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Het is herhaaldelijk voorgekomen, dat stremseloplossingen, die
niet alkalisch reageerden en niet door schimmels waren aaunge
tast, bij het gebruik in sterkte achteruitgegaan bleken te zijn.
Benige voorbeelden, aan de praktijk ontleend, die betrekking
hebben op stremsels van dezelfde afkomst kunnen hiesrvan het
best een indruk geven. De stremsels in tabel I aangehaald waren
alle afgeleverd op een sterkte van 12000.

Tabel L
Nummer. Tijd verloopen tusschen Starkte.
ontvangst en onderzoek. .
3 24 dagen 8400
6 24, 9700
7 +17 ., 9200
14 1 4700

De vraag is nu tot het Proefstation gericht, wat de oorzaak
van een achteruitgaan der stremsels, onder voor zoover bekend
niet schadelijke omstandigheden, kon zijn en hoe dit zou kunnen
worden voorkomen. Dit en de betrekkelijk mysterieuse verschijo.
selen, die zich bij de stremselbereiding nog steeds voordoen is de
sanleiding geweest tot het volgende onderzoek,

De stremseloplossingen, die verkregen worden door gedroogde
kalfsmagen te extraheeren, vertoonen bij de bereiding gewoonlijk
gedurende cenigen tijd een vooruitgang van de stremmende wer-
king. Dit is hieraan toe te schrijven, dat een gedeelte van het
enzym in onwerkzamen toestand in het extract voorkomt, als
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proferment of zymogen, dat nog geactiveerd most worden om
stremmend te kunnmen werken,

Zooals hekend, kan door matige temperatuursverhooging {tot
37° C.) of door te extraheeren met een weinig aangezuurde vloei-
stoffen deze periode van vooruitgang belangrijk worden verkort.
Het was dus wenschelijk te onderzoeken:

1°. Hoe zuur een proferment bevattend extract kan worden
gemaakt bij een bepaalde temperatuur zonder het enzym door
te hoogen zuurgraad te beachadigen.

2°, De invloed van den zuurgraad op de snelheid, waarmee
het proferment in ferment wordt omgezet.

3°. De invloed van den zuurgraad, die geschikt is om het
proferment te activeeren, op de stabiliteit van de stremseloplos.
sing bhij langdurige bewaring (bijv. 2 4 3 maanden).

Bij een onderzock naar de stabiliteit enz. van formenten in ver.
band met den zuurgraad, heeft men zich met de regele aciditeit,
de waterstofionenconcentratie van de vloeistof bezig te houden.
Bebhalve, dat ook het gevaar van beschadiging van stremseloplos
singen door te groote alkaliteit in te hooge hydroxylionenconcen-
tratic moet worden gezocht 1), zijn in het algemeen de bestaans.
voorwaarden van enzymen ten nauwste verbonden met de water.
stof- of hydroxylionenconcentratie van hun oplossing. Een over-
schrijding van het stabiliteitsgebied naar den zuren of den
alkalischen kani veroorzaakt een beschadiging van het fermeat,
De uitkomsten der onderzoekingen van LSRCHER 2), Funp 3) ‘en
HeDIv 4} over de activeering van proferment bevattende lebop.
lossingen zijn, omdat deze schrijvers zich, voor zoover het den
zuurgraad betreft, bezig houden met de titreeraciditeit der vloei.
stoffen, voor het boven uiteengezette doel niet bruikbaar.

Daar het volgende onderzoek dus voor een groot deel betrskking
zal hebbén op waterstofionenconcentraties heb ik deze zooals thans
algemeen gebruikelijk is, niet als zoodanig aangegeven, als CH,
doch ale Py %) ‘

1) yax Dan. Deze verslagen VII (1910}

%) Pflagers Archiv 68, 141 (1808).

3) Ergebn. d. Physiol-Biochem 1, 468 (1802).

4) Zeitachr. . physiol. Chemie 72, 187 (1811}

5 Watorstof-lonenconcentraties worden bepaald door meting van electromotorische
krachten. Het verband, dat tusschen de laatate en de eerste bestant bij een bepaalde
temperatuur, wordt nitgedrukt deor de volgende vereenvoudigde vergelijking:

Elect. mot. kracht 1
ante = 18 & -
B

constante

Door deeling van de bij de mating gevonden electromotorische kracht door een con-
stant getal, vinden we de waarde voor log 1/Cp, waaruit die veor C_ berekend kan

b
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De gevoeligheid van een enzymoplossing voor de reéele aciditeit
is ook gewoonlijk afhankelijk van de mate van zuiverheid en de
sterkte; gedxirahcorde bijstoffen kunnen zeer beschermend op
het enzym werken, Er is bij het volgend onderzoek naar gestreeld
om oplossingen tc krijgen, die zooveel mogelijk met die uit de
praktijk te vergelijken waren. Als uitgangsmateriaal dienden ge-
droogde handelsmagen (ITollandsche, Russische, Poolsche en Qos
tenrijksche), Gieéxtraheerd werd 4+ 24 uur bij kameriemperatuur
met een 10 pct. keukenzoutoplossing, wuaaraan soms 2 pet, boor-
zuur werd toegevoegd. Ilet evenwicht tusschen kalfsmaag en
extractievloeistof is na 24 wur bereikt. Tk zal hierop later nog
terugkomen. Daarna werd door papier of glaswol gefilireerd;
voor sominige proeven wus het wenschelijk om steriele extracten
te hebben. Daar sterilisatie van een fermentoplossing niet op
de gewone wijze door verwarming kan geschieden werd in deze
gevallen door ecn Chamberlandkanrs gefiltreerd. Bij de zoo ver-
kregen stericle extracten was hederf door schimmel dus uitge-
sloten; ecchter gaat de sterkte van de enzymeoplossing door deze
bewerking belangrijk achteruit, ook worden door de kaars veel
eiwitachtige steffen iegengehouden; het is dus niet onmogelijk,
dat de kaarsfiltraten wat minder weerstand zullen hebben tegen
schadelijke invlveden dan gewone stremsels.

Da sterkiebepaling van de stremsels geschiedde op de gebrui-
kelijke wijze in con waterthermostaat (30° C.). Behter werd aan
slechts 0,1 .M stremsel 23 ¢ M3, melk toegevoegd. Deze kletne
hoeveelheid siremsel word gebruikt om invioed van het toege.
voegde zuur aan de stremseloplossing of van het zoutgehalts er
van, op den stremtijd uit te sluiten. De walersiofionenconcentratiea
werden electromeirisch bepaald. Op do z.g. zoutfout, die gemaakt
wordt bij het meten in oplossingen van cen dergelijk hoog (10 pet.)
zoutgehalts wordt later nog teruggekomen.

Uit esnige voorproeven bleek, dat de activeering van proferment
bevattende oplossingen bij Py = 4.70 (25° C.) ongeveer drie dagen
duurde; bij Py — 5,30 aanmerkelijk langer; de stremtijden van
een zymogen bevatiende vloeistof die op Py — 4,25 of 85,90 was
gcbracht begonnen na eenige uren al onregelmatig te worden,
wat op beschadiging door te veel zuur wees. Tevens bleek nit

worden. Deze herekening laat men echter achterwege en neemt de waarde van log1/C, die
men dan Py noemt als maat voor den redelen zuurheidsgraad san. Men doet dit niet
alleen ter wille van de eenvoudige berekening, maar deze uitdrukkingswijze biedt ook
in andere opzichten onmiskenbare voordeelen san. Ter wille van de duidelijkheid is in
de vroeger van dit proefstation wuitgegane publicaties steeds de H-ionenconcentratie
zelf (C,) aangegeven geworden. Waar men in de biochemische literatuur bijna steeds
P, waarden vindt vermeld. meenen wij goed te dosn, ons daarbij aap te aluiten. Men
moet zich echter eenigermate gewennen aun de omstandigheid. dat Asogere zuurheids-
graden (Op) dus uitgedrukt worden door ‘ggere P\ waarden. De H-ionenconcentratie van
melk is b.v, 4 8107 T, de waarde van Py wordt. dus log. l/3><10""7 = 8,52, Vaoor

de veel zuurdere kassmassa is8 Ca==10"" norm.; de waarde van P i¢ in dit geval b.
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de voorproeven, dat de omzeiting proferment ferment niot mio.
nomoleculair verloopt, wanneer een door middel van NaCloplos-
sing verkregen maagextract een weinig wordt asangezuurd. Het
zou dus niet mogelijk zijn van een goed gedefinieerde snelbeid
van omzeiting te spreken, deze bleek nl. op verschillends tijd.
stippen van de omeetiing niet dezelfde te zijn,

Door eenige series activeeringsproeven op de volgende wijze
uit te voeren, was het mogelijk in het bovengenocemde punt 1 en
punt 2 een inzicht te verkrijgen, Op vier achtereenvolgende dagen
werden gedeelten van een, zonder toevoeging van zuur gemaakt,
maagextract met [ICl op verschillenden zuurgraad gebracht en
in een thermostaat bij 25° C. bewaard. Het niet aangeznurde
gedeelte van het exiract werd in de ijskast bewaard; de activee-
ring bij deze lage temperatuur en lagen zuurgraad is dan neer
gering. Bij aanzuren ontstond in de stremsels een geringe troe.
beling ; daarom werd aan de vloeistof, dic zoo koud mogelijk werd
gehouden om de. activeering gering te doen zijn en de kans op
mogelijke beschadiging door te zure reactie uit te sluiten snel
zooveel zuur toegevoegd dat de optredende troebeling kon worden
afgecentrifugeerd. Daarna werden snel gedeelten van het zure
extract door middel van boraxoplossing op verschillenden wuurgraad
gebracht. Er is herhaaldelijk gecontrolecrd, dat ondanks de eenigs-
zins ingewikkelde manipulatie cen bepaalde aciditeit op de ver.
schillende dagen goed reproduceerbaar was. Dit zal wel aan de
sterke bufferwerking van de oplossingen zijn toe te schrijven.
Gedurende vier dagen werd dus lederen dag een gedeelte neutraal
extract wit de ijskast op verschillende zuurgraden gebracht. Van
iederen onderzochten zuurgraad hadden we na 4 dagen dus 4
extracten; deze waron één, twee, drie en vier dagen bij 25° C.
aan de werking van dien bepaalden zuurgraad onderworpen ge-
weest. De stremtijden van alle porties van een extract werden
na 4 dagen alle met dezelfde melk bepaald. De inviced van den
zuurgraad en van den duwr van de inwerking is dan direct uit
de stremtijden af te lezen. (Tabel IT).

De stremtijden zijn in secunden aangegeven, de met eenzelfde
letter aangeduide extracten zijn van eenzelfde partij kalfsmagen
afkomstig.

Uit de cijfers in horizontale lijn kan men dus den invleed van
een bepaalden zuurgraad bij een inwerkingsduur van één tot
4 dagen nagaan. Uit de stremtijden in verticale rij blijkt de
invloed van verschillenden zuurgraad bij even lange inwerking,

Uit de cijfers van tabel IT volgt, dat de activeering =eer lang.
zaam gaat bij 25° C. wanneer Pr > 5; aan den anderen kant is een
meer zure reactie dan Py = 4,70 gevaarlijk voor het enzym.
Het activeeringsgebied is voor de gesteriliseerde extracten het-
zelfde als voor de niet gesteriliseerde; ook de toevoeging van
boorzuur oefent geen invloed uit; evenmin als de sterkte van
de stremseloplossingen.
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Tabel II
Atéwerf‘fmg van p; o[e: ment bemttende oplossingen bij j 25° (.
‘ _
Opm, betr, de extractie | Stremujd van do aure
pe. ' Sterkte.| Nummer. | P oplossing na dagen
vlosistoffen enz. B -
L] 2| s | a
10 pet. NaCl pesteriliseerd . | 10200 AT 5,72 206 | 206 | 196 | 192
Al 5,37 | 182 | 180 | 162 | 180
Al 488 | 148 | 146 | 145 | 145
Al 447 | 149 | 182 | 161 | 160
Al 878 | 341 | 398 | 496 | 481
10 pet. NaCl geasteriliseerd . | 8200 A1l 4,95 238 | 228 | 215 | 807
| ATX 458 | 207 | 208 | 214 | 935
, A Il 4,80 | 285 | 271 280 204
| a1l 415 | 287 250 | 838 ; 887
! A sgo | 3ss| — | — | 403
10 pet, NaCl pesteriliseerd . | 8600 Bl 4,08 200 | 253 | 226 | 295
B1I 458 | @84 | 238 | 948 | 251
BI 440 | 231 | 966 | g6l | 281
B1 437 | 9281 | 982 | 283 | 311
BI 3,96 | 84| — | 43¢ | 500
10 pet. NaCl gesteriliseerd . 5200 B iI 5,40 497 450 442 | 412
B II 5,01 376 | — | 288 | -
B 1L 456 | 810 ey1| 878 | 278
8 1L 462 | 271 | 27¢| 919 | 277
I 1L 497 | 285 =205 | 322 | 393
B 11 411 | 318 | 875 | 4056 | 402
10 pet. NaCl gesterilizeerd . 7700 ClI 4,99 240 | 2161 21% | 189
P C1 466 | 191 | 198 | 184 | 106
CI 430 | 200 | 236 | 344 | 289
| CcT 2,13 281 | 811 | 389 | 451
; CI a8 | oseL | 464} 409§ e00
10 pet. NaCl gesteriliseerd . 6850 C1I 5,62 498 488 | 435 | 376
G IL 5O6 | 380 | 330 | 819 | 240
CII #q0 | ees . 298 | 295 | 9%
CIT . 433 | 295 | 207 | 284 | 234
CII | 400 | 238 235 | 277 | 288
10 pet. Na(l gesteriliseerd . 4800 DI © 475 231 ¢ 912 | 214} 21l
DI | 453 | 230 | 220 | 286 | 235
DI | 423 | 234! 208 269 | 204
DI = 406 | 260! 205 | 327 | 3579
DI | 390 207 358 428 45
10 pet. NaCl gesterilisserd . ! B700 DI & 5352 — | 809 - 283
: DIL | 476 | 227] — | 298| 831
DIl | 428 | 254 ; 281 | 986 | 80D
DII 400 | 286 316 | 323 | 444
D IX ‘ 325 | 300 | 34| 828 | 5603
10 pet, NaCl niet geateriliscerd | 14200 A III 5,62 179 | 198 J 170 | 156
ATI | 508 | 140! 193 112 | 106
ATIIL @ 479 102 164§ 105 | 106
AIIT | 440 | 105 113 | 126 | 130
A TIj 4,08 | 141 | 157 | 188 196
ATIT 0 406 | 165 - 191 | 926 | 236
10 pet. NaCl 4 2 pet. H; BO; | 16300 ET  s70 | 155 | 158 | 144 | 144
niet gesteriliseerd. EI | 554 | 149 142 | 127 | 197
EI | 588 | 183 124 106 98
EI | 510 | 109, 95| v 92
EI | 480 | 86| 8¢| 82l s
EI | 487 81 ‘ 82 90 96
EI ‘ 49 | 83| 88| 08| 107
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Het bepalen van het geschikte activeeringsgebied bij 37°
in plaats van bii 25° C. is om deze redenen niet met extracten
van zooveel verschillende partijen kalfsmagen uitgevoerd en
slechts met niet gesteriliseerde, hoorzuur bevattende extracten.
De resultaten zijn in tabel IIT vermeld.

Tabel III.

Activeering veon proferment bevattende oplossingen by 37° (.

. Stremtijd van de zure
Opm. be'r.r. de extractie Sterkte, | Nummer, | P oplossing na dagen
vlosistofen enz. "

Loz s | &
10 pet. NaOl 43 pet, HyBOs | 9750 FI 581 2083 | 240, — 234
niet gesteriliseerd. F1 §,18 125 — 126 125
FI 4,74 127 134 154 173

FI 444 | 141 | &4 | 176 | —
F1 4,25 18¢ 295 264 290
10 pet. NaCl -+ 2 pet. H; BO, | 16800 E1l 571 | 145 | 141 | 127 | 187
ujet gesteriliseerd. ! ET 5,54 187 128 111 110
E1i 5,32 117 108 80 83
| ET 5,10 91 a3 84 88
i EI 4,39 51| 8L 8| 0l
I EI 4,67 82 a2 88 98
[ EI 4,49 92 03 123 117

| \

Duidelijk blijkt uit de cijfers, dat het geschikte activeerings-
gebied zich bij 87° lets naar den minder zuren kant heeft verscho-
ven; b.v. voor het extract EI is Py = 4.89 bij deze temperatuur
na 4 dagen al wat schadelijk ; tcrwijl voor dit extract deze zuur-
graad niet schadelijk was bij 25° C. Het goede activeeringsgebied
blijkt hyj 37° ongeveer tusschen Py == 5, 1(} en Pg = 5,30 te llgffen
In figuur T zijn 2 seriesuitkomsten graphisch vomgesteld. De
stremtijden van gedeelten van extract EI, die 4 dagen zoowel
bij 25° als bij 37° onder invloed van verschillende aciditeit =ziin
geweest, zijn daarin aangegeven. Het zou kunnen zijn, dat bij
zuur maken met een ander zuur dan HCI andere stabiliteitsgren.
zen voor het ferment werden gevonden; hoewel al gebleken is,
dat boorzuurtoevoeging geen invloed heeft. Wij hebben daarom
ook proeven genomen met phosphor- en melkzuur. Het gsschikte
a,ctweermwageblud van proferment bevattende extracten hij sanzu-
ren met, deze zuren werd op een eenigrzing andere wijze opgespourd,
Aan gelijke hoeveelheden van een boorzuur-zoutoplabsmg werden
verschillende hoeveelbeden phosphorzuur of melkzuur toegevoegd.
Daarna werden gelijke hoeveelheden goed fijn verdeelde kalfsmaag
met eenzelfde hoeveelheid van deze vlocistoffen van toenemende
aciditeit geéxtraheerd gedurende 4 dagen bij 25° 'C.; daarna werd
ge‘fllfreerd De reiele aciditeit van het extract, %maakt met een
hoorzuur-zoutoplossing zonder toevoeging, zal in het algemeen niet
hoog genoeg zijn om dit extract na 4 dagen bij 25° C. al geheel
te activeeren, Een geringe zuurtoevoeging zal noodig zijn, terwijl
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te veel weer schadelijjk is. De stremtijden van een serie extrac.
ten, gemaakt met boorzuur-zoutoplossingen van toenemende aci-
diteit, zullen dus een minimum vertoonen. De uitkomsten van
eenige series proeven met magen van verschillende herkomst, op
dezo wijze vitgevosrd, zijn in tabel I'V vermeld; de stremtijden
zijn weer in secunden aangegeven,

Fig. L

1401

-
o

Qtremtijd

87 5.3 Py 49 45

Tabel IV.

Aantal ¢ M2 N. melkzuur toe- !
gev. aan 100 e M3 extr.
vigeistof . . . . . ., . — 1.4 2.6 8,2 —_ —

Stremt. filtraat A ra 4 dagen
bij 250 C. . . . . . . . | T4 62 50088 — | — ¢ — —_

Py oo v o v v o e | B80) 495 | g4 455 — | — — —

Aantal ¢.M3 N. melkzuur toe-
gev. aan 100 ¢ M3, extr.
vioeistof e e e

Stremt. filtraat B na 4 dagen

hij 280 C. . 113 ] 103 | o8 101 109 119} 208 ) —

P.oo. o000 — | 491 488 — | — | 10| -
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Aantal ¢.M3, N. melkzuur toe-
gev. san 100 o.M$ exir,

viloeigtef . . s . — 0,4 0,8 1,8 2,4 32 —_ —
Stremtijd filtraat C na 4 dagen

bij 260 C. . 179 123 103 124 209 354 — —
Py -« oo o8 - | ase| 45| — | 40| — | —

Aantal ¢,M3, 0,25 mol. H3 PO,
toegev aan 100 c. M2, extr,

vloeist. . . . . — 106 |12 | 18 | 24 | 80 | 36 | 68
Stremtl)d ﬁltraat. D na 4 dagan

bij 250 201 | 184 | 144 | 105 | 108 | 106, 118 | 192
Py .. ... ... .| B2T| 818 — — | 488 | — | 482 ) 425

Uit de cijfers blijkt, dat in iedere serie de te verwachten laagste
stremtijd optreedt; de zuurgraad van het filtraat met den kortsten
stremtijd ligt, in overeenstemming met hetgeen op blz. 63 vermeld
is, in alle gevallen tusschen Py — 4,70 en Ps = 5.0. Ook kan
nog opgemerkt worden, dat het blijkhaar onverschillig is of een
kalfsmaag met melkzuur of met phosphorzuur wordt behandeld
ten opzichte van de absolute hoeveelheid ferment, die wordt uit-
getrokken, daar serie C en serie D gelijktijdig werd nitgevoerd
met gelijke hoeveelheden van eenzelfde partij magen; de kortstc
stremtijden zijn dezelfde nl. 103 sec. Het goede activeerings-
gebied kan dus op de boven aangegeven wijze bepaald worden,
en tevens hebben we hierin een middel om in korten iijd het
enzymgehalte van magen te benaderen. Wij komen daarop nader
terug. Door nu gelijktijdizg 2 series extracties uit te voeren met
10 pet. NaCloplossingen en met 2,9 pet, NaCl-oplossingen van
verschillenden zuurgraad is het mogelijk op te sporen of het
activeeringsgebied in hooge mate afhankelijk is van de zoutcon-
centratie. De uitkomsten van deze proevenseries, witgevoerd met
2 verschillende kalfsmagen E en F, zijn in tabel V vermeld.

Tabel V,
Invioed van de zoutconcentratie op het actweemngsgebzed bij 25° C.

Stremtijd B P Stremtijd B P Stremtlld F P Stremtijd F P

10 pet. NaCL " (2,9pct. NaCl| “® |10 pet. NaCL n|29pet NaCl H
204 — 234 — 191 — 181 —_
152 — 230 — 181 — 172 —
144 5,04 121 - 140 _— 148 —
142 4,86 146 5,08 187 - 134 —_
162 4,85 151 4,84 130 4,94 126 5,01
191 - 145 4,50 128 484 124 4,88
242 —— 170 —_ 18] 4,76 130 479
— —_ - — 139 —_ 137 —
— — — — 150 —_ 140 —
— — — — 5 | — 145 4,29
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Maagexiract E wordt bij Py == 484 in 2,9 pet. NaCl-oplessing
duidelijk aangetast; voor F is Pr = 4,79 niet zonder gevaar. Da
uitkomsten van tabel V wijzen er op "dat het activeeringsgebied
voor deze extracten Px = 4,70 tot 5,0 slechts geldt in 10 pet.
zoutoplossing. In minder zout bevattende milieu’s wordt het ge-
bied wat naar den alkalischen kant verschoven, Door deze proeven
is niet uitgemaakt of een verplaatsing van het gebied geheel is
toe te schrijven aan de zoutfout, die bij electrometrische hepa-
lingen in 10 pet. zoutoplossingen wordt gemaakt, Behalve dat
een verklaring van de ocrzaak der zoutfout bij electrometrische
bepalingen nog niet geheel bevredigend is !), is het misschien
ook noodig rekening te houden met den invloed van een verande
ring van het zoutgehalte op den toestand van het opgeloste of
geﬁuspendeerde ferment. De functie van de watersiofionen bij
de omzetting van proferment in ferment zal toch naar alle waar-
gchijnlijkheid wel een secundaire zijn.

Puni 3. Het was nu nog noodig na te gaan of de stremsals
bij den zuurgraad., die voor het activeeren wenschelijk is, ook
nog 2 4 3 maanden zonder schade bewaard konden worden. Uit
tabel I volgt al wel, dat een zuurgraad, die na 1 of 2 dagen
geen gevaar oplevert, bij langere inwerking de stremkracht van
de oplossing aanmerkelijk kan verminderen (b.v. Py = 4,58. BT).
Onderzocht diende te worden bij welken zuurgraad het geaeti-
veerde ferment zonder gevaar cenige maanden bewaard kan wor-
den. Hiertoc werden series proeven op de volgende wijze uitge-
voerd, Steriele maagextracten (de extractievloeistof bevatte weer
10 pet. NaCl <~ 2 pet. H,BO,) van verschillende herkomst wer-
den bii Py — 4.80 (25° (.) geactiveerd. Daarna werden ver-
schillende gedeelten van het extract met horaxoplossing gedesl.
telijk "P“Glltlahbeﬁld Wanneer het toevoegen van de horaxop.
lossmn‘ zeer voorzichtig geschiedt, bohoeft het ferment niet ge
schaad te worden. Het is me niet mogelijk geweesi de neutrali-
satie van een fermentoplossing met loog uit te voeren, de plaat-
selijke hooge alkaliteit. die onvermijdelijk even ontstaat, schijnt
dadelijk schadelijk te zijn. De te bewaren maagextracten werden
half December 1921 geactiveerd; met behulp van boraxoplossing
werd een serie van afnemende aciditeit van leder exiract bereid
en deze series eenige maanden in een thermostaat bewaard bij
25° C. De siremtijden werden zoo nu en dan bepaald en met
behulp van een normaal stremselpoeder tot onderling vergelijkbare
waarden omgerekend, Do unitkomsten bevinden zich in tabel VI;
de stremtiiden zijn in secunden aangegeven. De verschillende num.
mers van cen met dezelfde letter aangegeven extract zonden,
wanneer ze niet asangetast waren, dezelfde stremtijd moeten ver.
toenen. Het was overbodig alle aciditeiten te bepalen; alleen de

1} Over zoutfout bij electrometrische bepalingen zie b.v. Harngp, Jours. Amer. Chem,
Soe. 37, 2460 {1915} e. &,
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grenzen van het stabiele gebied zijn ongeveer aangegeven, Na
afloop der proef waren de oplossingen nog steriel voor het
bloote oog,

Tabel VI

Stabiliteil van geacliveerde stremsels van verschillenden
zuurgracd 25° C.

Bterkte van het P Stremtijd.
Hxtract. Nummer. -1 .
8 Jan. '22. | 10 Febr.'22.{ 17 Mrt. "92.

6400 a1 4,80 187 206 248
G 2 — 172 178 192

a3 5,37 71 165 168

G 4 = 168 188 187

a3 6,06 171 170 1689

4750 H1 4,83 . 259 280 808
A2 — 240 245 204

H: 8,11 280 228 928

H 4 — 231 229 228

Hs - 282 227 | 298

Hd — 230 227 i 229

H 7 — 227 229 | 230

| H s | 6,18 299 229 | 230

B0 ’ K1 481 284 25| 346
i K 2 — 211 ’ 238 . 2925

i X3 5,23 205 193 193

! K ¢ — 198 ’ 180 ! 191

! X5 — 195 193 191

K6 — 195 f VTR 191

K 7 _ 193 Wy 193

K8 68| 1 W

8300 Tl 480 141 ! —
L e 498 | 135 1l 135

L3 5,20 I 133 531 | 128

T 4 — ‘ 129 130 { 128

L5 — 130 97 127

L8 — 151 128 | 197

L7 5,87 l 154 181 129

|

In het algemeen blijkt het goede activeeringsgebied bij langere
inwerking wat schadelijk te zijn. De extracten zijn in dit opzicht
echter niet alle aan elkaar gelijk, Het extract L wordt bij Pg = 4,80
relatief minder beschadigd dan de andere. Toch kan uit de boven.
vermelde series de gevolgtrekking worden gemaakt dat het wen.
schelijk is stremsels die 10 pet. NaCl als conserveermiddel be.
vatten bijf Pg = 5,3 tot 6,3 te bewaren,

‘Wanneer men in de practijk der stremselbereiding met de
uitkomsten van het voorafgaande onderzoek wil rekening houden
zal de electromeirische bepaling der waterstofionenconcentratie in
veel gevallen vervangen moeten worden door de eenvoudige colori-
metrische, hoewel de laatste altijd wat minder nauwkeurig is. Bij
de stremseloplossingen heeft men bovendien nog de moeilijkheid,
dat door de meer of mindere mate van troebelheid, en gewoonlijk
bruingele kleur, de kleur van den indicator niet rechtstreeks te
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vergelijken is met die welke in een waterheldere vergelijkings-
viceistof van bekende H.ionenconcentratic optreedt., Daar het ook
niet mogelifk is de stremseloplossing zoo ver te verdunnen dat
eigen kleur en troebelheid geen invloed meer hebben (bov. 1: 10)
omdat de H.ionenconcentratie door verdunnen te veel verandert,
is het noodig om de colorimetrische bepahn volgens de methode
van WALPOLE uit te voeren 1,

Fig. IL

oo

Zoowel het goede activeeringsgcebied (Py— 4,70 tot 5,0 bij 25°C.;
Pu = 5,10 tot 5,30 bjj 37° C.) als het bij langere bewaring niet
schadelijke gebied (Py = 5,3 tot 6,3) kan geheel gereproduceerd
worden deor normaal azijnzuur in verschillende verhoudingen te
mengen met normaal natronloog. De waterstof-ionenconcentraties
van deze mengsels zijn door WALPOLE gemsten. B colerimetrische
bepalingen heeft men echter ook rckening te houden met een
zoutfoul en daar een stremseloplossing eiwitachtige stoffen hevat
misschien ook met een eiwitfout, Ik heb de kleur die de indicator

1) WarpoLE plaatst een cuvette met de gelkisurde te onderzoeken vloceistof boven de
vergelijkingsvioeistof waarsan de indieator is toegévoegd en vergelijkt deze combinatie
met een combinatie van de te onderzoeken vloeistof + indicator en een cuvette metalleen
water. Deze laatate wordi hij stremselonderzoek beter vervangen door een cuvette met
een 10 pet. zoutoplossing. In bijgaande figuur 1T stellen I, TI, IIT en IV de cuvetten
voor met sen goed viakken bodem. In I gaat b.v. 25 ¢ M3, stremsel; in IT 26 c. M3, strem-
sel 40,1 ¢ M3, indieator; in TIT 25 o.M3, acetantmengsel 4 0,1 ¢ M3, indicator; in TV
25 c.MS3. zoutoplossing. De belichting maet aterk on diffaus zijn, dit kan men eenvoudig
boreiken met behulp van. een electrische lamp en esn matgiazen plaat als refiector. Door
sen blanco bepeling moet gacontroleerd worden, dat de beide helften gelijk verlicht zijn.
Misschian ia voor deze colorimetrinche bepaling ook te gebruiken een z.g. ,comparator”
van Hurwirz, MevER er OsTENBERG, zoosls b.v. beachreven staat in Crarg, The deter-
mination of hydregenions, p. 67,
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methylrood aanneemt in de stremseloplossingen vergeleken met
die in acotaatmengsels waarin ook 10 pet, NaCl was opgelost.
Het bleek nu dat de oplossingen, die colorimetrisch overeenstem-
den, dit ook electrometrisch deden. De H-onenconcentratie der
stremseloplogsingen heb ik colorimetrisch niet nauwkeuriger kun-
nen bepalen dan tot op 0,1 der Pu, wat voor de practlschc toe
passing echter wel voldoende is,

De H-ionenconceniraties van eenige a.ceta.a.tmengsels electrome-
trisch bepaald en die gemaakt zijn in 10 pet. NaCl zijn ie
tabel VII aangegeven,

Tabel VII, ,
Aciditeit van acelaatmengsels in 10 pel. zoutoplossing bjj 25° C.
N ‘ Asutal e M3 N aman Aantal ¢. M3, N natron. P

wmmer. | per 100 o.M loog per J00 e.M3. E
1 J 20 19,76 8,54

2 : 20 19,50 8,06

3 20 19.00 5,69

¢ 20 18,00 5,37

5 20 17,00 5,14

8 20 16,00 4.96

7 20 15,00 4.83

8 l 20 14,00 4,72

9 20 12,00 454

10 ‘ 20 11,00 445

11 20 10,00 4,36

12 { 20 i 8.00 4,18

|

Dat het nuttig zal zijn bij de stremselbereiding met de boven
aangegeven gebieden rekening te houden moge nog uit ecenige
voorbeelden blijken. Van stremselmonsters, afkomstip van ver-
schillende fabricken werd de zuurgraad bepaald; daarna werd
met eel. weinig zoutzuwr Pp = £ 480 gemaaki, terwijl de strem.
sels als zoodanig en die waaraan zuur was toegevoegd 4 dagen
bij 25" O. werden bewaard. Bij het bepalen der stremtijden werd
dan bij sommige stremsels een niet te verwaarloozen vooruitgang
geconstateerd, waarnit dus besloten kan worden, dat het afge-
leverde stremsel nog proferment bevatte. Gecontroleerd werd, dat
deze vooruitgang niet aan het aan het stremsel toegevoegde zuur
kon worden toegeschreven. Tabel VIII geeft eenige voorbeelden,

Tabel VIII,
Toename stremkracht van handelsstremsels.

bl] Stremtijd zonder Stremtijd Yoorunitgan,
Nummer aﬂevmng_ toevti]eging. zuur J25".+ in pﬁ? g
1 B,42 87 94 31
2 5.60 103 98 6.8
8 5,62 124 : 119 40
4 5.80 186 ! 125 V.
& 5,71 120 ] 124 39
6 6,26 108 | 103 4.6
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Nu is om een geheel geactiveerd stremsel te krijgen het bekend
zijn met het goede activeeringsgebied wel noodzakelijk, Bij het
extraheeren b.v. van verschillende partijen willekeurige kalfs
magen met een boorzuur-zoutoplossing hadden de extracten de
in tabel IX vermelde aciditeit.

Tabel IX,

Aciditeit van kolfsmaagexiracten.

Nummer, PH
Al 8,58
BII 5,79
cI ' b,64
D1 5,67
E1I 5,92

De zuurgraden, die de extracten vertoomen zijn aan vrij groote
schommelingen onderhevig en de hoeveelheid zuur, die aan een
extract moet worden toegevoegd om b.v. Pr = 4,90 te bereiken
zal niet altijd dezelfde zijn. A I zal heel wat meer zuur noodig
hebben dan C I, al is de bufferwerking niet dezelfde. ln bij een
zuurgraad Pr = 5,5 gaat de activeering al zoo langzaam, dat het
eindpunt van vooruitgang in een gebied als 85—58 pas na
maanden wordt bereikt en dan zal het nog onzeker zijn of alle
proferment is omgezet. EKenige voorbeelden van weer langzame
activeering bij Px = + %,5 vindt men in tabel X. In de eerste
kolom is aangegeven de stremtijd, die het extract bereikt, wan-
neer het bij Py = 4,80 geactiveerd wordt; in de 2e kolom de
stremtijd, die het na 30 i 40 dagen actvieeren bij P: = 4 5,5
vertconde.

Tabel X,

Activeering bij lagen zuurgroad.

Stremtijd geactiveerd \ Stremtijd na activeering Duur activeering
extract bij Py —=438. i by Py=355 - bij P, =55
{
272 338 30 dagen
9298 299 3,
201 270 34
|

Een verkorting van den activeeringsduur van maanden tot een
van 4 dagen maakt niet alleen de stremselbereiding minder inge-
wikkeld, maar zal, naar wij meenen, tevens een arbeidsbesparing
opleveren, ‘

Voor de prakiijk der stremselbereiding is het dus nuttig om
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rekening t¢ houden met de volgende punten, die in verband
staan met de uitkomsten van het voorafgaunde onderzoelk.

L. Duur van de extractie,

2. Waardebepaling van kalfsmagen,

3. Activeering der stremseloplossingen,
4. Zuurgraad van af te leveren stremsels,

Punt I, Duur van de extractie,

In het algemeen ziet men, wanneer men de kalfsmagen lang
met de  extractievloeistof in aanraking laat, dat de strem-
kracht van deze laatste toeneemt. Ik meen echter deze toename
grootendeels aan een activeering van het al gexiraheerde pro.
ferment te mogen toeschrijven en acht het niet noodig, dat een
partij magen langer dan 24 uw met dezelfde extractievloeistof
in aanraking is. Dit blijkt nog uvit het volgende voorbeeld. Een
bepaalde gewichtshoeveelheid maag werd gegxtraheerd met een
boorzuur.zoutoplossing en na 1 dag afgefiltreerd. De stremtijd
van het filtraat was 280 sec. Dezelfde hoeveelheid werd 4 dagen
bij 25" C. geéxtraheerd met een aangezuurde boorzuur-zoutoplos-
sing zoodat Pp = 4,80 was, Dit tweede filtraat had cen stremtijd
van 105 sec, Het eerste filtraat, van de 24.urige extractie had
echter, na activeering, ook een stremtijd van 104 sec.; zoodat
door een verlenging van den extractieduur van 1 tot 4 dagen geen
meerdere opbrengst wordt verkregen. Ik heb dit ook nog aan een
andere partl]] magen kunnen constateeren. Langere extractieduur
geeft schijnbaar een grootere opbrengst, die echter na activeering
niet meer bestaat; de extracten vertoonen dan gelijke stremtijden,

Punt 2. Waardebepaling van kalfsmagen.

‘Wanneer men gelijke hoeveelheden kalfsmaag extraheert met
gelijke hoeveelheden extractievloeistof van toenemende aciditeit
gedurende 4 dagen hij 25° C., vertoonen de stremtijden der fil
traten eex minimum, de stremkracht van één der filtraten dus een
maximum, In dat filtraat is geen proferment meer aanwezig. De
stremkracht van het filiraat met minimum stremtijd is, in verband
met het aantal per gram maag toegevoegde c.Ms3, extla,ctlevloelsbof
een maat voor de hoeveelheid verkrijgbasr fermeni. Ten varge-
lijking van de hoeveelheid ferment uit 1 gram van een partij
magen, berekend uit den laagsten stremiijd van een serie als boven
beschreven proeven (methode I) met de hoeveelheid verkregen
door een monsier van dezelfde partij magen tot nitputting te
exiraheeren en het verkregen extract bij den goeden zuurgraad
te activeeren (methode II) is in tabel XI voor eenige zeer veel
in fermentgehalte verschillende maagmonsters nangegeven. Tk wil
er hier nog eens op wijzen, dat het noodig is bij deze bereke
ningen uit te gaan van stremtijden die niet lager zijn dan ten.
minste 4 minuten, daar anders de afwijkingen van de t1]dwet een
te groote rol gaan spelen.

=



74

Tabel XI,

Waardebepaling van kalfsmagen.

Nummer. Methods I

—
| : Methode II. 1 Afwijking in pet.
A 3840 L 4200 ‘ 8,6
B 11700 11900 } LY
C 2000 2150 i 7,0
|

EBen verschil in uitkomst der beide methoden is op grond van
de adsorbtie. die bij methede I een grootere vol speelt en waar
door de unitkomsten volgens deze methode verkregen lager zullen
zijn, te verwachten, Dat deze adsorbtie in een zeer sterke oplos.
sing, zooals B, relatief minder is dan in de minder sterke oplos.
singen A en C is niet met de theorie in strijd. De zuurgraad
van de extractievlioeistof waarmee de waardebepaling volgens
methode II wordt uitgevoerd heeft geen invloed op de hoeveelheid
totaal verkrijgbaar ferment. Extractie met vlveistoffen 7san ver-
schillenden zuurgraad geeft een verschil in stremtijd, dat door
activeering wordt opgeheven., Wanneer dus een kalfsmaag bij
extraheeren geen ferment meer aan de oplossing afstaat, is er
ook geen proferment meer te extraheeren. Methode 1 geeft zon
der bepaling der H-ionenconceniratie op betrekkelijk eenvoudige
wijze een inzicht in het totaal fermentgehalte van magen: de
nitkomst zal altijd eenige procenten te laag zijn. Wanneer van
groote partijen kalfsmagen een dergeliike waardebepaling moet
worden verricht hangt het in hooge mate af van de mogelijkheid
van een goed homogeen monster te verkrijgen of deze waarde
bepaling een bruikbare uitkomst zal geven voor de hoeveslheid
ferment, die door de bereiding moet worden geleverd. Troeven
hier op betrekking hebbende zouden nog moeten worden vit
govoerd,

Punt 3. Activeering der stremseloplossingen,

Om de activeering der kalfsmaagextracten zonder heschadiging
in eenige dagen te doen afloopen moeten deze extracten gedu-
rende dien tijd aan cen zuurgraad zijn onderworpen, die afhan-
kelijk is van de te gebruiken temperatuur. Men kan dit nu in
het algemeen op twee wijzen bereiken:

A. De magen worden uitgetrokken met een zoodanig aange
zuurde extractievioeistof, dat na afloop der extractie de ge-
wenschte zunrgraad is bereikt,

B. De magen worden uitgetrokken met een boorzuur-zouiop-
lossing zonder zuurtoevoeging en met behulp van een colo
rimetrische bepaling wordt bepaald hoeveel zuur men aan
het verkregen extract moet toevoegen om het gewenschte
activeeringsgebied te bereiken.
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‘Wanneer men volgens A te werk gaat bepaalt men dus op
dezelfde wijze als bij de waardebepaling welke extractisviosistof
met een monster der te extrahieeren imagen na 4 dagen de kortste
stremtijd vertoont en gebruikt deze vloeistof wvoor de geheele
partij. De waardebepaling ligt dan in deze werkwijze opgesloten.

Volgens B werkende moet het verkregen extract, wil men h.v,
bij 25" C, activeeren op Pu = 4,80 gebracht worden, De kleur
met methylrood moet dus ongeveer overeenstermmmen met acetaat
mengsel No, 7 {tabel VII), Men kan nu uitgaan van b.v. 25 ¢ M2,
stremsel en hieraan zooveel van een 3,5 procentige moutzuuroplos.
¢ing toevoegen tot de gowenschte tint bereikt is, waarbij van
een in 1/, ¢.M? verdecld pipetje gebruik gemaakt kan worden.
Door toevoegen van het zuur ontstaat gewoonlijk een woebeling
in het stremsel, die na eenige minuten weer verdwijnt, Men niet
of zeer langzaam verdwijnen van de troebeling is lastig bij de
colorimetrische bepaling, Men kan dan ook wel door ecen grof
soort filtreerpapier filireeren. Door eenvoudige berekening is dus
dan d¢ hoeveelheid zuur te bepalen die aan de totale hoeveelheid
extract moet worden toegevoegd,

Ik heb hier in beide govallen ondersteld, dat extracties van
magen met boorzuurzoutoplossingen altijd een extract leveren
waarvan Py 2> 4,80. Het is echter in de practijk blijkbaar wel voor-
gekomen, dat magen esn =zoo zuur extract geven dat het scha-
delijk was. In dit geval zal men werkende volgens methode A
een kortsten stremtijd vinden, die van het minst zure extract zal
de kortste zijn., Men moet dan echter den zuurgraad wvan dit
extract electrometrisch of colorimetrisch eontrolecren. Volgt men
methode B dan blijkt een te zure reactie direct bif de colorimel
trische bepaling en ze kan dan met boraxoplossing voorzichtig
worden afgestornpt,

Punt 4. Zuurgraad van af te leveren stremsels,

Deze zuurgraad is aan een niet zoo klein gebied gebonden
als die van het goede activeeringsgebied bij een bepaalde tem-
peratuur. De zuurgraad van een stremsel, dat bewaard moet wor-
den behoort tusschen Pn = 5,3 en 6,3 te liggen, De begrenzing
naar den alkalischen kant is met behulp van rosolzuwr al
door van DaM 1) gegeven, Qok broomthymolblauw is hiervoor wel
bruikbaar. Deze indicator, aan een onverdund stremsel {oege-
voegd, moet geheel zijn zure tint vertoonen d.i. geel. De begren
zing naar den zuren kant is met behulp van methylrood uit te
voeren, Bij aflevering mag cen stremsel niet een meer zure kleur
aanwijzen met dezen indicator dan acetaatmengsel No, 4 {tabel VII).
Verdunt men een stremsel 1 : 10 dan kan het voorkomen dat de
Pz eenige eenheden in de le decimaal naar den alkalischen kant
verandert, Het is daarom vooral bij het afgrenzen naar den zuren

1} Vax Day loe uit, blz, 82,
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kant aan te raden een stremsel niet te verdunnen voor de colori-
metrigsehe Dbepaling. Het verdient inisschion aanbeveling bij het
enderzoek van handelsstremsels aan de controlestations ook de
kleurbepaling met methylrood toe te passen, maar dan zou ook
Jet zoutgehalte bepaald moeten worden, en bij afwijkingen van
ongeveer 10 pet. NaCl met den invioed hiervan op de aanwijzing
van den indicator rekening te houden zijn. Om dezen invloed te
bepalen zou nog een afzonderlijk onderzoek noodig zijn.

Op ons verzoek stelde de directeur der Cotperatieve Stremsel.
fabriek in Leeuwarden ons in de gelegenheid de hierboven ver.
melde uitkomsten in practijk te brengen, waarvcor wij bij dezen
gaarnc onzen dank betuwigen. Hierby is gebleken, dat op zeer
eenvoudige wijze in de fabriek met het hierboven vermelde re-
kening kan worden gehouden, en dat dus inderdaad de aflevering
van geheel geactiveerd stremsel binnen veel korteren tijd mogelijk
is, waardoor o.a. ook aanmerkelijk aan ruimte wordi gewonnen
in het bedrijf.

Het achteruitgaan van handelsstremsels wordt soms veroorzaakt
door schimmels, Hat voorafgaande onderzoek geeft uiteraard geen
inzicht in de meest gunstige voorwaarden voor schimmelgroei.
Wel iz herhaaldelijk geconstateerd kunnen worden, dat de reactie
van sterk schimmelende stremsels, waarvan de stremkracht was
afgenomen duidelijk alkalisch was geworden op broomthymol
blauw, En dan is, wat betreft de schimmelgroei, nog het volgende
geconstateerd :

Handelsstremsels van verschillende herkomst werden door mid-
del van kaarsfiltratie gesteriliseerd, op verschillenden zuurgraad
gebracht (van Py = -+ 5,3 tot Px = + 6,6) en duarna gedat
met een bepaalde hoeveelheid niet gesteriliseerd extract. Na eenige
dagen in den thermostaat by 25° (. bewaard geweest te zijn
werd waargenomen in welke vloeistof de schimmel het eerst op-
trad. In alle gevallen bleek, dat de schimmel hij cen bepaalden
zuurgraad het eerst en in de grootste hoeveelheid aanwezig was,
terwijl dan zoowel naar den zuren als den minder zuren kant de
groei weer afnam. Hchter was er geen regelmaat te constatesren
van een bepaald optimaal gebied voor alle schimmels, wat. ook
nist verwacht kan worden. Bi een gedeelte van de handels
stremsels was een meer zure reactie gunstigz voor die bepaalde
schimmel; bjj een ander gedeelte een meer naar den minder
zuren kant gelegen reactie.

Uit deze proeven, die met 8 verachillende handelsstremsels zijn
uitgevoerd kan alleen de conclusie getrokken worden, dat er
niet voor ieder willekeurig stremsel een zuurgraad geschikt voor
bewaring kan worden aangegeven, waarbij de kans op schimmel
vorming minimaal is. Een meer uitgebreid onderzoelk, dat echter
buiten het kader van dit artikel valt, zal hiervoor noodig =zijn.
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Rationelle Bereitung und Aufhewahrung von Labextracten.
(Kurse Zusammenfassung obiger Ausfiihrungen}).

Die vorliegende Untersuchung hefaszt sich mit der Geschwin.
digkeit der Activierung der profermenthaltigen Lablosungen in
Zusammenhang mit der reellen Aciditiit, sowie mit den Stabili-
titsbedingungen der fertigen Lablosungen, Es wurden. Ferment
lssungen verwendet, die den in der Praxis tiblichen, mdglichst
gleich waren und 10 pet. NaCl mit oder ohne Zusatz von 2 pet,
H,BO, als Konservierungsmittel enthielten. Hs zeigte sich dasz
die Umwandlung des Proferments chne Schidigung desselben rit
geeigneter Geschwindigkeit nur in einem Gebiete bestimmier
Aciditit vor gich geht, Letzeres wurde bei @5° C. zu Py = 4,7
bis 5,0: bei 37° C. zu Pg = 5,1 bis 5,3 gefunden. Das Gebiet
wurde vor: der Art der verwendeten Sdure nicht beeinfluszt. Hs
wurde darauf hingewiesen, dasz die electrometrischen Py Messun-
gen dieser Flissigkeiten einem Salzfehler ausgesetzi sind; die
gefundenen Zahlen sind also nicht als absolute zu hetrachten.
Die geeignete Aktivierungsaciditit schadet dem Ferment etwas
bei lingerer Einwirkungsdauver. Es ist daher zu empfehlen der
artige Lablosungen bei Py = 5,3 bis 6,3 auvf zu bewahren,

¥s wurde angegeben wie die I'raxis der Kiselabbereitung mit.
tels colorimetrischen Bestimmungen mit Methylrot den gesigaeten
Grebieten reeller Aciditit Rechnung tragen kann und zwar so dasz
es moglich ist innerhalb einiger Tage ganz activierte und bestiin
dige Lablgsungen zu erhalien. Es wurde weiter gezeigt wie das
zur Ablieferung geeignete Grebiet miitels Indicatoren innegehalten
werden kann, ‘

Die Anwesenheit mehr oder weniger bedeutender Mengen Pro.
ferment konnte in sechs werschiedenen Handelslabextracten dar-
getan werden, was auf eine irrationelle Bereitungsweise derselben
hinwies,

Es wurde noch festgestellt dasz die Extraktionsdauer 24 Stun.
den nicht zu {iberschreiten braucht; und schlieszlich wurde eine
Methode fiir die ‘Wertbestimmung von Handelsmagen angegeben,






