezuiverd en
van de gewenschte hoeveelheid waterdamp 1) voorzien waterstof-
gas geleid, dan wordt deze combinatie tot cen element, waarvan
de electromotorische kracht E afhankelijk is van de Il-ionencon-
centratie van het vocht van de kaas. Ilet komt er dus nu op
aan, deze E te meten, om genoemde concentratie te kunnen be-
rekenen, Daartoe wordt dit concentratietlement geschakeld tegen
eene nauwkeurig veranderbare electromotorische kracht van een
of ander element. Men gaat als volgt te werk. Iien overal even dikke
platinadraad M wordt gespannen over eene verdeelde liniaal van
een meter lengte. De ‘uiteinden ! en r van M worden door dikke
koperdraden verbonden met de polen van een accumulator A,
zoodat dus tusschen deze uiteinden eene spanning van bijv. precies
2 V heerscht. Omdat M homogeen en overal even dik is, heerscht
dan ook tusschen iedere 2 punten van M eene spanning, die het-
zelfde deel van 2 V is, als de afstand der beide punten is van
den draad, van 1 meter dus. Zoo zal tusschen I en het midden
van M de spanning 1 Volt, op s meter 33 V zijn enz. We ver-
binden nu ] met e van B en brengen tevens een draad van e in
V naar een gevoeligen galvanometer G,.en vandaar naar eene
contactstift O, die over de geheele lengte van M heen en weer

geschoven kan worden. De stroom, komende van A langs 7, zal

1) Te dien einde werd de H voor buis B door 6 pCt, N a Cl, die voor V door 1y n.
Na €l gewasschen.
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zich bij C vertakken; een deel gaat direct langs ! naar A terug,
een ander deel gaat door G- en het concentratietlement, langs {
naar A, tenzij de electromotorische kracht van het concentratie-
element’ juist gelijk was aan de spanning, welke tusschen  en
C heerscht; voor dit geval zou G geen stroom aanwijzen. De
bewerking bestaat dan ook eenvoudig daarin, dat we C zoolang
verschuiven, tot G geen stroom aanwijst. Bleek dit bijv. het geval
te zijn, toen C op 2314 m.M. van ! verwijderd stond, dan zou,
bij de oorspronkelijk veronderstelde spanning van 2V voor A,
de electromotorische kracht van ons element zijn —?%% X2V,

Zooals uit de schematische teekening blijkt, is in de leiding
C Ge pog eene inrichting O aangebracht, waardoor het mogelijk is,
den stroom niet naar e, maar via N naar [ te voeren, We hebben
daartoe ecnvoudig het koperen veertje v in den stand ' (stippel-
lijn) te brengen. Het doel hiervan is het volgende. De clectrom.
kracht van A is niet constant; ze neemt op den duur langzaam af,
Om nu op ieder moment E te kunnen meten, doet het normaal-
element N dienst. Deze cel heeft eene uiterst nauwkeurig bepaalde,
constante spanning, maar ze kan niet in de plaats van A worden
gesteld, omdat de spanning slechts dan constant blijft, indien er
geene of uiterst zwakke stroomen deorgaan, terwijl A juist stroom
leveren moet voor ons doel, Het is nu echter duidelijk, dat, waar
we bij de straks als bekend veronderstelde spanning van A (2V),
die van het concentratietlement konden vinden door dat punt
op M op te zoeken, waarvoor door G- geen stroom ging, omgekeerd
de spanning van A gevonden wordt, als we bij inschakeling van
N (door omzetten van het koperen veertje) weer het punt zocken,
wasrvoor leiding € G NI stroomloos is. Zoodoende zijn we in staat
onmiddellijk achter ‘elkaar 2 metingen te doen; de eene geeft
de spanning van A, en, als deze dus’ bekend is, de 2de die
van het concentratieélement, De bepaling van den redelen zuur-
graad van eene kaasmassa komt dus op de volgende bewerking
eeer. Nadat de buisjes B en V voorzien zijn van een gedeeltelijk
gespleten kaasboorsel en 1/, n, HCl, worden de kurken er op
geplaatst en gedurende geruimen tijd zorgvuldig gereinigd water-
stofgas doorgeleid. Buisje b staat daarbij nog niet in de kalium-
chloride-oplossing. Na ongeveer 1 uur drukken we de kaas goed
tegen de electrode ¢ aan door middel van de staafjes d en brengen
de punt van b onder de vloeistof in S, We zoeken bij den stand
# van het veertje het punt op M, waarvoor G geen stroom aan-
wijst en noteeren dit; na omzetting van het veertje, zocken we
opnieuw de nulinstelling (geen stroom dus) op, waardoor we de
gegevens hebben, om de H-ionenconcentratie te berekenen met
behulp van de vroeger aangegeven vergelijking:
' I
E=RT log gl. )

1

1) Door ket gebruik van 3 )X narm. K Clals electrolyt werden de diffusiepotentinlen tot een
minimum gemaakt, zoolat van deze senvoudige vergelijking kon worden gebruik gemaakt,
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Natuurlijk kan men zich er van vergewissen, dat na langeren
tijd dezelfde instelling wordt gevonden,

et spreekt wel van zelf, dat bij de uitvoering der methode
nog verschillende voorzorgen genomen moeten worden, vooral om
te voorkomen, dat de gevoelige instrumenten welke er bij noodig
zijn, beschadigd worden. Toch geloof ik, dat met de eenvoudige
apparaten, die tegenwoordig voor dit doel worden in den handel
gebracht, ook de in physisch werk minder geoefende, spoedig
goede resultaten zou kunnen bereiken indien het niet op de grootste
nauwkeurigheid aankomt.

Ter beoordeeling van de verkregen mtkomsten geef ik de vol-
gende cijfers: :

Waterstof gedurende.!/, uur doorgeleid Cy= 0,67 x 107°
' !, uur later CH=0,74 x 10~%
8, ., Cp=072 x1075

Vier dagen later van dezelfde kaas een ander boorsel onderzocht :

Nal wuurC,=—077x107"
Na 1Y%, uur C_ =0,77x107°

Twee kazen, op denzelfden dag uit dezelfde melk bereid, 6
weken oud:

1. c,,:o,,bxm“
2. C,==0,76x 107"
Twee kazen, van dezelfde melk bereid, 415 maand oud:
1, C,=0,76x10""
2. Cy=078x107°

Deze kazen waren alle van uitstekende kwaliteit en weken in
zooverre af van het gewoonlijk op de Proefzuivelboerderij ge-
maakte product, dat ze meer plastisch waren,

Uit deze cijfers blijkt in de cerste plaats, dat de hier toege-
paste methode zeer bruikbaar is, maar vooral van belang is de
gevonden waarde zelf. De vroegere onderzoekingen van Orla
Jensen, Boekhout en Ott de Vries hebben tot de opvat-
ting geleid, dat men in de kaasmassa een vrij sterk zure materie
zou hebben te zien. Zoo vindt Orla Jensen !} voor 14 dagen
oude Emmentalerkaas 0,32 pCt. vrij melkzuur, Boekhout en
Otide Vries ?) voor Edammerkaas ongeveer 1 pCt. Vergelijkt
men deze langs chemischen weg verkregen cijfers met boven-
staande uitkomsten, dan springt het groote verschil in het oog,
ook al houdt men rekening met de omstandigheid, dat het melk-

1) Studién tber die Enzyme im Kase. Landw, Jahrb. d, Schw, 1900,
- %) Verslag Proofzuivelboerderij 1908.
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zuur slechts voor een klein gedeelte is gedissocicerd, De retele
aciditeit van cene kaasmassa blijkt nog kleiner te zijn dan b.v,
een honderdduizendste normaal zoutzuur. Daarop is een ruwe
contrdle mogelijk. Volgens de indicatorentabel van Salm ) nl,

is congorood bij 1x107°% n. Il-rood, bij 1x10™* n, violet. Een
stukje congopapier nu geeft met Ldammerkaas geen violetkleu-
ring, in eene melkzuuroplossing, die nog belangrijk meer verdund
is, dan 1 pCt., wordt het daarentegen onmiddellijk blauw., We kun-
pen dus zeggen, dat Edammerkaasmasss alkalisch reageert t.o.v.
copgorood. Boekhout en Ott de Vries kwamen op grond
van hunne cijfers tot de conclusie, dat indien men aanneemt,
dat de kaasrijping wordt veroorzaakt deor micro-organismen, deze
in sterk zure omgeving moeten kunnen leven ?). Uit het boven-
staande blijkt, dat dit niet het geval behoeft te zijn; intusschen
blijkt uit de volgende meting, dat hierdoor de onderzoekingen
van deze bacteriologen gelukkig niets van hunne waarde verliezen.
Ze zijn nl, van de redeneering uitgegaan, dat men de voedings-
bodems voor het kweeken van reinculturen meer in overeenstem-
ming brengen moet met den toestand, die in de kaasmassa heerscht.
- Daartoe bereidden zij zich kaasgelatine. 't Was nu van belang te
weten, in hoeverre dit preparaat, wat zijn retlen zuurgraad betreft,
overeenstemde met dien van de kaas. Daartoe werd een staafje
dezer voedingsbodems op de hiervoor omschreven wijze onder-

zocht, De uitkomst was: C = 1,6 X 107% n. Wel is waar be-

draagt deze waarde ongeveer het dubbele van de bovengenoemde -
cijfers voor de kaas, maar zooals verder blijken zal, werd voor
het product, dat op de DProefzuivelboerderij wordt verkregen,

vrij regelmatig 1 4 1,1 X 107° n. gevonden, zoodat het verschil
met het cijfer voor den voedingsbodem gevonden, daardoor veel
kleiner wordt %). Voor twee monsters kaasbouillon, aan de bacte-

riologische afdeeling van dit station bereid, vond ik: 1,36 x 107" .

1,0 x 107 % n. Wat dus de aciditeit betreft komt de door Boek-
hout en Ott de Vries gebruikte voedingsbodem goed met
rijpende kaasmassa overeen. '

Ten slotte heb ik nog enkele metingen verricht, om na te
gaan hoe de reéele aciditeit van de wrongel verandert in het
allereerste stadium na de bereiding, Daartoe werd yanaf het
oogenblik, dat de wrongel in de koppen gebracht was, na ver-
schiliende tijden een boorsel onderzocht.

Uit de koppen voor het persen C, =09 x 10~% n,
Na 1 uur geperst te hebben . C; =09 x 1078 5,

1) Zeitachr. f. Physik. Chemie Bd. 57, 5c0.

%) Verslag Proelzuivelboerderij 1900.

%) Geruimen tijd nadat deze metingen verricht werden, leverden tephnische proeven,
op de Proefzuivelhoerderij gonomen voor sen ander dosl, resultaten op, die voor mij eene
senwijzing zijn, dat misschien toch kleine verschiflen in aciditeit op den groei van mi-
cro-organismen van invloed kunnen ziju. Duarveor ziju afzonderlijke ondeszoekinges noodig.



64

Na 4 uur geperst te hebben . C,=0,85x 107 n,

n
Na2uaren . . . . . . . C=11 X 10~ n.
94 yren later. . . . . . . C,=10 x10 % n
24 uren later. . . . . . . Cp=11 x 10~° p,
24 uren later. . . . . . . C,=11 x10"% n.

Dezc proef leert dus 1o, dat de retele zuurgraad van de nog
versche wrongel, meer dan 10-maal kleiner is dan van de kaas-
massa. na afloop der melkzuurgisting, 20, dat de melkzuurgisting
gedurende den eersten tijd van het persen nog gelijk nul, althans
onbeduidend is (zooals ook door titreerproeven kan worden ge-
vonden), maar dat ze na eenigen tijd zoo krachtig optreedt, dat
na 5 uren al een zeer groot deel van de melksuiker moet zijn |
omgezet, terwijl na 24 uren de maximum aciditeit reeds was be-
reikt, Zc blijkt wat hooger te liggen dan de hierboven aangegeven
cijfers; in hoeverre dit verband houdt met het meer plastisch zijn
van de minder zure kazen en het stugge van de zuurdere is nog
niet met zekerheid te zeggen,

Een herbhaling van deze proef leverde: .

Onmiddellijk na het in den kop brengen C; =0,50 x 10~8

Na 1 uur persen. . . . . . . . . Cyg=063x 1078
Na 4 uren persen . . . . . . . . C,==075x107°
Na24uren . . . . . . .. .., =12 x 10~8
Na2¢uren . . . . . . . .. . C=10 x 107°

Deze bepalingen geven dus volkomen hetzelfde beeld van het
verloop der melkzuurgisting als de vorige cijfers,

Bij deze proeven werd véér de stremming eene hoeveelheid
reincultuur van melkzuurbacterién toegevoegd, zooals.dat tegen-
‘woordig al meer en meer ingang vindt bij de Edammerkaasbhe-
reiding. Hier volgen enkele cijfers, verkregen bij kaas, waarbij
geene reincultuur voor de bereiding werd aangewend.

Onmiddellijk na het in den kop brengen C;=0,63 % 10~°% ()

Na 1Y, uur persen . . . . . . . ., C,=0,38x10""
Na 4, vur persen . . . . . . . . CH=O,46><10-6
No#2duren . . . ... . .. C=083x10"
48 wren dater . . . . . . . . . . C,=089x107"
NaQuren . . . . . . .. .. C=075x%x10""
Na%uren . . . .. ... .. Cg=080x10"°

Na2duren . . . . . . . . .. C=10 x 10~%

Do eerste waarneming achijnt hier foutief geweest te zijn. In
ieder geval blijkt duidelijk, dat het verloop der melkzuurgisting
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veel trager iz dan voor het geval, waarbij de reincultuur werd
toegevoegd. Dit is trouwens eene bekende zaak 1). FEen kaas uit
dezelfde melk, waaraan wél reincultuur was toegevoegd, leverde

na 4 dagen 1,0 x 107° n,

Over de rol van het stremsel bij het rijpen der kaas.

Nu de zuurgraad nauwkeurig was bepaald, scheen het me
mogelijk, door exacte onderzoekingen na te gaan, Of en zoo ja,
welk eene rol het stremsel bij het rijpingsproces speelt. Bij bet
gedurende eenigen tijd dagelijks waarnemen van de veranderingen,
die de wrongel bij de bewerking ondergaat onder inviced van
de leb, leek het me al zeer onwaarschijnlijk, dat vanaf het oogen-
blik, waarop de kaasmassa in de pers gebracht wordt, het leb-
ferment, dat natuurlijk in ruime hoeveelheid in de massa achter-
blijft, geene rol meer spelen zou.

In chemisch opzicht de voornaamste verandering, die de wrongel
ondergaat is, na de melkzuurvorming, de oplossing van de kaas-
stof. Door Duclaux werd ze toegeschreven aan vervloeiende
bacterién; v. Freudenreich?) heeft wel afdoende aangetoond,
dat dit niet het geval is, Deze onderzoeker kwam bij zijn arbeid
over de kaasrijping tot de conclusie: ,,Wahrscheinlich spielen bei
der Reifung verschiedene Milchsiurefermente die Haupt-, wenn
nicht sogar die alleinige Rolle, wenigstens bei den Emmentaler-
kisen”, :

Om deze unitspraak meer aannemelijk te maken, was het noodig
om aan te toonen, dat deze melkzuurfermenten ook het vermogen
bezitten, de kaasstof van de melk te peptoniseeren en hij heeft
gevonden ), dat met melkzuurbacterién geénte, verhitte melk,
waaraan tevens krijt was toegevoegd, na verloop van tijd duidelijk
eene vermeerdering van opgeloste stikstofverbindingen vertoont.
Daaruit volgt echter nog niet, dat onder de omstandigheden, die
in de kaas heerschen, hetzelfde plaats heeft en men kan zich
voorstellen, dat juist het verschil in H-ionen in deze beide ge-
vallen de oorzaak van een verschillend gedrag is. De onder-
zoekingen van Orla Jensen 4) over dit punt maken dit waar-
schijnlijk; deze schrijver legt bij herhaling den nadruk er op,
dat, om de oplossing te kunnen constateeren, de melk door
toevoeging van Ca CO; neutraal gehouden moet worden. Echter
ook proeven met verhitte melk, waaruit kazen werden bereid
onder toevoeging van reinculturen van melkzuurbacterign, voer-
den tot deze conclusie; zooals uit mijne hieronder te beschrijven

1) Zie b.v. Orla Jensen. Ueber die im Emmentalerkise etattfindende Milch-
Biiuwféhrung. Jehrb, d. Schweiz. 1906,

%) Jahrb, d. Schweiz. VIII (1894) 207. .

%) Jahrb. d, Schweiz, X1 en Bacteriol. Centralbl, 171 (188%) 231.

4} Studien ither die fuchtigen Fettsauren im Kase nebst. Beitrige zur Biologie der
Kaseformente, Centr.bl, £ Bact. II 13 pag. 161. ‘ :
b
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vitkomster zal blijken, is ook deze gevolgtrekking niet voldoende
gegrond,

" Zooals reeds in de inleiding werd gezegd, is men er in den
laatsten tijd toe gekomen, de peptoniseering der kaasgstof toe te
schrijven aan enzymen, zooals reeds vroeger door Duclaux ge-
schied was. Tot nu toe zijn daarvoor genoemd: de galactasel),
bacteriénenzymen (die niet nader te definieeren zijn), pepsine,
waarmede de toegevoegde leb verontreinigd is, en pseudopepsine 2),
terwijl in den allerlaatsten tijd daaraan nog toegevoegd is een
nieuw ferment, dat Petry?) in de leb meent gevonden te hebben
en waaraan Orla Jensen, die voorstelt het ,,casease” te noemen,
eene rol toekent bij de rijping.

Wat de galactase betreft (een enzym dat volgens Babeock
en Russell in de melk voorkomt+)), door verschillende onder-
zoekers is reeds de meening uitgesproken, dat dit ferment voor
de kaasrijping van geene betecekenis kan zijn, hoewel men aan-
vankelijk meende, aan de ontdekking groote beteekenis te moeten
hechten. De mogelijkheid van de oplossing van kaasstof door
dit enzym moet worden toegegeven. lk kom daarop later terug,

Dat de bacteriénenzymen eene rol spelen bij de rijping is wel
vrij zeker, maar niet bewezen i3, dat ze bestaat in de peptonisatie
van do kaasstof ; het meest waarschijnlijk is, dat ze in hoofdzaak
ontledingsproducten vormen wuit het op andere wijze opgeloste
eiwit,

Dat de pepsine (en pseudopepsine) invloed uitcefent op het
oplossen van de kaasstof, daarover zijn alle onderzoekers het eens,
al kent de een er eene grooter rol aan toe dan de ander,Orla
Jensen®) is van meening, dat de zuurgraad van de harde,
welarme kazen te gering i3, om krachtige pepsinewerking te
krijgen, Babcock en Russell ¢) toonden aan, dat naarmate
meer leb (en ook pepsine) aan de melk toegevoegd werd, meer
oplosbare stikstofverbindingen werden verkregen, :

Over de casease ('etry-Jensen) zijn nog geene verdere
onderzoekingen verricht; dat Petry dit ferment meent te hebben
asangetoond in stremsel iz alleen aanleiding geweest tot de ver-
onderstelling, -dat het ook eene rol speelt bij de kaasrijping.

Voordat ik overga tot de beschrijving van mijne eigen onder-
zoekingen wil ik er nog op wijzen, dat de beantwoording van
de vraag, waardoor de peptonisatie van de kaasstof plaats heeft,
in nauw verband staat met een strijdpunt op physiologisch-che-

- Babeoek en Russell. Zontr.bl. £ Bakt. IT Abt. Bd. VI, 1900.
; B Van Blyke en Hart. Amer. Ch. Journ, Vol XXX, pag. 1. 1903, i

8 Hofmeister. Beitrage Bd. VI1I, 336. Zie ook Orla Jensen: Einige Be-
merkungen iiber Lab und Labhereitung. Jahb. d. 8chweiz. 1907.

4 Er zij hier gewezen op de meening, &én van Raudnitz (Ergebn. d. Physiol,
Bd. II, 1903) &n van Seligmanun (Handbuch der Milchkunde v. Sommerfald),
volgens welke het fermentatieve karakter der galactase door Babeock en Russell
geenszins is bewezen.

.. 5 Btudien tiber die Enzyme im Kise, Jahrb. d. Schweiz. 1900.
" _8) Relation of the enzymes of Rennet to ripening of Cheddar Cheesa, Zontr.bl. f. Bakt,
JT Abt, Bd. VI, 817, 1900,

i}
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misch gebied, dat in de laatste jaren tot uitvoerige onderzoekingen
heeft aanleiding gegeven. Door verschillende physiologen is na-
melijk in den laatsten tijd de meening uitgesproken, dat het leb-
ferment identisch zou zijn met de pepsine, eene opvatting, die
wel de meest eenvoudige verklaring zou zijn voor het bijna altijd
gopaard gaan van de stremmende en proteolytische werking in
het planten- en dierenrijk, ook daar, waar van het in aanraking
komen met melk geen sprake iz, Door Hammarsten !) was
echter reeds in het jaar 1872 aangetoond, dat het mogelijk is,
uit kalfsmaagextract vloeistoffen te verkrijgen, die wél strem-
mend, maar niet verterend en omgekeerd, die wél verterend en
niet stremmend werkten. Daarmede scheen dus de dualiteit vast
te staan, ware niet later gebleken, voornamelijk deer onderzoe-
kingen van Pekelharing en zijne leerlingen, dat verontrei-
nigingen oorzaak kunnen zijn van het gemaskeerd zijn van eene
der beide enzymwerkingen. Zoo toonde Gewin ?) aan, dat een
monster handelsstremsel, dat slechts zeer zwak kippeneiwit ver-
teerde, na reiniging op eene door Pekelharing aangegeveu
methode, krachtig proteolytisch en stremmend werkte. Het is dus
de vraag, of men bij herhaling van de proeven van Hammar-
sten, waarbij door schudden met MgCO, de pepsine en bij
digereeren met 0,2 pCi. HCl de chymosine van kalfsmaag-
extract verzwakt wordt, wel dezelfde resultaten zal vinden, in-
dien men uitgaat van een van te voren volgens Pekelharinf
gezuiverd product. Hoe dit ook zij, het is duidelijk dat de kwestie
van de peptonisatie van de kaasstof nauw samenhangt met deze
strijdvraag. Zooals uit het volgende moge blijken, ben ik er in
geslaagd, om, zonder de identiteitskwestie van pepsine en chy-
mosine tot oplossing te brengen, over de lebwerking op de kaas-
stof, die gegevens te krijgen die voor een goed begrip van de
rol, die het stremsel speelt bij de rijping, noodig zijn,

In eene vorige verhandeling ) werd aangetoond, dat de waterstof-
ionen grooten invloed uitoefenen op de werking van het lebenzym
en wel zoo, dat de stremmingssnelheid evenredig is met de con-
centratie dezer ionen. Volgens hen, die in leb en pepsine het-
zelfde ferment zien (Sawjalow4), Pekelharing, Gewin
e.a.) is het stollen van de melk onder den invlced van stremsel
als het gevolg van beginnende vertering te beschouwen, Van dit
gezichtspunt wit zou dus het vroeger verkregen resultaat zoo
moeten worden uitgelegd, dat de snelheid, waarmede de caseine
door leb verteerd wordt, aanvankelijk evenredig te stellen is met
het gehalte aan waterstofionen. Door Petry ) was reeds ge-
vonden, dat de lebwerking na het stremmen nog niet ophoudt,
Het was dus nu- van belang, deze ,nawerking” quantitatief te

L) Malys Jahresherichte. Bd. II, 1872, .

%) Pepsin und Chymosin Z. f. Physicl. Ch. Bd. 54, 8. 32.

3) Deze Versiagen V. Ouderzoekingen over de lebstremming,
;) lZur Frage nach der Identitit von Pepsin und Chymosin. Z. f. Physiol. Chemio 46, 307.
} lc.
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vervolgen en na te gaan, hoe de vertering van de paracasefnokalk
door stremsel afhangt van de concentratie aan Il-ionen, waarbjj
dan vooral ook die concentratie was te kiczen, welke voor de

kaas gevonden was, nl. ongeveer 1 x 10™° n. H.

Ik ben als volgt te werk gegaan.

5 L, scherp gecentrifugeerde versche melk werden bij ongeveer
30° C. met leb gestremd; na een kwartier trad stolling in, On-
middellijk werd pu de massa in 20 L. koud water uitgegoten,
na het bezinken werd gedecanteerd en opnieuw 20 L. water
toegevoegd. Nadat deze bewerking zesmaal herhaald was, waarbijj
zoo snel mogelijk werd gewerkt, filtreerde ik door neteldoek
en wreef de terugblijvende brei met alechol aan, Na affiltreeren
en afwasschen op den zuigtrechter met 96 pCt. alcohol werd
het verkregen product in aether gebracht en ten slotte degelijk
met veel aether nagewasschen, Bij zorgvuldig werken wordt een
stoffijn preparaat verkregen, dat dus bestaat uit paracaseinekalk,
vermengd met de onoplosbare phosphaten. Met dit poeder werd
~ het volgende gedaan. .

In acht wijde, van binnen geparafineerde reageerbuizen werd
ecnzelfde hoeveelheid (4 gram per buis) van het preparaat ge-
" bracht, waaraan 35 ¢.M3, koolzuurvrij verdund zoutzuur in stijgende
concentratie en 80 m.Gr. thymol werden toegevoegd. Ze werden
zeer langzaam rondgewenteld in een grooten thermostaat bij
25° C, gedurende 24 uren; toen werd aan iedere buis 4 ¢ M3,
stremsel (v. Hasselt) toegevoegd en opnieuw 42 uren geschud.
De vier andere buizen waren van begin af met precies dezelfde
stoffen gevuld, de leb was echter van te voren door verhitten
gedood; deze buizen, die eveneens geroteerd werden, dienden
dus als contrdlebuizen, Na 66 uren in het geheel dus, werden de
oplossingen gefiltreerd, en in het filtraat de stikstof volgens
Kjeldahl bepaald, en de waterstofionen gemeten door bepaling
van de electromotorische kracht van het element: IH-filtraat —
3xXmn KCl — 3, n. IICl — I. Tabel I geeft de verkregen
uitkomsten aan,

Tabel L
Cex105 N{in'/on.zuur).  Nincontr.buis.  Verteerd.
1. 0,105 - 122 1,7 10,5
2. 0,33 20,2 _ 2,4 17,8
8. 0,78 . 27,6 3,2 24,4
4, 1,36 28,9 2.8 26,3

Grafisch voorgesteld levert deze tabel curve [
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Uit deze metingen blijkt in de eerste plaats duidelijk, dat door
het stremsel de paracaseinekalk wordt opgelost; bovendien blijkt
ook hier dat de werking sterker is, naarmate de vloeistof meer
H-ionen bevat. De lijn wijkt echter sterk af van eene rechte;
bij de hoogere concentraties loopt ze bijna parallel aan de abseis,
De reden hiervan is wel de volgende. Het is bekend, dat de
reactieproducten de werking tegengaan. Voor 4 in onze tabel nu,
was reeds 58,2 pCt. van de totale hoeveelheid eiwit in den opge-
losten toestand overgegaan. De remmende werking van de reac-
tieproducten verklaart volkomen de kromming naar de z-as. Voor
3 werd bijv. gevonden, nadat de inwerking der leb nog 24 uren
was voortgezet, 283!/, n. zuur; de werking van het stremsel
had dus bijna opgehouden, terwijl toch in deze zwakzure vloeistof
het ferment niet van betcekenis was verzwakt, zooals eenc afzon-
derlijke proef leerde. Er wordt dus hier een evenwichtstoestand
bereikt. Deze waarneming zal van belang blijken bij onze verdere
beschouwingen.

Deze uitkomst bracht mij er toe, de proef met veel minder
stremsel te herhalen en wel zo00, dat ook veel minder caseine
verteerd werd, om zoodoende de storende werking der ontledings-
producten zooveel mogelijk uit te sluiten. Om nog meer in over-
eenstemming met den toestand in de kaas te zijn, werd melkzuur
in plaats van zoutzuur genomen. Tabel II geeft de gevonden
cijfers.
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Tabel IL
lﬂn M 108, N {in 5 n. zuur). N in contr. buia. Verteerd,
1. 019 158 5,4 104
I {2 0,45 28,5 4,2 24.3
3. 0,92 40,8 46 . 36,0
1. 018 17,3 8,3 9,0
nL. { 2. o038 33,15 9,5 23,65
3. 0,85 42,0 78 844

Bij IT; waren 30 pOt., bij III, 20 pCt. van de caseine verteerd.
De curven II en IIT in fig. II geven het resultaat aan. De
ordinaten geven de vertering aan in procenten van het totaal
eiwit. De afwijking van een rechte lijn is in deze beide gevallen
reeds veel minder dan in curve I; toch toont zich bij 1I; en III,
reeds de invloed der reactieproducten. Op grond van deze uit-
komst mogen we echter wel zeggen: .

De verterende werking van het lebferment t.0.0. paracaseinekalk
78 evenredig met de watersiofionenconcentratie.

Tegen deze proeven kan echter worden aangevoerd, dat in de
verschillende buizen de vaste phase niet dezelfde was, Men zou

_zich kunnen voorstellen, dat in het geval van de hoogste aciditeit
de leb inwerkte op paracaseine, die door het toegevoegdé zuur
.in vrijheid was gesteld, terwijl dat in de andere buizenm, met
- minder zuur, niet het geval was, Op de volgende manier heb ik
kunnen aantoonen, dat het gevonden verschil in verierende wer-
"king werkelijk alleen van de H-ionen afhangt.

~ In twee buizen g en b werden op dezelfde wijze als boven is
besproken 4 grammen van het preparaat gebracht en met eene
gelijke hoeveelheid melkzuur (40 ¢ M3, evenals bij proef III,
. tabel II) gedurende 24 uren in den thermostaat bij 25° C. geschud.
Toen werd, na bezinken, uit buis @ voorzichtig de helft van de
bovenstaande vloeistof weggepipetteerd en door koolzuurvrij water
- vervangen, Daardoor werd dus het gehalte aan waterstofionen
kleiner: er moest een andere evenwichistoestand ontstaan als
+in b, Aan beide buizen werd nu weer 0,6 c. M3, leb toegevoegd
~en na 24 uren schudden werd gefiltreerd. In de filtraten werden
de waterstofionen, en in oplossing @ ook de stikstof, bepaald.
. Was bovengenoemde veronderstelling juist, dan zou men kunnpen
. verwachten, dat punt p in de teekening (fig. II dat het resultaat
.van dezo proef aangeeft), buiten curve III kwam te liggen. Dit
is blifkbaar niet het geval. Bij eene tweede proef werd tweemaal *
de helft van de vloeistof door water vervangen. Punt ¢ geeft
. de uitkomst aan, Hier volgen de gevonden cijfers:
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i . Tabel I,
In g llmange  0,x105  N(nY,nzuwr).  Verteerd.
a! 0,49 © 348 . 26,5
a? 044 32,8 24,5
b 0,68 —_ _

Verder zou nog kunnen worden opgemerkt, dat het mogelijk
is, dat de concentratie der waterstofionen gedurende het ver-
teringsproces verandert, zoodat de bepaling dezer grootheid na
afloop van de proef, geen maat zou zijn voor het gehalte aan
deze ionen gedurende de proef. Zooals uit de volgende cijfers
blijkt, wordt de concentratie wel iets grooter, maar zoo weinig,
dat daardoor het karakter der curven geenszins wordt veranderd.

C, na 2 uren inwerking der leb 0,335 x 107°. ~

= —-§
” u24 ) ” ” ” 0,3-’31}(10 .

Op grond van deze metingen mag dus de evenredigheid van
verteringssnelheid en waterstofionen wel als vaststaand worden
beschouwd. Tk leg er nog den nadruk op, dat de vroeger voor
Edammerkaas gevonden waarde voor C_ gelegen is in het bij

deze proeven bestaande concentratiegebied, De beteekenis van
den reéelen zuurgraad van de kaasmassa voor het oplosbaar wor-
den van de kaasstof, valt in het oog. ,

Stels men zich met Sawjalow, Pekelharing, Gewin
e.a, op het standpunt van identiteit van leb en pepsine, en be-
schouwt men dus de stolling der melk als een gevolg van be-
ginnende vertering, dan was eigenlijk geen ander resultaat. te
wachten, Bij mijne proeven over de stremming!) werd namelijk
de tijd bepaald, noodig voor het bereiken van een bepaalden
verteringstoestand (waarbij dus de stolling optreedt) bi] eene byjna
constante cascineconcentratie. (De stolling treedt nl. al spoedig
op, als er dus nog zeer weinig caseine verteerd is), Bij de boven
beschreven proeven werd daarentegen de verteerde hoeveelheid
caseine in een bepaalden #jjd gemeten. In beide gevallen werd
dus de verteringssnelheid gemeten en daarop oefenen de water-
stofionen den genoemden inviced uit. -

Zooals reeds gezegd, staan tegenover deze unitaire opvatting,
de uitkomsten van Ifammarsten, die er in slaagde tot op
zekere hoogte een scheiding van de twee door hem aangenomen
enzymen, de chymosine en de pepsine, teweeg te brengen. Houdt
men hiermede rekening, dan is dus de vraag gerechtvaardigd:
Welk enzym is het, dat bij mijune proeven (en dus zeker ook in
de kaas) oplossend op de kaasstof heeft gewerkt? Volgens de
opvatting van Hammarsten zou hier in de eerste plaats ge-

Hle
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dacht moeten worden aan pepsine?), die met de chymosine ge-
mengd, in handelsstremsel voorkomt,

Petry ?), wiens onderzoekingen ik reeds aanhaalde, kwam op
grond van zijne bevindingen tot de uitspraak: ,Das Labferment
verdankt somit seine verdauende Kraft Eeiner Beimengung eines
der bisher bekannten Fermente, sondern einem mneuen profeoly-
tischen Agens, welcher sich gegen die ersteren durch seine sirenge
Spezifizitit fir das Casein scharf karakterisiert”.

Onafhankelijk van Petry kwam mejuffrouw van Herwer-
den %) ook tot het resultaat, dat de lebwerking tegenover opge-
loste caseine niet blijft stilstaan bij de vorming van paracaseine,
maar verder gaat; zij stemt echter niet toe, dat men hier te
maken zou hebben met een enzym, dat specifiek is voor caseine
en andere eiwitstoffen onaangetast laat. Deze beide onderzoekers
hebben trouwens voornamelijk tot doel gehad de bepaling van
den aard van de optredende ontledingsproducten, zonder de leb-
werking quantitatief te willen bestudeeren.

Om nu de bovenbedoelde vraag, welk enzym de vertering be-
werkt, tot oplossing te brengen, ben ik als volgt te werk gegaan.
Ten eerste redeneerde ik zoo: wanneer de pepsine, waarmede
het lebferment gemengd is, de oorzaak iz van de vertering, dan
is het niet waarschijnlijk, dat stremmende en verterende werking
voor verschillende extracten parallel gaan. Om dit na te gaan,
koos ik mij drie monsters stremsel van verschillende herkomst,
nl, 1o stremselpoeder Hansen, 2o, stremsel van een klein fa-
briekje te Iloorn, en 3o, een zeer slecht preparaat, dat destijds
toevalliz aan de contrdleafdeeling van dit station was toege-
zonden. 25 c.M3, melk werden met 1 ¢.M2, oplossing 1:20 ver- .
mengd (bij 37,5° C.) ter bepaling van den stremtijd. De sterkte
der vertering werd op de boven aangegeven wijze bepaald. In
6 geparafineerde buizen werd 3 gram paracaseinkalkpreparaat
gewogen; aan iedere portie 30 e M3 1/, n. IICl toegevoegd en
24 uren langzaam geschud bjj 25° C., toen werd aan iedere buis
0,45 cMs. leboplossing van de monsters 1, 2 en 3 toegevoegd,
in dien zin, dat voor de contrdlebuizen het ferment eerst gedood
was door verhitten in eenm waterbad. Na opnieuw 24 uren ge-

- gchud te hebben werd gefiltreerd en in het filtraat de stikstof
volgens Kjeldahl bepaald. Ter contréle werd bovendien de
H-ionenconcentratie gemeten, Tabel IV geeft de uitkomsten.

Tabel IV, :
T (in sec.) Cy X108 N (in /30 0. zuur). N. contr. buis. Gevwﬁrteer%er.
1. 111 0,565 18,7 34 128 133
2. 100 0,644 18,73 4,0 14,73 14,7
3. 149 0,544 13,95 3,8 10,35 9,9

1‘)( Er werd reeds op gewezen, dat men ook bij de kaasrijpiﬁg aan de pepsine. eene rol
toekent,

fHle
8 Z, £ Physiol. Ch. Bd. 52, 184.
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In de laatste kolom zijn de waarden voor de vertering aange-
geven, die berekend zijn uit de stremtijden, in de veronderstel-
ling dat de stollingssnelheid parallel gaat met die der vertering.
Bedenkt men hierbij, dat we met een tamelijk gecompliceerd
experiment te doen hebben, dan is de overeenstemming tusschen
de gevonden en berckende waarden zeer bevredigend en ik trek
daaruit de conclusie, dat het niet waarschijnlijk is, dat de vertering
op rekening gesteld moet worden van pepsine, die met de leb
is vermengd. Neemt men twee enzymen aan, dan moet men aan
het lebferment, de chymosine, het vermogen tockennen, de kaas-
stof in oplosbaren toestand te brengen. Eveneens onwaarschijnlijk
is dus, dat we hier te maken zouden hebben met een nog onbe-
kend enzym, zooals Petry meent; het zou toch wel toevallig
zijn, wanneer dit enzym in de verschillende extracten precies
in dezelfde verhouding voorkwam als de chymosine, Om in deze
volkomen zekerheid te krijgen, lag het nu voor de hand de hier
medegedeelde verteringsproeven te herhalen met volgens Ham-
marsten bereide enzymoplossingen, waarin door behandeling
met Mg C O3 de pepsine en door digereeren met 0,2 pCt. IICL
de chymosine verzwakt was. Daarbij diende mij tot uitgangs-
materiaal, zoowel door dialyse van keukenzout bevrijd stremsel-
poeder van Hansen, als ook door mij zelf bereid kalfsmaag-
extract, terwijl ten slotte eenige proeven werden uitgevoerd, met
een zuiver preparaat, uit varkensmagen bereid, dat ik aan de
vriendelijkheid van prof. Pekelharing te Utrecht te dan-
ken heb.

1. Stremselpoeder.

20 gram poeder werden in ongeveer 180 ¢ M3, water opgelost
en tegen stroomend regenwater gedialyseerd ter verwijdering van
het keukenzout. In de verdunning 1:20 gaf 1 e¢.Ms, der oplossing
met 5 ¢. M5 melk bij 37,5° C. na 58 seconden stolling. De con-
centratie van de chymosine was dus !} volgens de onderzoekingen
van Hammarsten voldoende, om van de behandeling met
Mg C O, ter verwijdering van de pepsine, een gunstig resultaat
te verwachten, :

120 ¢. M3, van de volmaakt heldere oplossing werden met 1,2
gram Mg CO, gedurende vijf minuten bjj kamertemperatuur ge-
schud, snel gefiltreerd en deze bewerking nog tweemaal herhaald,
10 ¢ M3, van het derde filtraat hadden toen 1,56 ¢.M3, v/, n. TICl
noodig voor de neutralisatie, In de verdunning 1:1 (na dus nog
8,5 e M. water aan de geneutraliseerde 10 ¢.M3. te hebben toe-
gevoegd) werd voor 1:10 melk een stremtijd van 72 seconden

1} Voor de bijzonderheden van het onderzoek van Hammarsten zij verwezen naar
diens uitvoerige verhandeling: ,Zur Frage nach der Tdentitit der Pepsin- und Chymosin-
wirkung”, Zeitachr. f. Physiol. Chemie, Bd. 58, pag. 18, waarin duidelijk omschreven

in,*op welke wijze de pepsive en chymosine afzonderlijk verzwakt, resp. vernietigd
kunoen worden, ’
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gevonden, terwijl een buisje van Mett !) bij 0,2 pCt. HCI econ-
ceniratic bij dezelfde verdunning intact bleef. De niet met Mg CO,
bekandelde vloeistof verteerde volgens Mett 23 mM. in 18
uren. Werd deze verdund 1:4 met zoo sterk zoutzuur, dat de -
concentratie 0,1 pCt. werd, dan loste ze een stukje fibrine op
in 2 uren, terwijl de andere vloeistof 18 uren noodig had, voor
de vertering van % van zoo’n stukje. De verhouding der strem-
tijden was 35:207. (Bij de bepaling dezer tijden werd er natuurlijk -
op gelet. dat het Mg-gehalte in beide gevallen hetzelfde was).
Door de behandeling met Mg CQO, wordt dus ook de chymosine
verzwakt, maar in veel mindere mate dan de pepsine, Geheel in
overeenstemming met de onderzoekingen van Hammarsten
had ik dus eene vloeistof verkregen, die nog goed stremmend,
maar niet. resp, zeer zwak verterend werkte op kippeneiwit en
fibrine. De zoo moeielijke reiniging door middel van cholesterin,
die door Hammarsten wordt aangegeven heb ik achterwege
gelaten, omdat het geringe gehalte aan pepsine voor mijn doel
kon worden verwaarloosd, Tabel V geeft het resultaat aan van
de inwerking dezer enzijmoplossingen op mijn paracaseinekalk-
preparaat. Natuurlijk werden ook hier alle buizen op hetzelfde
Mg-gehalte gebracht #). Overigens werd gewerkt, zooals in de
voorafgaande bladzijden werd aangegeven.

Tabel V,
T. ©OpX1® N(nlfjpn N.(contr. Verteerd,
(s0e.) zuur). buis). Qev. Ber.
1. Oorspr. opl. 54 0,50 94,4 45 199 19,9
9. Met Mg CO, beh. 328  — 8,1 45 36 33

Ock hier zien we stremmings- en verteringssnelheid volkomen
parallel gaan; daaruit volgt dus, dat de werking der pepsine
van de onveranderde oplossing (ze verteerde immers duidelijk
kippeneiwit en fibrine en bevatte dus pepsine!) bij het waterstof-
ionengehalte van deze oplossingen niet merkbaar is,

1) Door Metiache buisjes verstaat men 1 & 2 e M. lange dunwandige glazen buisjes
van ongeveer ¥ m. M. inwendigen diameter, walks met gestold kippeneiwit gevuld zijn.
Ik prepareerde ze me ala volpt. Een buisje van de gewenschte dikta. en ongeveer4 d.M.
Jlang werd asn de beide einden rechthoekig omgebogen (in hetzelfde viak en maar den-
zelfden kant] en daaraa volgezngen met geklutst, en daarna met behulp van de lucht-
pomp ontgast, kippeneiwit. Het huisje werd horizontaal opgehangen in een lanpwerpig
waterbad, dat onder omroeren verwarmd werd. Als het eiwit duidelijk gestald in {men
voere de temperatuur niet hooger op dan noodig is; laat men afkoelen en snijdt de buis
in kleine mtukjes. zooveel mogelijk er voor zormende, dat de snijviakte glad is, niet ge-
eplinterd. DNie buisjes. waerin geen blaagjes zijn waar te nemen. zijn voor het gebruik
geschikt. In 0.2 pCt HCl, wnarasn een kristalletje thymol is toegevoegd. knnnen ze
maanden lang goed blijven. Wordt pu zoo'n buisje hij broedtemperatuur in 0,8 pCt. HCl
gelegd, waarasn een weinig pepeine is toegevoepd. dan ziet men het eiwit lnngzamerhand
oplosren en de nfstand waarover het eiwit verdwijnt {met microscoop met zwakke ver-
grooting te bepalen) is een maat voor de hoeveetheid pepsine. Voor 2 vloeistoffen met
verachillend gehalte daarsan, verhouden zich de concentratién bij benadering ala de
kwadraten van het eantsl millimeters dat verteerd is. (Schiitz—Borissowsche regel).

%) Daarbij werd zo0 gewerkt, dat één gedeelta van de eene oplossing gemengd werd

" met één deel van de andere oplossing. wearvan het enzym echter van te voren door
verwarming gedood was, Bij de contrdlebuis was natuurlijk het geheele mongset gedood.
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Voor de bereiding van een pepsine-oplossing, die arm aan
chymosine is, werd met meer verdunde vloeistoffen gewerkt, zoo-
als door Hammarsten?) is sangegeven. 2 gram stremsel-
poeder werden in 200 c.Ms. 0,2 pCt. HCl opgelost; een gedeelte
werd bij 38° C, gedurende 48 uren gedigereerd, de rest op een
koele plaats bewaard. De.stremtijden verhielden zich na de ver-
warming als 477:3% uur, zoodat verreweg het grootste gedeelte
der chymosine reeds was vernietigd, Volgens Mett vond ik 0,8
en 0,5 m.M. in 48 uren?), De pepsine is dus in dit geval wel
verzwakt, echter niet in vergelijking met de chymosine. Voor
de vertering van mijn paracaseinepreparaat werd gevonden 21,65
e M*, %, n. zuur voor de niet verwarmde, en 0.8 ¢. M3, voor de
verwarmde oplossing, Hoewel deze proef, wegens het geringe
pepsinegehalte van de oorspronkelijke oplossing niet zeer treffend
is, kan men er toch wel uit concludeeren, dat ook in dit geval
de verterende werking moet worden toegeschreven aan de
chymosine: van pepsinewerking is ook hier geen sprake.

2.. Kalfsmaagextract.

Twee magen van kalveren, die nog alleen met melk gevoed
. waren, werden onmiddellijk na het slachten onder handen ge-
nomen, De lebmaag werd van de darm en de andere magen
afgeknipt, opengesneden en op een plankje gespannen en met
stroomend regenwater degelijk gewasschen, zorg dragende, dat
het water goed tusschen alle plooien doorvlceide, Toen werden
de lebklieren voorzichtig afgeschraapt en de massa met 0,2 pCt.
zoutzuur bij 4 4 6° C. gedurende 24 uren ge&xtraheerd. Bij het
filtreeren werd eene volmaakt heldere vloeistof verkregen, die
~echter een beetje visceus was, '
100 c¢.M3, dezer oplossing werden met NaHCO, bijna ge-
. neutraliseerd, na het uitpompen van het koolzuur met 1 gram
Mg CO; gedurende vijf minuten bij kamertemperatuur geschud,
_ gefiltreerd, opnieuw met 1 gram geschud en het tweede filtraat
dadelijk met zooveel zoutzuur behandeld, dat bij de verdunning
"1:1 de zuurconcentratie 0,1 pCt. was. De oorspronkelijke, niet
met Mg C O, behandelde oplossing werd zoo sterk verdund met
zoutzuur er verhitte Mg houdende oplossing, dat magnesiumgehalte
en stremtijd ongeveer gelijk waren,
Met Mg behandeld: 164”. Fibrinvertering 2%, uur. Mett — 0 m.M.
Corepr. oplossing: 155", " 40 min. ., -2 ,,
‘ in 48 uren.

Het resultaat van de behandeling met Mg C O, i3 dus duidelijk.
Bij ongeveer gelijk chymosinegehalte is het verschil in pepsine-
. gehalte belangrijk, zooals uit de fibrine- en kippeneiwitvertering
volgt, De uitkomst is geheel in overeenstemming met hetgeen
. Hammarsten vroeger heeft gevonden.

Y Hammaraten. Le. .
%) De buisjes waren in dit geval meeielijk af te lezen.
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Ook voor deze oplossingen nu werd de verterende werking
ten opzichte van de paracaseine bepaald. Tabel VI geeft de ge-
vonden uitkomsten.

Tabel VI
T. Cy X105, Ninlfyyn.z] N {contr Verteerd,
(Bec.} buis). Gev, Ber,
1. Qorspr. opl. 52 0,57 18,7 4,5 14,5 14,5
2. Met Mg. CO, beh. 311 A - 29 24

Ock hier gaan dus stremming en vertering vrijwel parallel.

De oorspronkelijke oplossing werd ru met 0,2 pCt. HCL op
de geschikte verdunning gebracht en de eene helft bij 37° C.
in den thermostaat geplaatst. Na 48 uren -was de stremtijd 12
minuten tegen 109 seconden voor de niet verwarmde oplossing.
Toen werd 8 uren lang op 40-—45° C. verwarmd, waarna de
stremmingstijd 4 uren bedroeg. Volgens Mett verteerde do niet
verwarmde vloeistof 5,4, de verwarmde 3,6 m.M. in 22 uren.
Terwijl dus de verhouding voor de chymosine bedroeg 4 X 60 X
60:109, was die voor de pepsine als (5,4)1: (3,6)%.

Beide oplossingen weer 24 uren met het paracaseinepreparaat
geschud, leverden de getallen van tabel VII,

Tabel VII,
T. CpX108  XN{inljypn.z) N (contr. buis), Verteerd.
1. Oorspr. opl. 100" 025 13,8 2,5 11.3
2. Verw. opl. 4 uren - 31 25 - 0,6

De hier gevonden vertering van 0,6 ¢.M3. voor de oplossing,
die zoo arm was aan chymosine bij de waterstofionenconcen- .

tratie van 0,25 X 10™° n. bracht me er toe, do proef bij hooger
aciditeit te herhalen. Het zou n.. mogelijk zijn, dat bij deze
oplossingen, die beide volgens Me tt krachtig proteolytisch bleken
te werken, dus rijk aan pepsine waren, de pepsine een rol speelde.
Dan kon men daarvan een grooteren invloed verwachten, naar-
mate de vloeistof, waarin zich de reactie afspeelt, meer water-
stofionen bevat.

Tabel VIIIL

T, X0 N{infjpu.3) N {eontr. buis). Verteerd,
- 1. Oorspr. Of)l. 1007 14 30,2 30 27.2
2. Verw. opl. 4 uren —_ 4,9 — 1,9

De verwarmde oplossing heeft hier dus ook wel een weinig
kaasstof verteerd, maar zoo weinig, dat we daaruit niet kunnen
besluiten tot pepsinewerking van eenige beteckenis en ik leg
or den nadruk op, dat hierbij gewerkt werd bij eene H-ionencon-
centratie, grooter dan die in de Edammerkaas ooit voorkomt.
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De laatste proef heb ik ten slotte herhaald bij 37,5° C. Tabel
IX geeft het resultaat.

Tabel IX,
T. C X108 Ni{inlfjpn.z) N.(contr.buis) Verteerd,
1. Qorspr. opl. 1007 1,4 19,3 3,3 16,0
2. Verw. opl. 4 uren - 4,2 — 0,9

Ook bij de voor pepsinewerking zoo gunstige temperatuur van
37,5° C. is daarvan zoo goed als geen sprake. Wel is het opvallend,
dat in alle drie de gevallen (Tab. V1I, VIII, IX) de verwarmde
oplossing toch een klein beetje kaasstof heeft verteerd en wel
zoo, dat de verhouding van de verteerde hoeveelheden voor de
beide oplossingen tamelijk wel constant is,

In aanshiiting aan bovenstaande nitkomsten wil ik nog eene
proef mededeelen, die ten doel had den invieed na te gaan op
de verteringssnelheid der paracaseine van keukenzout. Tabel X
geeft de cijfers voor een b pCt. oplossing tegenover de oplossing
in water,

Tabel X,

C,x 108  N(in 'Y,4n.z) N (contr.buis) Verteerd.
027 32,4 7,2 95,2
5 pCt NaCl | 0,60 59 . 68 453
0,46 15,3 42 11,1
Water . . . | g4 228 43 185

- Fig, 8 stelt dit resultaat grafisch voor.
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Ilet keukenzout blijkt dus de werking van de chymosine te
versnellen, terwijl volgens de onderzoekingen van Hammar-
sten, Lércher ea. de stremtijd door toevoeging van zooveel
keukenzout wordt verlengd. Dit nu schijnt niet in overeenstem-
ming te zijn met de opvatting van Sawjalow, Pekelharing
0.a., die in het stremmen een gevolg zien van beginnende ver-
tering. Waar dus door het toevoegen van keukenzout de ver-
tering zooveel sneller blijkt te geschieden, zou men ook een
speller coaguleeren der melk verwachten. Ik geloof, dat hier
slechts schijnbaar de overeenstemming ontbreekt, Men kan zich
pamelijk de zaak zeer eenvoudig als volgt voorstellen. De para-
caseine is, zooals bekend was, in keukenzoutoplossing meer op-
losbaar dan in water, zooals trouwens uit de door mij gevonden
cijfers voor de contrélebuizen opnieuw blijkt. (Deze cijfers hebben
betrekking op eenzelfde aantal ¢.M3. dat voor de N-bepaling werd
gebruikt). Als we nu aannemen, wat trouwens het meest voor
de hand ligt, dat het enzym werkt op de opgeloste paracaseine
dan is dus in de keukenzoutoplossing de actieve massa grooter
en tengevolge daarvan de verteringssnelheid ook, De door het
lebferment ontlede paracaseine kan men zich op ieder moment
door versch opgelost preparaat vervangen denken. Bij de strem-
proef blijft bij het toevoegen van NaCl de caseineconcentratie
onveranderd, de oplosbaarheid van de zich vormende paracaseine
wordt echter grooter en het zal langer duren voordat deze zich
begint af te scheiden, d, w.z. de stremtijd zal langer zijn. Het is
duidelijk, dat deze opvatting eene directe werking van het zout
op het enzym geenszins uitsluit.

De uitkomsten van het onderzoek met stremselpoeder en kalfs-
maagextiract hebben er mij aanvankelijk toe gebracht !) om aan
te nemen dat de pepsine van de gebruikte oplossingen, niet op
kaasstof werkte bij de waterstofionenconcentratie, die voor de
Edammerkaas gevonden is, Immers voor het kalfsmaagextract,
dat volgens Mett, bij 0,2 pCt. IICl concentratie dus (zie pag. 76)
in 22 uren 3,6 m.M, verteerd had, werd zoo goed als geen ver-
tering van de kaasstof waargenomen. De hier volgende prosven
met hel gezuiverde pepsinepreparaat van het varken doen zien,
dat pepsine, als de concentratie slechts voldoende is, ook op de
kaasstof merkbaar oplossend werkt.

3. GQezuiverde varkenspepsine.

145 m Gr. van het poeder werden bij kamertemperatuur opgelost
in 50 c¢. Mt 0,2 pCt. HCL Na ongeveer 4 uren werd nog een
half uur op 37° C. verwarmd en de gefiltreerde oplossing, die
voor de digestie volgens lammarsten nog veel te geconcen-
treerd bleek te zijn, met 2 deelen 0,2 pCt. I Cl verdund. % c.Ms,
hiervan, met % c.M3. water verdund, deed 10 c¢M3 melk bjj
37° C. in 70” dik worden, Een gedeelte van deze oplossing werd

1) Ueber die Wirkung des Labs auf Paracaseinkalk. 2. f. physiol. Ch. 81, p. 147.
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eerst 18 uren bi 42° C. gehouden: stolling in 3% minuut, tegen
70" voor de niet verwarmde oplossing. Na verdere verwarming
gedurende .6t wur op 44°—46° C.: 170” en 52", Volgens Mett
verteerden de beide oplossingen in 2 uur en 40 minuten 6 en 5
m. M. Iier werden wel is waar buisjes van Mett gebruikt, die
van eene andere bereiding afkomstig waren, maar toch blijkt uit
deze cijfers duidelijk, dat, byj ongeveer dezelfde stremkracht als
die van het kalfsmaagextract de verterende werking t.o.v, kip-
peneiwit veel sterker is, De verwarming werd gedurende 17 uren
bij 42° C. voortgezet, echter na de beide oplossingen nog met
0,2 pCt. HCL te hebben verdund (1:2): stolling in 155" en 43",
Verder verwarmd 4 uren bij 47—48° C.: 300" en 65”. Dezelide
verwarming nog & uren voortgezet en daarna nog 10 uren bij
42° C. gehouden: in 613 uur geen stremming tegen 60” voor de
niet verwarmde vleeistof. Eene vlok fibrine werd in 25 en 10
minuten opgelost. Volgens Mett werd verteerd in 23 uur 4,2
en 2.7 m.M. -

We zien dus, dat, hoewel de verwarming langer moest voort-
gezet worden dan voor het kalfsmaagexiract noodig was, het
eindresultaat toch hetzelfde is; we krijgen ook hier, ten slotte
eens vloeistof, die krachtig kippeneiwit verteert, maar melk niet
doet stollen, De vertering van de paracaseine is in Tabel XI
opgegeven,

Tabel XI.
- T. Cyp X 105 Niinlfunz) Nicontr,buia) Verteerd,
1. Oorspr. opl. 60" 0,72 24,6 3,0 21,6
2. Verw. opl. &' uur — 8,4 3,0 b4

In tegenstelling met de uitkomst, voor het kalfsmaagextract
verkregen, zien we hier de verwarmde, chymosinevrije oplossing
duidelijk kaasstof verteren en daaruit volgt dus, dat mijne vroe-
gere opvatting, dat de pepsine bij de geringe waterstofionen-
concentratie, zooals die in de kaas voorkomt, niet verterend zou
werken, onjuist is, Maar hoe is het dan te verklaren, dat ik
voor de verschillende stremsels, die ik onderzocht, volkomen
parallelisme vond voor vertering en stremming, terwijl ook het
verwarmde kalfsmaagextract zoo goed als geen kaasstof ver-
teerde?

De volgende proeven geven het antwoord op deze vraag. Ik
wees er reeds op, dat bij gelijke stremkracht van de kalfs- en
varkenspreparaten, de kippeneiwitvertering voor het laatste veel
sterker was 1), De vraag was nu, hoe een verwarmd, niet strem-
mend werkend, kalfsmaagextract zich gedroeg ten opzichte van

) De vrang., welke de ocorzask is van dit verschijosel, kan, voor de oplossing van
bovenstaande kwestie geheel buiten beschouwing blijven. Stelt men zich op dualistisch
standpunt, dan bevat dus het preparant van het varken veel pepsine; volgens deunitaire
opvatting is de geringe vertering van het kalfspreparaat (in vergelijking met dat van
het varken) san de verontreinigingen toe te achrijven.
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paracaseine in vergelijking met de werking van het verwarmde
varkenspreparaat, wanncer dit laatste eerst zoo sterk verdund
was met 0,2 pCt. HClL dat de werking t.o.v. kippenciwit voor
de beide oplossingen gelijk was.

Om dit na te gaan, heb ik me een nieuwen voorraad kalfsmaag-
extract verschaft, waarvan weer een gedeelte zoolang verwarmd
werd, tot de verhouding der siremtijden was: 80”:3 uur 45 minuten.
Volgens Mett werd door de verwarmde oplossing in 16 uren
55 m.M. verteerd. (De niet verwarmde oplossing had in dien tijd
alles opgelost.) In vergelijking met vroeger scheen dus dit extract
wat rijker aan kippeneiwitverterend enzym !). (Vroeger gevonden
3,6 m.M. in 22 uren. Zie pag. 76), Tabel XII geeft de verkregen
cijfers bij de vertering van de paracaseine,

Tabel XII,
T Ogx 105 N{intfynz) N {contr. buis} Yerteerd.
1. Oorspr. opl. 80" 0,72 29,3 10,3 19,0
2. Verw. opl. 3u.45m. 0,72 124 10,3 2,1

Deze uitkomst komt dus tamelijk wel overeen met het vroeger
gevondene; de verwarmde oplossing heeft ook een weinig ver-
tecrd en zelfs iets meer dan bij mijn vorige proeven met kalfs-
maagextract, Zooals we zien zullen, klopt dit met de ook sterker
gevonden vertering van kippeneiwit.

Nu werd de verwarmde oplossing van het varkenspreparaat
met 0,2 pCt. 1ICl zoo sterk verdund, dat de vertering volgens
Mett ongeveer gelijk bleek te zijn aan die van het verwarmde
kalfsmaagextract. Hiertoe moest 1 deel met niet minder dan 10
deelen I Cl worden vermengd. Toen werden verteerd 2,7 m.M.
tegen 2,6 m.M. voor het kalfspreparaat in 715 uur, Deze beide
oplossingen nu liet ik op de paracasefnekalk inwerken en wel
in veel hooger concentratie dan in tabel XII. Omdat hier met
2 verschillende enzymen werd gewerkt, moesten hier ook twee
contrdlebuizen worden aangezet. Tabel XIII geeft de resultaten,

Tabel XIII,
CH M 108 N (in l/jpn.2z.) N {contr. buis). Yerteerd.
Varken. . . . 072 %) 41,1 14 6,7
Kalf. . . .. — 16,6 9.4 72

‘We zien dus, dat thans de beide oplossingen, die t. 0. v. kippen-
eiwit eene ongeveer gelijke verterende werking toonen, ook de
kaasstof ongeveer even sterk aantasten.

Uit deze proeven meen ik dan ook te kunnen afleiden: 1o, dat

1) Wellicht is dit een gevolg van den leeftijd van het kulf. dat ongevesr drie maanden
oud was, terwijl vroeger de magen van kalveren van slechts enkele dagen werden gebruikt,
%) Niet direct bepauld, masr precies als in tabel X1I gewerkt.
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het vroeger gevonden parallelisme voor stremming en vertering
van de kaasstof een gevolg is van het geheel op den achiergrond
ireden van de pepsinewerking fegenover de chymosinewerking.

Of nu in kalfsmaagextract werkelijk zoo weinig pepsine aan-
wezig is, dan wel of de werking er van door verontreinigingen
wordt belet, doet niets ter zake. De veriering van 3 4 4 m.M,
eiwit volgens Mett wijst nog op zoo weinig pepsine tegenover
de sanwezige chymosine, dat ze bijna geheel verwaarloosd kan
worden, waar het op de omzetting der kaasstof aankomt, en
daarmede is dus de boven gestelde vraag beantwoord.

Thans ga ik over tot de beantwoording der vraag: In hoeverre
mogen op de uvitkomsten van de hier medegedeelde onderzoekingen
in vitro over de oplossing der kaasstof, conclusies gebaseerd
worden met betrekking tot het oplosbaar worden van het eiwit
gedurende de kaasrijping?

Al dadelijk kan dan worden opgemerkt, dat er geen reden is,
om aan te nemen, dat de werking van de leb in de jonge kaas-
massa ecne andere zou zija, dan de hiervoren gevondene; de om-
standigheden voor de werking van het stremsel zijn gunstig, want
door den eigenaardigen toestand van den wrongel en de abserptie
van het enzym daaraan, is de menging van ferment en kaasstof
eens zoodanige, dat men ze langs mechanischen weg bezwaarlijk
z00 zow kunnen krijgen. Ik werd dan ook door mijn onderzoek,
zooals dat tot hiertoe werd medegedeeld, versterkt in mijn ver-
moeden, op pag. 63 uitgesproken, dai heizelfde ferment, dat de
stremming veroorzaakt, voortgaat met zijne werking, (n.l. het
oplossen van kaasstof) welke werking versterkt wordt door het
optreden der waterstofionen tengevolge van de omzetting der
melksuiker in melkzuur. Gaat men de literatuur na over de
oplossing der kaasstof gedurende de rijping, dan valt het dadelijk
op, dat eene bevredigende verklaring van het verschijnsel eigenlijk
nooit gegeven is. Voordat ik overga tot het laatste gedeelte van
mijn onderzoek wil ik dan ook nog in het kort uiteenzetten,
waarom de verschillende verklaringswijzen niet als afdoende kun-
nen worder beschouwd. Op pag. 66 werd reeds gezegd, dat als
oplossende stoffen in aanmerking komen: galactase, pepsine en
pseudopepsine, de casease van Petry—Jensen en de micro-
organismen,

De galactase. Wordt aan melk 10 & 20 pCt. aether toegevoegd
en laten we het mengsel staan, dan wordt er kaasstof opgelost.
Bijj kamertemperatuur heeft de oplossing echter zoo langzaam
plaats, dat v. Freudenreich ?) na een maand nog geen ver-
meerdering van opgeloste stikstof vond, wél bij broedtemperatuur.
De omstandigheden’ voor de inwerking van het enzym zijn juist
in melk bij uitstek gunstig, want de hoogere waterstofionencon-
centraiie van de kaas werkt, volgens v. 'reudenreich en
ook - volgens Babcock en Russell schadelijk. De oplossing

1y Centralbl. f. Bakteriologie ITte Abt, Bd. VI 332,
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van de kaasstof in kaas heeft in de eerste dagen echier zoo snel
plaats (zooals hieronder nog blijken zal), dat, als ze toegeschreven
moest worden aan een in de melk voorkomend proteolytisch enzym,
in den tijd van een paar dagen een groot deel van de caseine
in melk zou moeten worden omgezet, ook zonder de toevoeging
ven eenig ferment. Uit deze overweging, die ik in de literatuur
nog niet vond, blijkt, dunkt me, voldoende, dat zoo al in de melk
voorkomende enzymen ecne rol spelén bij het oplossen van de
kaasstof gedurende de eerste dagen van de rijping, deze rol wel
eene zeer ondergeschikte moet zijn.

- Pepsine en pseudopepsine. Na hetgeen is medegedeeld over de
werking van het stremsel op de paracaseinekalk, is het duidelijk,
dat, waar men gemeend heeft de oplossing der kaasstof aan één
dezer enzymen te moeten toeschrijven, de reden daarvan hierin
gelegen was, dat men er niet aan gedacht heeft, dat de stolling
der melk en de oplossing der kaasstof door één en "hetzelfde enzym
zou kunnen worden bewerkt. Maar ook als men zich houdt aan
de dualistische opvatting is toch niet goed in te zien, dat de
pepsine een groote rol spelen zou, want verschillende stremsels
vertoonen in zure oplossing geene oplossmn‘ van kippeneiwit. We
weten nu, dat dit het gevolg is van verontreinigingen; verwijderen
we die, dan heeft krachtige proteolyse plaats, zooals door Paw-
low, Pekelharing e.a. duidelijk is aangetoond. Over de pseu-
dopepsine behoeft nu ook verder niet gesproken te worden.

De casease. Zooals we zagen bestaat er geen reden, om in
stremsel dit bijzondere enzym aan te nemen.

De microorganismen. Doordat de meeste onderzoekingen over
de kaasrijping op bacteriologisch gebied liggen, spreekt het wel
van zelf, dat men de omzetting van de kaasstof aan de werking
van bacterien meende te moeten toeschrijven; nadat afdoende
bewezen was, dat voor het rijpen der kaas de aanwezigheid van
microorganismen noodig is, lag dit ook zeer voor de hand, Daarbij
werd in de eerste plaats gedacht aan de peptoniseerende bacterién,
maar v. Freudenreich?) toonde wel afdoende aan, dat de
werking daarvan niet van beteekenis kan zijn voor de oplossing
der kansstof. Ook Boekhout en Ott de Vries zijn van
meening %), dat bjj de Edammerkaas de snelle zuurvorming een
beletsel is voor de ontwikkeling dezer bacterién, Intusschen werd
door v, Freudenreich?) aangetoond en door Jensen<) nader
bevestigd, dat sommige, uit kaas gekweekte melkzuurfermenten
het vermogen bezitten de caseine van melk om te zetten tot
oplosbare verbindingen, waardoor de opvatting, dat de melkzuur-
fermenten de hoofd-, zoo niet de eenige rol spelen bij de rijping
van Emmentalerkaas, aan waarschijnlijkheid won. Reeds op

. 1) Jahrb. d, Behweiz VIIT, 207,

- 2) Mondelinge mededeehug
#) Juhrb. d. Bchweiz XI en Bakt. Centralbl. 11T 231,
4) Centralbl. § Bakteriologie XIII 181,
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pag. 65 wees ik er op, dat hetgeen v. Freudenreich vond
voor melk, volsirekt niet het geval behoeft te zijn voor kaas,
waar een 25 & 50 maal hooger aciditeit gevonden wordt, En ook
de waarpeming, dat bij kazen uit verhitte melk de met reincul-
turen van verschillende melkzuurfermenten geénte een hooger
gehalte aan opgeloste stikstofverbindingen vertoonden, bewijst
niet, dat de melkzuurfermenten oplossend werkten. Immers, het
gevormde melkzuur werkt versnellend op de omzetting, die de
leb veroorzaakt. Maar ook, indien de melkzuurfermenten alleen
de omzettingsproducten van de caseine door de leb aantasten,
kan dit, zooals we nader zien zullen, toch grooten invloed uit-
oefenen op het opgelost worden van de paracaseine zelf, Trouwens,
v. Freudenreich wees er, op grond van tegenstrijdigheden
bij zijn eigen onderzoek, reeds op, dat de werking van de melk-
zuurfermenten wel hoofdzakelijk zou bestaan in de vorming van
nhersetzungsproducte’” uit de peptonen en albumosen?!) en dat er
nog eene andere oorzaak voor het oplossen der kaasstof moest zijn.

Terwijl dus geene van de tot nu toe gegeven verklaringen voor
de oplossing van de paracaseine gedurende de rijping, vooral in
den aanvang daarvan, als bevredigend beschouwd moet worden,
is de opvatting, dat hetzelfde enzym, dat de stremming veroor-
zaakt, zijne werking voortzet en de gevormde paracaseine in op-
losbaren toestand overgaat, waardoor de microorganismen een
geschikter bodem krijgen voor de verdere ontleding der ont-
stane producten (onder vorming van de smaak- en reukvercor-
zakende stoffen) wel de eenvoudigste.

In hoeverre is nu, hetgeen we bij de Edammerkaas vinden, °
met deze opvatting in overeensiemming ?

In de eerste plaats moet in kazen, die uit aseptisch gemolken
melk zijn bereid, ook paracaseine worden opgelost, want de ver-
terende werking van de leb heeft volgens hetgeen boven werd
medegedeeld .00k plaats bij een H-ionengehalte, dat lager is dan het
in de kaas gevondene. Daar nu in kaas, uit aseptische melk vervaar-
digd, geen, of slechts weinig melkzuur gevormd wordt, zal ook de
reéele zuurgraad veel klciner zijn dan voor normaal rijpende kaas
en op grond daarvan is voor de eerste eene langzamer oplossing te
verwachten, echter geenszins eene opheffing van de verterende
werking. De heeren Boekhout en Ott de Vries waren zoo
welwillend, mij een paar kazen af te staan, die als contrblekaas
gediend hadden bij hunne onderzoekingen over den invlced van
verschillende reinculturen op het rijpingsproces. Daarin werd op
de vroeger beschreven wijze het H-ionengehalte bepaald en ook
de hoeveelheid in water oplosbare stikstofverbindingen. Over
deze laatste bepaling moet vooraf een enkel woord gezegd worden.
De gewone methode om de oploshare stikstof ®) te bepalen be-

) Die Bedeutung der Milehsiurefermente fur die Bildung von Eiweisezersetzunga-
produkten in Emmentalerkisen, Jahrb. der Schweiz. Bd. XIIL.

2} Kortheidshalve gebruik ik deze wijze vun uitdrukking voor de oplogbare, N-houdende
verbindingen. :
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staat in het in een mortier aanroeren met water van eene gewogen
hoeveelheid kaas, aanvullen tot een bepaald volume, onder van
tijd tot tijd omschudden bij kamertemperatuur gedurende 15 uren
laten staan, filtreeren en in een deel van het filtraat volgens
Kjeldahl de stikstof bepalen. Op deze wijze werkende, kreeg
ik geene voldoend nauwkeurige resultaten; het aantal malen dat
men schudt, is van invloed op de uitkomst, en ook de temperatuur,
zoodat bij kamertemperatuur werken niet voldoende is. Daarom
heb ik steeds gewerkt in een thermostaat, waarin de flesschen
met kaas en water gedurende 18 uren bij 25° C. met constante
snelheid, langzaam werden rondgewenteld; eerst op die manier
verkréeg ik goed overeenstemmende cijfers. Steeds werd 32 gram
kaas met 400 c.M?. water geschud, waarbij rekening gehouden
werd met het vochtgehalte der kaas, Een paar uitkomsten, waaruit
blijkt hoe noodig het is bij comstante temperatuur en met gehI]ken
schudduur te werken, mogen hier worden aangegeven.
Invloed van de temperatuur:

50 ¢. M2, filtraat van de bij 12,5° C, geschudde massa . . 32,0 ce.zuur,

50 ” nw o n 28°C. " " .o 2485,
Met andere kaas:

50 ¢.M*. filtraat van de bij 18° C. geschudde massa . . 31,3 ¢e. zuur,

50 n n ” LLI H 20 C' ) n ” * . 2437 ” "

De groote invloed van de temperatuur is duidelijk; hoe hooger
de temperatuur des te minder oplosbare stikstof vinden we, zoo-
als ook reeds door Bondzynski!} was waargenomen.

Invloed van den schudduur:

b0 ¢, M2, filtraat van 3 uren geschudde massa bij 25° C, . 18,0 ce. zuur.

50 w w18, » w9 23°C L 247 ,,
Bij 13° C. was de invloed nog grooter:

50 ¢.M3, filtraat van 3 uren geschudde massa } . . . . 21,2 ce. zuur.

50 -, w o 18, ” - I S

3 kazen uit aseptische melk bereid leverden nu de uitkomsten,
die in tabel XIV zijn aangegeven.

Tabel XIV,
Ouderdom. © €y Opl.N.{in pCt. van totaal N).
1. Geént met melkz. bact, 1Y, maand — 14,5
2. Zonder toevoeging 4y, 0,27 x 10° 143
3. " 8 w  017x107° 14,2

1k laat hier dadelijk op volgen tabel XV, waarin is aangegeven
het verloop van de rijping gedurende den eersten tijd voor eene

1} Jahrb. d. Schweiz, VIII, 189,
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normale kaas. Daartoe werd van tijd tot tijd eene kaas, afkomstig
van een zestal, uit dezelfde melk bereid, geanalysecerd.

Tabel XV. :

Ouderdom, Opl. N. (in pCt. van totaal N.)
Direct uit de pers. 9,6

4 dagen 13,4

7 14,9

14 15,9

8 16,6
, 26 . 19,8

Eene beschouwing van deze tabellen leert nu in de eerste plaats,
dat bij de kazen uit aseptische melk bereid, toch, nicttegenstaande
de zuurgraad 6 {voor 3) & 4 (voor 2) maal kleiner gevonden werd
dan het normale cijfer, eene flinke hoeveelheid kaasstof is om-
gezet, want in tabel XV zien we, dat van de kaasmassa, direct
nit de pers genomen, slechts 9,5 pCt. oploste, tegen 14,3 pCt.
voor tabel X1V, En dit cijfer 95 is zeer zeker niet alleen toe te
achrijven aan de stikstof der wei; we zagen nl. reeds vroeger,
dat gedurende het persen bijna al de melksuiker wordt omgezet,
waardoor de H-ionen sterk vermeerderen, zoodat de leb, mede
door de gunstige temperatuur binnen in de kaasmassa, gedurende
het persen reeds krachtig oplossend moet werken. Verder zien
we, dat bij de kazen, waar bacteriénwerking zoo goed als uitge-
sloten is, de oplossing der kaasstof ophoudt, wanneer eene zekere
concentratie is bereikt. Dat hier de cijfers bijna volmaakt aan
elkaar gelijk ziin (14,5, 14,3 en 14,2) is wel als toevallig te
beschouwen, maar dit een grenswaarde wordt bereikt is met
zekerheid uit die cijfers af te leiden. Zelfs de met melkzuur-
fermenten ge#nte en dus zure kaas wijkt niet van de andere af.
Deze uitslag nu was te verwachten op grond van curve I, fig, II,
pag. 69 van mijne proeven met paracascine,

Zooals op pag. 69 reeds werd besproken oefenen de reactiepro-
ducten, die bij de werking van de leb op de paracaseine ontstaan,
eene remmende werking uit op de oplossing, Wordt de concen-
tratie aan deze producten hoog genoeg, dan heeft geene verdere
merkbare omzetting van de kaasstof plaats, er treedt een toe-
stand van evenwicht in. Zoo ook in de kaas; wanneer het vocht
der kaasmassa eeme bepaalde concentratie heeft hereikt aan af-
bouwproducten van de paracaseine, kan door het lebferment geen
kaasstof meer worden omgezet, tenzij het ingetreden evenwicht
door een of andere corzaak wordt verstoord. Worden b.v. de
omzettingsproducten aangetast door microorganismen of daardoor
afgescheiden enzymen, of de in de bacteriénlichamen besloten
endoenzymen, dan zal het lebferment opnieuw zijn werk kunnen
verrichten en het gehalte aan oplosbare N-verbindingen zal kun-
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nen etijgen boven dat, hetwelk voor de kazen uit aseptische melk
bereid, werd gevonden. Zoo is het ook begrijpelijk, dat voor eene
normale kaas na 26 dagen (tabel XV) reeds 198 pCt. van de
“totaalstikstof in oplosbaren toestand is overgegaan, zonder dat
daarom behoeft te worden aangenomen, dat door de in de melk
aanwezige of in de kaas ontstaande enzymen of door miecroorga-
nismen de kaasstof zelf wordt omgezet. Deze voorstelling nu
wordt door de volgende onderzoekingen wel zeer waarschijnlijk.

In de eerste plaats moest worden aangetoond, dat in eene kaas
van enkele weken nog leb in levenden tocstand voorkomt. Daartoe
werd als volgt te werk gegaan. 200 gram van eene drie weken
oude kaas werden met water in een mortier fijngewreven en tot
een volume van ongeveer 1, I. aangevuld en ongeveer 4 uren
bij 25° C. gedigereerd. Na filtratie ‘werden 100 ¢ M3, van de
verkregen oplossing beneden 35°. C. in wvacuo tot bijna droog
ingedampt. De dikke massa werd met 20 ¢.M3. water aangeroerd
en in een dialyseerhulsje gedurende 24 uren gedialyseerd tegen
HC1 0,2 pCt., waardoor het ciwit zich in gemakkelijk filtreerbaren
vorm afzette, terwijl het eventueel nanwezige enzym opgelost
moet blijven. Na filtreeren werd de opalesceerende vloeistof 24
uren tegen regenwater gedialyseerd, totdat de reactie nog zwak
zuur was; daarbij werd de oplossing weer troebel. Om mogelijk
afgescheiden enzym op te lossen werd een weinig keukenzout
toegevoegd en de zoo verkregen oplossing opnieuw in vacuo inge-
dampt beneden 35° C. tot een volume van 5 e.M3,

10 e.M® melk en een weinig chloroform werden door 1,5 M3,
van deze vloeistof bij 23° C. gedurende den nacht gestremd. De
zuurgraad bedroeg toen 181/, n. loog, zoodat van zuurstremming -
geen sprake kon zijn. Trouwens, een gelijktijdiz aangezet buisje
met 1.5 ¢.M?., die eerat gekookt waren om het lebferment te ver-
nietigen, was volkomen vloeibaar gebleven. Zuurgraad eveneens
18. Hierdoor is dus de aanwezigheid van leb in 3 weken oude
kaas overtuigend bewezen. '

Nu was de vraag te beantwoorden: Bij welke concentratic aan
afbouwpreducten houdt de verdere ontléding der kaasstof op, en
komen de in de kazen van tabel XIV gevonden cijfers eeniger-
mate met deze evenwichtsconcentratie overeen?

Om de evenwichtsconcentratie te vinden werden 4 gram van
het vroeger besproken paracaseinekalkpreparaat met melkzuur
op de aciditeit van kaas gebracht en daarna 40 ¢ M3, vloeistof,
waaraan 50 m.Gr. thymol was toegevoegd, met 1 e M3, stremsel
gemengd. Dit mengsel werd in den thermostaat een paar maanden
lang regelmatig langzaam rondgewenteld en van tijd tot tijd op
opgeloste stikstof onderzocht.

- Het volgende werd gevonden:

Op 4 September ingezet.

Op 28 September gebruikten 4 ¢.Ms, volgens Kjeldahl
24,2 ¢.M?. Y, n. zuur, '

Op 18 October gebruikten 4 ¢.M?, volgens Kjeldahl 26,1 ¢Ms,
i/y0 0. zuur, _ ‘ .
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1 ¢ M% van de oplossing -+ 20 melk gaf binnen 3 minuten
gtolling. Aan het overblijvende deel van het mengsel werd nu
zooveel NaCl toegevoegd, dat de oplossing ongeveer 1 pCt. be-
vatte (d.i. de concentratie van het vocht in de kaas) om te zien,
of daardoor het bijna ingetreden evenwicht nog belangrijk ver-
plaatst werd.

Op 26 October gebruikten 4 ¢.M?. volgens Kjeldahl 262 c.Ms,
1/10 n. Zuur,

Aan de overblijvende vloeistof werd nu nog weer 0,15 c.Ms,
stremsel toegevoegd.

Op 3 November gebruikten 4 ¢ M3 volgens Kjeldahl 26,5
e M3, v/, n. zuur,

Ik heb de bepalingen niet verder voortgezet, want de toename
van 0,4 ¢.M:, van af 18 October tot 3 November is van geene
beteekenis en ten deele nog op rekening van “het toegevoegde
stremsel te stellen. De gevonden evenwichisconcentratie is dus:
per 4 ¢ M2 een hoeveelheid omzeitingsproducten die volgens
Kjeldahl 26,5 ¢.Ms 3/, n, z. gebruiken,

Hoe is het nu gesteld met de concentratie van het vocht in de
onderzochte aseptische kazen? Op het oogenblik, dat deze kazen
geanalyseerd werden was ik nog niet tot de hierboven ontwikkelde
opvatiing gekomen, zoodat het vochtgehalte niet bepaald werd
en dus niet procies aan te geven is. Volgens vele hier verrichte
analysen van kazen van 1 A 2 ‘maanden oud kan het percentage
gesteld worden op 40—45. Verder komt in het vocht van de
kaas nog stikstof voor, die niet afkomstig is van de inwerking
der leb op de kaasstof. De kleine correctie, die daarvoor moet
wordes aangebracht wordt gevonden in het stikstofgehalte van
melkserum, waarvoor Boekhout en Ott de Vries 1) opgeven
0,054 pCt.

Ik vond nu het volgende.

4 gram van kaas 1 (tabel XIV) stond aan 50 c.Ms3. vloeistof
af eene hoeveelheid N-verbindingen, die volgens Kjeldahl 164
c.Ms%. 3/, n. zuur gebruikten. Deze opgeloste verbindingen be-
staan nu uit: 1o, de inwerkingsproducten van de leb, 20, uit kaas-
stof, want die is niet volmaakt onoplosbaar en 3o, uit sernm
albumine, afkomstig van het vocht van 4 gram kaas, zijnde 1,6
4 1,8 c.M2. sgerum. Een hoe groot gedeelte van de gebruikte
16,4 ¢.Ms. is nu op rekening van de in 5Q ¢ M. vloeistof opge-
loste kaasstof te stellen? Dit werd gevonden door te bepalen,
hoeveel aan stikstofverbindingen door een veelvoud van 4 gram
aan 50 cM3. onder dezelfde omstandigheden werd afgegeven,
waardoor berekend kan worden, hoeveel van de opgeloste stikstof
op rekening van de kaasstof is te stellen. Daarvoor werd een zeer
jonge kaas genomen met ongeveer gelijk pCt. aan oplosbare N,

Uit 4 gram loste op eene hoeveelheid, aequivalent met 18,85
1/10 n.z. Ct .

1) Bijdrage tot de kennia der lebstremming. Landb, Tijdachr, 1900,
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Uit 12 gram loste op eene hoeveelheid aequivalent met 43,0
1 0.2

Noemen we de hoeveelheid kaasstof in de 50 c.M3. vloeistof
opgelost, z, de rest uit 4 gram ¥, dan hebben we:

x4 y = 183D
en x -+ 3y = 48,0
waaruit voor x volgt 3,56 e M3 ¥/, n.z.

Lene tweede bepaling, met eene andere, wat oudere kaas gaf:

Uit 4 gram loste op ecne hosveelheid, acquivalent met 24,55 ¢. M3,
Yo B, 2.

Uit 2 gram loste op eene hoeveelheid, aequivalent met 14,5 ¢.Ms,
Yo 0z

Dus o + y =245
x 4 Yoy = 14,3
waaruit voor x volgt 4.0.

We krijgen dus voor de hoeveeltheid (in 1/, n.z.) afbouwpro-
ducten van de paracaseine in 50 c¢.M3, kaasextract, waarvoor
16,4 c¢.M2, %/, n, z. noodig was: 16,4 — 3,75 (kaasstof) — 0.7
(serumalb,) = 12,0 e¢.M3, 1/, n.z. Deze afbouwproducten waren
aanwezig in 1,6 & 1,8 ¢.M3. vocht van de kaas; voor 4 ¢.M5. wordt
dit 26,6 4 30,0 ¢.Ms. De evenwichtsconcentratie vonden we vroe-
- ger 26,5 c.Ms. voor 4 c¢.M3. Bedenken we daarbij, dat de waarde
voor x, (de opgeloste kaasstof), altijd een weinig te klein ge-
vonden wordt, omdat gedurende het schudden bij 25° C. nog een
klein weinigje kaasstof door de leb wordt aangetast en wel het
sterkst, waar per 50 c.M3. de meeste kaas werd toegevoegd (zoo
verklaar ik ook het verschil voor z in de beide proeven) dan moet
de overeenstemming als zeer bevredigend worden beschouwd; ik
kom tot deze conclusie:

In FLazen, wit aseptische melk bereid, wordl de paracaseine
opgelost fotdat een evemwichistoestand is bereikt. Deze evenwichis-
-toestand blikt overeen te komen met dien, welke intreed!, indien
paracaseinekall geschud wordt met leb. Méér haasstof kan in
eene kaas alleen din opgelost worden, indien deze toestand van
evenwicht wordt verbroken. Dit laatsie nu is waarschijnlijk het
werk van microorganismen of daardoor afgescheiden enzymen,
welke de gevormde afbowwproducten der kaasstof ontleden, waar-
door de leb opnieuw hare oplossende werking zal beginnen.

Geheel met deze opvatting in overeenstemming zijn de cijfers
van tabel XV. Aanvankelijk neemt de oplosbare N snel toe; in
vier dagen van 95 tot 13,4, In de daarop volgende 3 dagen al
belangrijk minder en in de daarop volgende 7 dagen van 14,9 tot
15,9. Hier zijn we weer om en bij den evenwichtstoestand, die
echter niet intreedt, omdat de microorganismen de reactiepro-
ducten van de werking der leb op de kaasstof voortdurend weg-
pemen, waardoor we na 26 dagen reeds 19,8 pCt. van de totaal-
stikstof opgelost zien. Dat reeds toen de afbouwproducten van
de kaasstof verder ontleed waren blijkt daaruit, dat voor het
extract van de 26 dagen oude kaas reeds een veel hooger bedrag
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aan stikstofverbindingen, welke door wolframzuur !} niet geprae-
cipiteerd worden, gevonden werd, dan voor de 8 maanden oude
aseptische kaas (tabel XIV), Voor de eerste bleck 23,6 pCt.,
voor de laatste 15,7 pCt. van de opgeloste stikstof niet door
wolframzuur precipiteerbaar,

et verloop van de oplossing der kaasstof in het begin van
het rijpingsproces is dus geheel in overeensternming met de hier
ontwikkelde chemisch-dynamische opvatting en hierin ligt mis-
schien een middel, om met eenige zekerheid te zeggen, wanneer
de microorganismen hun eigenlijk werk merkbaar snel beginnen,
Daarvoor hoop ik afzonderlijke onderzoekingen te verrichten,

Verder kon worden verwacht, dat overal daar, waar de op-
losbare N het grootst is, ook de uit de afbouwproducten der
kaasstof gevormde omzettingsproducten, de door wolframzuur dus
niet precipiteerbare, het grootst zullen zijn. Dat dit werkelijk
zoo is kan nog blijken uit de volgende cijfers voor Edammerkaas
gevonden, ' .

Tabel XVI,
Ouderdom. Opl. N. (in pCt. van tot N.).  Ontlede N. (in pCt. van opl. N.),

1. 4 weken 18,0 17,8

2 41}: » 20)7 23!6

3. 4 ” 19,2 19,1

4 8, 22,7 26,—

5. 4 » 21,1 181 ()
6. 15 maanden 34,5 37,0

Neemt men verder aan, dat het alleen de door de leb omger
zette producten zijn, die door de wolframverbinding worden neer-
geslagen, dan kon daarvoor een constante waarde worden ver-
wacht. Trekken we de ontlede N af van de opl. N dan kri-
gen we: :

1. .. . . . 148 4 ... ... 188
2 ... .. .159 5 . . . . . . 173
3 .. ... . 155 6 . . . .. . 28

Met uitzondering van Ne. 6, eene 15 maanden oude kaas, wordt
werkelijk bij benadering een constant cijfer gevonden. Voor 6
is dat niet te verwachten, omdat de ontlede N daar in ieder
geval te klein wordt gevonden, daar de ammoniakverbindingen
uit die oude kaas door het wolframzuur eveneens worden neer-
geslagen.

Tk wil intusschen aan deze unitkomst nog niet al te veel waarde
hechten, omdat het aantal onderzochte kazen te klein is en wan
te weinig uiteenloopenden ouderdom; bovendien bestaat de mo-
gelijkheid, dat stoffen, die tot het evenwicht: peptonen albumosen

1) Het gewoonlijk voor dit doe! gebruikte reagens.
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Kaasstof bijdragen veranderd worden tot ontledingsproducten,
die ook nog door wolframzuur worden neergeslagen. Hier ligt
ook verder onderzoek voor de hand; wellicht kan vergelijking
van verschillende eiwitprecipiteerende agenti¢én (wolframzuur,
looizuur, enz.) eenig licht geven.

De gunstigze werking van de tegenwoordig vrij algemeen ge-
bruikte reincultuur zal, behalve in het doen ontstaan van een zuur
medium, waardoor de invleed van schadelijk werkende micro-
organismen wordt te niet gedaan, wel ten deele daarin bestaan,
dat ze de werking der leb buitengewoon sterk doet toenemen
(het I-ionengehalte wordt reeds onder de pers ongeveer ver-
twintigvoudigd!), waardoor de bodem sneller wordt voorbereid
voor de eigenlijke rijpingsorganismen of enzymen,

Eene bespreking van de vraag, hoe mijne bevinding omtrent de
werking van de chymosine op de kaasstof staat tegenover de
resultaten van andere onderzoekers kan achterwege blijven, want
men kan in het kort zeggen, dat overal daar, waar men met pepsine
als verontreiniging van het stremsel meende te doen te hebben,
chymosine, het hoofdbestanddeel van de leb, het oplossende agens
was, Alleen een enkel woord nog over een der meest uitvoerige
enzym-chemische studién over de enzymen van de kaas, nl. die
van Orla Jensen ), Dit onderzoek is in hoofdzaak gebaseerd
op de zoogenaamde ,formalin-aetherproef”’. Mengt men n.l. kaas
met water en voegt men verder 1 pM. formalin toe, dan wordt
langzamerhand door enzymwerking, meer en meer kaasstof op-
gelost. Gebruikt men in plaats van formalin, aether, dan ziet men
in het algemeen de oplossing sneller gaan, waaruit Jensen de
conclusie trekt, dat er meer dan één enzym in het spel moet zijn.
" Bij het gebruik van formaline zou de galactase geheel of gedeel-
telijlc buiten werking worden gesteld, terwijl ze tegenover asther
minder gevoelig heet te zijn. Deze gevolgtrekking lijkt me niet
gerechtvaardigd, zoolang geen nadere experimenteele gegevens
daarover bestaan, Door het toevoegen van twee verschillende
stoffen, waarvan de eene zooals bekend i3, het eiwit geenszins
onveranderd laat, verandert men het medium zoodanig, dat het
volstrekt niet uitgesloten is, dat men de verschillen in de oplossing
der kaasstof daaraan, en niet aan de werking van een ander
enzym moet toeschrijven. Vermindering van de oplosbaarheid der
kaasstof, om slechts één invloed te noemen, staat gelijk met ver-
mindering van de actieve massa en dus vermindering van snel-
heid der proteolyse. Zoolang men dus niet beter georiénteerd
is over de uitwerking, die de formaline en de aether hebben op
het geheele stelsel, kan ik aan de onderzoekingen van Jensen
geen groot gewicht hechten. '

Ten slotte meen ik het als een voordeel te mogen beschouwen,
dat door de hierboven ontwikkelde opvatiingen het Edammer-
kaasrijpingsproces op een althans eenigszins vaster basis staat.

1) Studien iiber dia Enzyme im Kise. Jahrb, d. 8chwoeiz. 1900,
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NASCHRIFT.

Toen mijne onderzoekingen, zooals ze hierboven zijn medege-
deeld, reeds bijna waren afgesloten en het manuscript voor het
grootste gedeelte af was, kwam me een nieuw werk uit Amerika
in handen: The science and practice of cheese-making, door van
Slyke en Publow, waarin de schrijvers tot ongeveer dezelide
gevolgtrekking komen voor de Cheddarkaas. Omdat klaarblij-
kelijk door de Europeesche onderzoekers weinig acht geslagen
is op den zorgvuldigen arbeid van van Slyke, geef ik ten slotte
in het kort weer hetgeen door hem wordt betoogd, voor zoover
dit verband houdt met mijn boven beschreven werk. Hij behandelt:

1o, Vochtgehalte van de kaas. Moe meer vocht in de kaas,
des te meer opgeloste stikstof wordt gevonden,

20, Toenemende hoeveelheden zout veroorzaken vermindering
van oplosbare stikstof.

3o, Toenemende hoeveelheden stremsel verspellen de vorming
van oplosbare stikstof.

4o, Zuyur versnelt de proteolytische werking van de leb. Bif
afwezigheid van zuur heeft toch geringe proteolyse plaats,
dus komt in de leb nog een bijzonder enzym voor, dat in
neutraal medium werkt.

Bo. Er ontstaan bij de rijping tusschenproducten, echter tot
een maximumbedrag; de hoeveclheid hangt af van de om-
standigheden waaronder de rijping plaats heeft.

6o. De¢ reactieproducten, die geduremnde de rijping onistaan,
© gaan verdere omzelling tegen.

Beschouwen we nu deze punten, dan blijkt dadelijk, dat 1 vol-
komen overeenstemt met het vroeger besprokene. Hoe meer vocht
in een kaas, des te meer stikstof moet worden opgelost om de
“evenwichtsconcentratie te bereiken. Van Slyke verklaart de
quaestie evenzoo, al drukt hi] het anders uit.

Pant 2 geeft juist het tegengestelde van hetgeen ik op grond
van mijne proeven met keukenzout zou hebben verwacht. De
verklaring daarvoor ligt wellicht hierin, dat bij de Cheddarkaas-
bereiding het keukenzout in substantie aan de wrongel wordt
toegevoegd, waardoor de bacteriénwerking reeds van het begin
der rijping af wordt verminderd zooals van Slyke zelf opmerkt.
Het zou er dus slechts van afhangen welke werking van het zout
overweegt, de remmende op de bacterieele werkingen of de op-
lossende ten opzichte van de paracaseine. Deze quaestie is voor
verder onderzoek vatbaar. :

Dat toenemende hoeveelheden stremsel de paracaseine sneller
-oplossen is met mijne proeven in overeenstemming.

Volgens punt 4 vond van Slyke versnelling van de vertering
door zuur. Omtrent de conclusie, dat er in leb een bijzonder
ferment - voorkomt, omdat stremsel ook in neutrale vloeistof een
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weinig kaasstof verteert is het noodige gezegd op pag. 73 van
dit opstel.

Dat door de Amerikaansche onderzoekers bij kazen uit verhitte
melk eene zoo geringe toename van de oplosbare stikstof werd
gevonden (zie onderstaand tabelletje), niettegenstaande ze 12
maanden gelegen hadden, zal wel zoo moeten worden verklaard,
dat bij de bijna neutrale reactie van zulke kazen (gelijk aan die
van melk) het lebferment vrij spoedig afsterft, terwijl in kazen,
die meer I-ionen bevatten, de omstandigheden veel gunstiger zijn.
Voor Edammerkaas vonden we de zuurgraad bijna 100-maal groo-
ter dan voor melk 1),

Van Slyke vergeleek de proteolyse bij kazen, bereid uit
verhitte melk met en zonder toevoeging van melkzuur aan de
melk., Hij vond: %)

Tabel XVII.
Ouderdom. Met of zonder melkzuur. Opl. N.(in pCt. van tot N.).
Versch zonder 6,07
Versch met 4,65
12 maanden zonder 8,47
12 maanden met .25,10

Wat betreft punt 5 en 6, geef ik hieronder in extenso wat de
schrijvers daarover zeggen:

»In studying the influence of various conditions upon the che-
mical changes of the protein compounds in the normal cheese-
ripening process, we have noticed that the compounds which are
grouped under the names, paranuclein, caseoses and peptones,
usually vary within comparatively narrow limits and do not appear
to accumulate in the cheese in constantly increasing quantities.
(Zie tabel XIX hieronder.) These compounds do not appear to
show much definite regularity in the amounts formed under
different conditions, On the other hand, amino acids and am-
monia accumulate in increasing amounts from the early age of
the cheese during the whole process of normal ripening. The
difference in the apparent behavior of these different classes of
compounds is most readely explained by regarding the compounds
first formed in cheese-ripening as intermediate of transient pro-
ducts, Thus, we find paranuclein, caseoses and peptones present
in the earliest stage of cheese-ripening, and they show a tendency
to increase somewhat for a period of time and decrease *). What-
ever may be the precise chemical relation and order of formation,
the point we wish {0 keep in mind is that the amounts of these
compounds do not increase regularly or accurmulate continuously
in the cheese. The extent to which any accumulations occurs

Y In dit verband zij verwezen naar een vorige publicatioe: Over een gebrek van
handelsstremsel. Deze mededeelingen.

3 Pag. 362 van bovengencemd werk.

% Dasrven is afsterven van het lebferment misschien wel de oorzaak,
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in these transient stages depends upon the conditions of ripening.
IFor exemple, at low temperatures, the transient protein products
formed appear to pass into other forms less rapidly than at higher
temperatures, and they tend to accumulate to some extent, This
can be shown by comparing the results secured with cheeses
ripened at 32° and at 70° T

Tabel XVIIL

Ageofcheese. pOt.of N.inform pCt.otNinform pCt.of N.inform pCt.of N.inform1}
of Eamnuclein of cascoses of peptones of paranuclein

320 . que F, 3:0 F, 100 B 820 F. T F, +caswses+%ept.
820 F, 700 K,

1Y, months 1,27 203 1,05 407 1,30 681 3,62 .1291
3, 405 871 297 463 223 545 935 1379
6 , 344 268 524 337 453 367 1321 972
9, 447 313 429 424 436 333 1312 10,70
12, 415 245 4,07 412 453 851 128 10,08
18, 412 260 506 320 417 150 - ~  —

Now quite different from the behavior of these compounds is
that of amino acids, which appear beyond question to be formed
from the peptones, and of ammonia, which is formed from the
decomposition of amino acids. Ammeonia is an end-product and
the amino acids are end-products to a considerable extent in cheese
normally ripened. They therefore accumulate in increasing quan-
tity under all conditions that favor their formation.”

Dan vervolgt van Slyke over den inviced der reactiepro-
ducten: ‘

wAttention has been called to the fact, that chemical changes
in the proteins of cheese take place much more rapidly in the
early stages of ripening than later. It is shown that, in the first
3 months of the 18 month period of study, over 35 pCt.?) of the
nitrogen was changed into the form of watersoluble compounds.
How can we explain this observed fact, that the rate of chemical
change, as measured by the formation of watersoluble nitrogen
compounds, decreases as the age of cheese increases? The most
obvious explanation is associated with the general observed fact,
that in fermentation changes the products of the proces weaken
the action of the ferment, often inhibiting it alltogether. In
cheese, we have an accumulation of fermentation products in

" the form of watersoluble protein and protein derived compounds
and, apparently, they serve to diminish the action of the agents
that cause the changes. .

In this connection, it is interesting to notice, that the end-products,
the amino acids and ammonia, appear to exert a stronger influ-
ence than do the other soluble protein compounds in decreasing

1} Deze cijfers, door optelling der 3 kolommen verkregen, heb ik eraan toegevoegd.
% Van Blyke geeft 65 pCt. Dit moet wel sen drukfout zijn.
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the action of the ripening agénts. This is indicated by the fol-
lowing data: .

Tabel XIX.
Age of cheese pCt.of N.inform  pCt.of N.in form of Monthly average rate of
of paranuclein of amino acids and _ inerease of soluble N.compounda
caacoses and pept. ammonia. for 100 N. in cheese.
1Y, months 9,05 11,44 15,0
3 13,66 16,81 6,3
6 12,71 9348 2.1
9 12,17 31,27 2,4
12 \ 11,63 8379 04
18 - 87,00 0,4

Thus, it is seen that the first formed products of cheese-ripe-
ping, paranuclein, cascoses and peptones, remain fairly uniform,
while the amino acids and ammonia continuously increase.”

Uit deze aanhaling blijkt duidelijk, dat de schrijver zich niet
precies dezelfde voorstelling van het proces maakt als boven door
mij werd gegeven op grond van physisch-chemische overwegingen.,
Dat het remmen van de werking van de rijping-veroorzakende
stoffen sterker zou zijn voor de aminozuren en ammonia is daar-
mede in strijd. Zooals reeds gezegd, de vorming dezer stoffen uit
de peptonen schijnt integendeel voorwaarde voor het verder op-
gelost worden van de kaasstof. '

De beide aangegeven tabellen (XVIII en XIX) bevatten cijfers,
waarmede het door van Slyke gevoelde en hierboven nader
gepreciseerde verloop der oplossing van de kaasstof geheel in
overeenstemming is. We zien n.l. (en dat is nog bij verscheidene
andere, hier niet aangehaalde analyses van van Slyke het geval)
het gedurende geruimen tijd tamelijk constant !) blijven van de
door wolframzuur precipiteerbare stikstofverbindingen, dat uit
tabel XVIII, maar vooral uit XIX blijkt. Bij de hooge rijpings-
temperatuur van 70° F. schijnt het lebferment vroeger te zijn
verzwakt,

Toch komt in de onderzoekingen van van Slyke een ver-
schijnsel voor, dat afwijkt van hetgeen gewoonlijk gevonden werd.
Indien nl. met grootere hoeveelheden stremsel wordt gewerkt,
ziet men de waarde der constante toenemen en deze bereikte zelfs
eenmaal, toen pepsine was toegevoegd, 41 pCt. De schrijver geeft
geene verklaring hiervan. In hoeverre het evenwicht een ander
wordt bij het gebruik van zoo groote hoeveelheden stremsel en
van pepsine, heb ik nog niet onderzocht. Kleine verschillen heb-
ben volgens mijne proeven (pag. 87) geen invlced. Trouwens

1} Dat de waarde voor Cheddarkaas wat kleiner is dan de door mij voor Edammerkaas
gevondene vindt zijn verklaring in het lager vochigehalte van de Cheddarkeua, en de
hoogere temp, bij het analyseeren gebruikt, . :
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bij verdubbeling van de gebruikte hoeveelheid stremsel neemt
de waarde nog niet van beteekenis toe bij van Slyke.

Over het geheel kan wel worden gezegd, dat er eene groote
overeenstemming bestaat fusschen mijne vitkomsten, die op slechts
een klein aantal analyses gegrond zijn en die van de Ameri-
kaapsche werkers, die over zeer veel cijfers beschikken, Bedenkt
men, dat de onderzoekingen met twee verschillende kaassoorten
werden verricht, dan is daarin eene aanwijzing voor de juistheid
van de ontwikkelde opvattingen gelegen,

Untersuchungen liher den Reifungsprozesz von Edamer Kiise.
(Kurze Zusammenfassung ohiger Auyafiihrungen).

Es wurde darauf hingewiesen, dasz man auch beim Kise, wie
friiher fiir die Milch gezeigt wurde, zu unterscheiden hat zwischen
den polentiellen, durch Titrieren gefundenen, und den reélien
Sturegrad, d.h, die Wasserstoffionenconcentration. Die von ver-
schiedenen Autoren gefundene ,freie Siure” im Kise giebt eben-
falls kein richtiges Masz fiir die H-ionenconcentration. Es wurde
die Ursache davon angegeben. Fur biologische Betrachtungen,
wie sie zumal beim Kisereifungsprozesz wichtig sind, darf nur
der reélle Sduregrad in Betracht kommen. Es wurde weiter die
electrische Methode beschrieben, nach welcher letaterer bestimmt
wurde im Edammerkise. Wie aus den gefunden Zahlen hervorgeht,
giebt sie sehr befriedigende Resultate; die Wasserstoffionencon-

contration bewegt sich zwischen 0,72 -— und 1,1 x 10~°%; Edam-
merktise verhiilt sich Congoroth gegeniiber also deutlich alkaliach.
Die Aciditit ist also sehr viel kleiner als man friilher meinte.
Durch dieselbe Methode wurde die Siuwerung durch die Milch-
siurefermente wihrend der Fabrikation controliert, s zeigte sich
dasz schon unter der Presse die Milchsiurebildung fast ganz zu
Ende geht. Wiederholt wurde gefunden, dasz die Fermentwirkung
im der ersten Stunde auf der Presse kaum merkbar ist, um dann
plotalich einzusetzen. Weiter wurden ausfihrliche Untersu-
chungen ausgefithrt zur Beantwortung der Frage: Welche Rolle
spielt das Lab im Kasereifungsproces? Es zeigte sich:

1o, Ein aus Milch bereitetes Paracaseinkalkpreparat wurde vom
Lab kriftizg verdaut. B | :

20, Die Verdauung des Paracaseins wird vom Gehalte an Was-
serstoffionen beeinfluszt und zwar hat sich ergeben, dasz die
Verdauungsgeschwindigkeit dem H-ionengehalte proportional ist,
wie is frither fir die Gerinnungsgeschwindigkeit gefunden wurde,
Die gefundene H-ionenconcentration fiir Kise lag im hier unter-
suchten Concentrationsgebiete,

30, Wenn man bei gleicher Aciditit verschiedene Labpreparate
auf Paracaseinkalk wirken l4szt, gehen Verdauungs- und Gerin-
nungsgeschwindigkeit vollkommen parallel. Fir eine Labltsung
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oder nach ITammarsten bereitete Kalbsmagen infusion, in wel-
cher das Pepsin durch Mg C O, Behandlung abgeschwicht ist,
wurde dasselbe gefunden. Ilicraus kann geschloszen werden, dasz
bei den in meinen Losiingen obwaltenden l-ionenconcentrationen

(bis 1% 107° n.) von Depsinwirkung fast nicht die Rede ist,
Das Paracasein wird #ur vom Chymosin geldst. Es liegt kein
Grund vor, mit etry ein unbekanntes fir Casein spezifisches
Eozym im Labe anzunehmen,

4o, Wird in der Kalbsmageninfusion durch Digerieren mit
IICl 0,2 pCt. das Chymosin zerstért, so findet man auch das
Vermdgen, Kiise zu verdauen fast vollstindig aufgehoben, selbst

bei der Aciditit 1,4 x 107°. Bei 0,2 pCt-iger HCl wurde
HMiibnereiweisz von dieser Losung noch deutlich verdaut. Durch
besondere Versuche mit nach Pekelharing gereinigtem
Schweinsenzym wurde festgestellt, dasz die geringe Verdauung
des Kigestoffs durch mit Salsiure erwirmter Ilalbsmageninfusion,
dem Depsin zu zuschreiben ist. Beim gewdhnlicken Lab tritt
aber die Pepsinwirkung so schr auf den Hinlergrund, der Chy-
mosinwirkung gegentiber, dasz immer vollkommen Parallelismus
gefunden wird zwischen Gerinnungs- und Verdauungsgeschwin-
digkeit (von Kdsestoff).

o, Kochsalz beschleunigt die Verdauung des Paracaseins durch
Chymosin, Dies wurde in Uebereinstimmung gefunden mit der
Verzogerung der Milchgerinnung.

6e. Die Auflosung des Kisestoffs geht nicht bis zum Ver-
schwinden allen Paracaseins, es tritt vielmehr ein Gleichgewichts-
zustand ein bei einer bestimmten Concentration an Abbaupro-
ducte, (Peptone und Caseosen.) Die Gleichgewichtsconcentration
wurde bestimmt.

7o, In Kisen aus aseptischer Milch bereitet, wo also die Dacte-
rienwirkung grosztenteils ausgeschloszen ist, wird durch das
Chymosin Daracasein gelost. In einem Kise von 1th, 4 und 8
Monate wurde die gleiche Menge loslicher N.-verbindungen ge-
funden., ¥s tritt also auch hier ein Gleichgewichtszustand ein,
und die Gleichgewichisconcentration des im Kdise enthalienen
Wassers an lislichen N-verbindungen, wurde in groszer Annihe-
rung der friither im Rohkr gefundenen gleich gefunden.

Durch diese Thatsache wird die Annahme nahe gelegt, dasz
die Reifung so verliuft, dasz erst durch Chymosin Abbaupro-
ducte gebildet werden aus dem Paracasein, Diese Reaction wiirde
zum Stillstand kommen, wenn nicht durch Bacterienwirkung oder
von diesen gebildeten Lnzymen, diese Abbauproducte weiter
gespalten wurden unter Bildung von Stoffen, die dem Kiise den
eigentimlichen Geruch und Geschmack verleihen. Dadurch wird
das Gleichgewicht gestért und es kann von newem Kisestoff
gelost werden, -
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80, Vollkommen in Uebereinstimmung mit dieser chemisch-dyna-
mischen Auffassung ist die Thatsache, dasz die Bildung der lus-
lichen N-verbindungen in normalem Edammerkise in den aller-
ersten Tagen am schnellsten, dann aber immer langsamer vor
sich geht, in Folge der Anhiufung der Peptone und Caseosen,
und weiter der Befund, dasz fir Kiase verschiedenen Alters eine
nahezu constante Quantitit dieser Abbauproducte gefunden wird,
wihrend doch die Vermehrung der in Wasser loslichen N-verbin-
dungen langsam vorschreitet.

Schlieslich wurde auf die Arbeit van Slyke’s hingewiesen
aus welcher hervorgeht, dasz dieser Autor fiir den Cheddarkise
zu demselben Resultate gekommen war, ohne die Sachlage so
genau zu precisieren als es die physikalische Chemie zulisat,



