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о  специфичности ферментов.

Реш ение проблемы фермента, и решение на диалектиче- 
,ской почве, есть главнейш ая цель биохимии и особенно экс
периментальной биохимии, занимаю щ ейся нахож дением  ф изико
химических основ ж и зн и , conditio sine qua non биохимии и 
в то ж е время ее главный камень преткновения.

Работа лживого» организма соткана из энзимных процес
сов: сверты вание, окисление, переваривание, усвоение в расти 
тельном и ж ивотном теле невозможно ни объяснить, ни мыслить 
без участия того или иного катали затора , и понятно, почему 
даж е вы делилась особая дисциплина —  ферментология, посвя
щ енная обстоятельному изучению всех условий работы фер
ментов и соотнои1ения их меж ду собой.

М ежду тем до сих пор никто не знает, что такое фермент 
как  химическое соединение, и даж е физическое тело, и ф ер
мент наделяется таким и свойствами, что впору прийти от него 
к  понятию, если не о душ е, то о направляю щ ей силе, в роде 
энтелехии.

Обыч1Ю фермент связы ваю т с белковой сущностью , но 
наиболее крупны й исследователь этого вопроса— В и л ь ш т е т- 
т е р— определенно отрицает или стремится отрицать это и счи
тает белок лиш ь за  носителя на себе фермента, что он логично 
доказы вает очищением фермента путем отделения белка при 
условии возрастания действия самого очищаемого фермента.

Н о, повидимому, и эта мысль упирается в тупик , ибо в о п ы 
тах  В и л ь ш т е т т е р а  известная стадия очищ ения от белка 
(вы сокая чистота) влекла за  собой утрату  или понижение фер
ментного действия в очищенном продукте. Не правильнее ли 
встать на точку зрен и я, что белок не только носитель, но и 
сам фермент, но только при условии определенной физической 
структуры , находящ ейся в области дисперсных состояний?

В свое время Э. Ф и ш е р  пустил кры латое слово, что фер
мент есть нечто в роде клю ча к  вещ ествам —  зам кам , которые 
он заставляет  реаги ровать , т .-е . отпирает. З а  эту  ф разу скры 
вается обычно каж ды й ферментолог. А что она означает? Она



в некритической форме обусловливает специфичность фермен
тов и, по глухом у впечатлению , химическую  специфичность: 
сколько  веществ, подвергаю щ ихся ферментным действиям, 
столько и ферментов с разны м химическим составом. А ведь 
если критически понять гениального хим ика, то клю чи можно 
трактовать, к а к  предметы из одного вещ ества, скаж ем , ж елеза; 
разнообразно в них лиш ь физическое строение и главным 
образом те поверхности, которые трутся  в механизме зам ка. 
М ожет бы ть, и здесь правильнее понимать его вы раж ение, к ак  
обозначение физической специфичности?

По поводу специфичности ферментов много спорят. Среди 
крупнейш их хим иков имеются сомнения в правильности отде
л я ть  друг от друга ферменты или объединять около одного 
различны е ф ункции. Т а к , А . Н . Б а х  не соглаш ается с В и- 
л а н д о м ,  что один и тот ж е фермент обладает способностью 
передатчика и кислорода и водорода, а в то ж е время сомне
вается в целесообразности дробить, делить окисляю щ ие фер
менты.

Б ольш ой спор вы звала работа И . П . П а в л о в а  об иден
тичности пепсина и хим озина, где он приходит к  выводу: 
«могу считать себя вполне убежденным в том , что растворяю 
щ ая белки и свертываю щ ая молоко ф ункция пищ еварительны х 
соков принадлеж ит одному и тому ж е ферменту, а не двум, 
к а к  об этом думали раньше» ^), и основывает свою уверенность 
на том, «что в доказательство тождественности пепсина и химо
зи н а приводится параллели зм  этих двух функций ж елудочного 
сока. П араллелизм  этот вы раж ается  в том, что раз сущ ествует 
одна ф ункц ия, то наблю дается и д р у гая ; раз под влиянием 
каких-либо условий падает перевариваю щ ая сила сока, одно
временно с ней слабеет и свертывающее действие того ж е сока».

М етаф изики-эклектики в роде Н а m m а г s t  е п’а ополчи
лись со всей страстностью против этих еретических взглядов 
и взяли  верх. М ежду тем это одна из многих гениальных 
попыток И . П . П а в л о в а  вломиться в закры ты е двери при
роды даж е без клю ча, ибо его аргум ентация в этом вопросе 
глубоко диалектична. Он по сходству хода функций определил 
возможность присутствия в веществе двух  противоположных 
у с л о в н о  реакций —  коагуляционного процесса и пептониза- 
ционного распада. Т ак , он пиш ет: «пропорциональность раство
ряющ его и свертываю щего действий в соках пилорическом и 
в соке Б рун неровы х ж елез, которые приравнивались к  эк ви 
валентным количествам фундального ж елудочного сока и затем  
и сп ы ты в ал и сь ................... на свертывание молока. Все это не

*) «Труды О-ва Русских Врачей» 71 г. 1904. И. П. П а в л о в ,  «При
надлежность белок растворяющ. и молоко свертыв. и т. д.», стр. 39.



оставляет никакого сомнения в точном тождестве двух проти
вополож ных функций белкового фермента>> >).

Т ак  смотрели и смотрят, сомневаясь, d ii m ajores, а dii 
m inores просто путаю тся в бесчисленности найденных фермен
тов, в их свойствах и зависимости работы ферментов, явл яю 
щ ихся неиндивидуализированны ми веществами, от условий, 
часто весьма проблематично могущих вли ять  на их деятель
ность, т а к , наприм ер, влияние ментола и резорцина на пепсин ^).

В работах всех ферментологов соверш ается крупнейш ая 
познавательная ош ибка, а именно —  для вещ ества, которое 
заранее неверно индивидуализировано, точно индивидуализи 
рую тся условия работы и влияние ряда  агентов, в то время 
к ак  имеется налицо полная вероятность, что ряд  выбранных 
факторов может повлиять не на само вещество фермента, а на 
его примеси. Н о, к а к  бы то ни было, современная н ау к а  при
знает узкую  обусловленную  химическую  специфичность. «Эти 
вещества носят общее название ферментов. И х следы у ж е ока
зы ваю т заметные дей стви я, но только при совершенно опреде
ленных условиях и соответственном субстрате, ибо каж дый 
фермент с т р о г о  с п е ц и ф и ч е н » ^ ) .

Н а основе этого происходит их классиф икация. Один из 
добросовестнейш их биохимиков современности —  И. А . С м о -  
р о д и н ц е в  проделал ‘) больш ую и полезную работу скруп у
лезного собирания всех данны х о ферментах в своей работе 
«Ферменты растительного и ж ивотного царства», чем избавил 
химиков от необходимости копаться в многочисленной ли тера
ту р е . Его научная точность позволяет пользоваться рядом  све
дений о ферментах, конечно, главным образом общего х а р ак 
тера. По его мнению, современная ф ерментология насчитывает 
до 68 отдельных представителей, относящ ихся к 4-м классам: 
1) оксидаз и редуктаз; 2) гидролаз и гидратаз; 3) коагуляз 
и 4) ферментов брож ения; внутри классов имеются еще группы 
в роде— эф ираз (сах ар аз), эстераз, амидаз, соверш аю щ их оди
наковую  основную функцию в разны х по составу вещ ествах, 
но одного химического см ы сла ,— ж и ры , белки и т. д. Все эти 
вещ ества заперты  в  свою клетку , воспроизводя только одну 
реакцию , не похожи друг на друга  и создаю тся организмом, 
повидимому, в чрезвычайно простой обстановке. Трудно верится 
такой способности производительны х сил клетки , ибо о н а  
в конечном счете продуцирует фермент.
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•) ibid., стр. 45.
2) А. П. А ф о н с к и й .  Дисс. ПБ. 1907. B.C. 6 (940).
“) Э м и л ь  А б д е р г а л ь д е н .  Синтез клеточных веществ в расте

нии и животном. Н. Т. Изд. Ленинград, 1926 г., стр. 32.
На.ми берется работа на русском языке. За границей есть еще 

более серьезные работы — В и л ь щ т е т т е р  и др.



в  то ж е время при взгляде на обстановку изучения энзим 
бросается в глаза некритичность и отсутствие методологиче
ского подхода.

Возьмем противопоставление функций: обычно разум еется , 
что гидратазн ая ф ункция (пептонизация) противопоставляется 
коагулязн ой  (ко агу л яц и я), или им обеим вместе— оксидазная. 
Это противопоставление в первом случае неверно, а во вто
р о м — условно. К о агу л яц и я  есть процесс чисто физический, 
процесс кристаллизации вещ ества, и ей противополож ной 
яв л яться  долж на пептизация — вновь физическое растворение, 
а не пептонизация химический распад вещ ества, хотя и это 
условно, ибо в отношении белка мы имеем авторитетное суж де
ние Э. Ф и ш е р а ,  что, мож ет быть, «обычные белки» суть 
лиш ь смесь с р а в н и т е л ь н о  п р о с т ы х  в е щ е с т в  без хими
ческой связи  друг с другом.

Что ж е касается второго случая , то кто ответит на во
прос, почему гидратазная ф ункция не является  уж е начало.м 
оксидазного процесса, ибо введение вместо зам кнутого анги
дридного «О»— двух гидроксилов подготовляет путь к дальней
шему окислению продукта; к ак  принято, в органической химии 
окисление вещества идет через разры хление и в первую оче
редь— введением гидроксилов (окисление любого углеводорода 
в спирт). Р еакц ия ж е брож ения— четвертая  отделенная группа 
в ф ерм ен тах— есть в полном смысле окислительные процессы 
(классические дрож ж и). Кроме того — ко агу л язн ая  ф ункция, 
особенно у белков, толкуется  многими и в частности тем же 
H a m m a r s t e n ’oM совершенно произвольно. В самом деле, гово
рить о разлож ении казеиногена на два  белка при помощи химо
зин а может лиш ь хим и к, совершенно игнорирую щ ий дости
ж ен ия коллоидной химии, где процесс ж елатинизации белка 
объясняется просто и ясно; или хим ик, забывающий, что он же 
и возраж ал против снабж ения сы чуж ного фермента иными свой
ствами, кроме коагулязн ы х. Кроме того, методы количествен
ного определения действия фермента наивны и грубы. Берем спо
собы, относящиеся к  пепсину; О пределяется по .методу М е т т а .  
В трубочках (почему?) берется яичный белок или фибрин. Что 

.т а к о е  белок, особенно свернувш ийся? Е сть ли гарантия, что 
всегда идентичны в опыте состав и свойства свернувш его суб
страта? Почему фермент долж ен вести свою работу снизу вверх? 
О динакова ли конечная реакция работы фермента в каждо.м 
отдельном случае? Все это весьма условно и весьма сложно.

Д алее . Работа фермента не сравнена и не связана с не
органическими катализаторам и, напр., платиновой чернью . А 
какие глубокие аналогии .могло бы это дать!

—  10 —



Д опустим, мы наблю даем явление окисления водорода при 
помощи платиновой черни. Не зн ая  химического состава к ата 
лизатора (оксигин!?), принялись бы вы делять наиболее активное 
состояние. О тносясь к  платине, как  к побочному носителю ката
ли затора , получили бы в известный момент уничтожение дей
ствия его, ибо переход за  пределы черни к  грубому препарату 
или к  очень тонкому ионному состоянию уничтож ает каталити
ческое свойство. К акой бы вывод отсюда сделала современная 
ферментология?

И ли контактный способ получения серной кислоты? Он 
ясно указы вает , что платина дает ж елаемый эффект только при 
определенной степени дисперсности катали затора. Этот ж е про
цесс объясняет, к а к  легко объединяются при одном катал и за
торе две ф ункции— окислительная и гидрирую щ ая. М ежду тем, 
по идее ферментологов приш лось бы из платиновой черни вы
делить несколько специфических ферментов.

В органической химии действие на крахм ал  кислоты в 
отсутствие какого бы то ни было фермента разве не дает у к а 
заний на ход процесса гидратации при помощи увеличения 
поверхности в реакции, ибо процесс соверш ается быстро в рас
творимом крахм але или золе и медленно в грубо дисперсной 
суспензии, разница ж е в этих  крахм алах  лиш ь в величине 
слагаю щ их частиц —  веймарид.

Н е прощ е ли принять предположение, одинаково обосно
ванное с сущ ествующ им, что вся роль фермента сводится лиш ь 
к  развитию  реакционны х возможностей на поверхностях, а по
тому ферменты лиш ь физически специфичны, отличаясь сте
пенью дисперсности друг от друга?

Эта простота толкования даж е не наруш ает классиф ика
ционных признаков существующей ферментологии.

Но наш эксперимент пошел дальш е в отрицании специ
фичности.

П реж де че<м развернуть опытную часть моей работы, я 
делаю  небольшое теоретическое введение, своего рода построе
ние некоторой рабочей гипотезы, вы сказы вание ряда постула
тов, которые не м огут пока быть полностью доказаны  опытом, 
но которые не противоречат экспериментальной научной дей
ствительности.

I постулат. Все состояния вещества, обладая кинетиче
скими свойствами, имеют закономерную  склонность к  ассо
циативности. Эта ассоциативность всеобща.

Везде и всегда, во всяком состоянии, вещество не остается 
в виде атомов или м олекул, а склады вается далее в т а к  назы 
ваемые веймариды, аггрегаты  более крупны е, распадаю щ иеся 
или окрупняю щ иеся в зависимости от ряда факторов— концен
трации , температуры  и т . д. П римеры: состояние электролитов

—  11 —



всегда связано с концентрацией ионов и неразлож енны х моле
кул ; вода всегда нечто больш ее, чем H jO , ее ассоциирован
ность вы раж ается в частицах (Н -,0 )х ; известны ассоциированные 
ж идкости , газы  in s ta tu  nascendi; золи разны х степеней дис
персности. Все это указы вает, что всеобщ ая ассоциированность 
вещ ества есть почти доказанны й ф акт.

II постулат. Н аиболее развиты м и богатым по запасам  
поверхностной энергии является  гелевое состояние, в отличие 
от зо л я  тех ж е концентраций и тем более осадков или nopoui- 
ков тех ж е объемов.

Это покоится на явлении, что при ж елатинизации запас 
поверхностной энергии в дисперсной фазе остается, как  и в 
золе, но прибавляется еще некоторое количество ее от перехода 
дисперсионной среды из кристаллоидного в коллоидное состоя
ние. Отсюда понятно и продолжение постулата, что оптимум 
реакций фермента леж ит при определенном значении степени

_^
дисперсности в пределах дисперсных систем от 6 .10  до 6.10
П римеры— переваривание в ж елудке, приготовление сыров.

■ III  постулат. Ф ермент— лиш ь арена для  реакций, тем более 
обш ирная, чем более развита поверхностная энергия самого 
фермента и среды, в которой он действует. Ф ерменты подобны 
ж ерн овам , размалываю щ им веймариды, а сама реакция изм ель
ченных веществ создается ионами, обычно Н ’ и О Н ', или ато
мами некоторого вещ ества, присутствую щ его в среде.

Во избеж ание упреков в поспешности постулирования я 
долж ен отметить, что принятие или непринятие этих постула
тов отнюдь не влияет на те факты, которые мною будут изло
ж ены  далее, но они помогают их объяснению .

Д л я  наблю дения за  ферментными реакциям и, вместо обычно 
употребляю щ ихся приемов с условными неизвестными веще
ствами, ни в химическом, ни в физическом смысле, в роде свер
нувш егося белка яй ц а, или застудневш его крахм ального  суб
страта , необходимо подобрать систему, наиболее простую, в 
которой было бы легко  устанавливать направление действия, и 
в которой можно было бы произвольно менять несколько ин гре
диентов, вполне доступных прямому химическому наблюдению

После многочисленных поисков и попыток я  остановился 
на убеж дении, что самой подходящ ей системой д ля  этого была бы 
наиболее разнообразная по возможным функциям , а и м е н н о -  
белковая. В ней легко протекаю т процессы —коагуляции , пепто- 
низации , окисления, ибо дальнейш ий распад после аминокислот 
приводит у белков к сгоранию в окончательные продукты обмена, 
а это значит, что белки подверж ены всем ф ункциям  фермента
тивной работы, ибо и сбраж ивание в высшие спирты по уста
новленному ныне химией происходит из аминокислот.

—  12 —



И з белков мною была вы брана, индивидуализированная 
ранее, но подробно изученная со стороны ее дисперсоидоло- 
гических реакций мною в работе — о состоянии казеиновой 
кислоты  в р а с тв о р е ’) — казеи новая  кислота.

П репараты  ее получались мною способом многократной 
перекристаллизации молочных сгустков от кислоты из слабой

N aO H , а затем полного удаления всех посторонних
•jU ZO

вещ еств путем промывки водой, спиртом и эфиром, вплоть 
до получения порош ка казеиновой кислоты  в форме единой 
фазы— Т . Свойства этого препарата таковы : л егк ая  и бы страя 
растворимость в слабой щ елочи, в естественном растворителе 
(смесь— 5 гр . K oH PO i +  aq ., 1 гр. N aC l, 1 гр . КС1 в 1000 к . см. 
воды), в 10%  растворах солей органических кислот, в роде 
салициловой, винной и т. д. Н ерастворим ость в воде и 10%

N aC l. Число титрования, т .-е . количество N aO H , идущее на

усреднение 1 грамма казеиновой кислоты , равнялось 8,2 к . см., 
следовательно, эквивалентны й вес кислоты р ав н ял ся  1220.

Т акого  рода чистый преп арат казеиновой кислоты был 
взят  в качестве основного субстрата для  наблю дения над эн
зимными реакциям и. М етодика получения исходных опытных 
растворов покоилась на создании высоко напряж енной пере
сыщенной системы казеиновой кислоты в свободном виде, что 
достигалось следующей операцией. П ри готовлялся раствор к а 
зеин-натрия растворением  казеиновой кислоты  в N aO H ,— бра
лась навеска , смачивалась чистым спиртом (вода не смачивает), 
зал и вал ась  в о д о й ,и  при бавлялось рассчитанное по эквиваленту

к о л и ч е с т в о ^  N aO H  до полного растворения. В виду того , 

что наиболее удобной по напряж енности системой я при знал  

у ^ ,  т а к  к а к  это границ а полного вы падения казеиновой кис

лоты , предоставленной самой себе в воде, к а к  в дисперсион
ной среде, а , с другой стороны, форма осадка при этой кон
центрации— средняя м еж ду желатинозным и хлопьевидны м, что 
говорит об оптимальной насыщенности пространства, то бра
лась обычно навеска в 0,61 гр ., и раствор доводился до 25 к. см. 
в следующей последовательности: навеска, смачивание несколь-
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кими каплям и спирта, приливание 10— 12 к см. дестиллирован-

ной воды, приливание 5 к. см. ^  N aO H , оставление до полного

растворения и, наконец, доведение до 25 к . см. общего рас-
Е

твора, чтобы концентрация казеин-натрия р а в н я л а с ь П а р а л 

лельно подготовляется 25 к. см. ^  раствора НС1. Е сли слить

оба раствора, то, в силу реакции К аз. N a -{ -НС1 =  К аз . Н -!-
— N aCl, казеиновая кислота выделится в чистом виде в рас
твор, и будет получена простая и известная среда, с которой 
допустимо наблю дать однозначно все действия фермента. Но 
оказалось необходимым систе.му несколько услож нить. Д ело

в том, что раствор казеиновой кислоты обладает слиш ком

большим кристаллизационны м  напором, противостоять кото
рому не может дисперсионная среда — Н^О со слабым раство
ром NaCl. Д л я  увеличения поддерж ивательного напора среды 
необходимо ввести ббльш ую концентрацию  N aCl, который, как  
показали  опыты, препятствует коагуляции  казеиновой кислоты 
при концентрациях выше 3 % . О птимальное противодействие 
осаждению вызывает 10%  раствор NaCl (ясн ая  св язь  с обыч
ным растворителем для глобулинов). К азеин овая кислота не 
коагулирует, вернее, не кристаллизуется, а остается в виде 
вполне ясного зо л я .

Отс1ода методика получения раствора казеиновой кис

лоты была такова: 25 к. см. приготовленного казеин-натрия 
переливалось в эрленмейеровскую  колбу, и в нее ж е  вносилось 
5 гр . NaCl до полного растворения. З о л ь  становился более 
ясным. В этот золь быстро вливалось при постоянном помеш и

вании 25 к . см. ”^ Н С 1 . Эта операция долж на быть проведена

чрезвычайно аккуратн о . М алейш ая неосторожность в смысле 
скопления вливаемого раствора в одном месте влечет появле
ние хлопьев, уж е не расходяш ихся,. ибо они могут быть уни
чтожены: или механическим способом— встряхиванием , но лиш ь 
при условии неперехож дения границ степени дисперсности, или 
химическим— прибавлением щ елочи, но это возможно лиш ь при 
полном усреднении раствора, т ак  к а к  щелочь, приливаемая 
к  неудачному золю , вначале идет на усреднение выделивш ейся 
в раствор казеиновой кислоты в виде зо л я , а потом уж е на 
растворение выпавшей из раствора в виде хлопьев. О перация
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ж е прибавления до усреднения наруш ит все соотношения кон
центрации. ибо вновь разлагать  систему казеи н-натрия потре

буется раствором НС1 первоначальной крепости и объема 

и 25 к . см .).
П ри тш ательно проведенном сливании и при условии, 

что реакц ия прош ла по уравнению , и нет избы тка ни НС1, ни 
N aO H  (первая вызывает коагуляцию , вторая  мешает нап ряж е
нию), получается дисперсная система состава

Ж  , Т , Т  , Т
Н о  “Г 3 Каз. Н т и NaCl м NaCl

Эта явно коллоидная система нап ряж ена достаточно сильно, 
ничтожный избыток Н ' вызывает коагуляцию . В ней казеи н о
вая кислота предоставлена самой себе; в виду возможности ее 
титровать (кислотная ф ункция), легко  следить количественно 
за  всеми изменениями в системе; присутствие поддерживающ его 
вещ ества нейтрально для  ферментных реакций, ибо химиче
ские свойства и концентрация NaCl не влияю т сильно даж е 
на свойства ж ивого белка, что доказы вается биологически м ор
ской водой, где организмы легко  переносят высокие концен
трации NaCl.

И так , белковая система, легко  наблю даемая и легко н а 
правляем ая, точно измеряемая, мною была найдена. После н а 
хож дения удобной среды вы двинулась естественная задача—  
проследить влияние на нее фермента с простейш ей функцией—  
коагуляционной, т .-е. сычужного фермента— химозина.

Отзыв чистой среды на температурное воздействие был 
нулевым, видимого изменения в состоянии не обнаруж ивалось. 
П рибавление к  чистой среде сычуж ного фермента вызывало 
чуть заметное увеличение опалесценции; наблюдение велось 
в колориметре.

П ри обычных условиях действия химозина, в испытуе
мые среды вводят кальциевы е соли.

В химической литературе есть ряд  указаний на меньшую 
растворимость кальциевы х солей органических кислот при по
вышении температуры .

Н апример, Са (Ст Hi,-, ©2)2 +  1 У2 Н 2О имеет следующие 
значения растворимости: при 16°— 12,0, при 28°— 11,33, при 
40' — 10,32, при 50°— 8,81.

С ледовательно, при повыш ении температуры , в растворах 
этой соли при насыщении м ож ет происходить следую щ ая ди- 
сперсоидологическая температурно-обратная реакция:

Ж  _  Т -^ Ж  I Т  ^ Ж  j_  Т 
Н.>0 ' м R.Ca - Н 0 “1 3 R .C a " ' Н ,0  ' ос R.Ca.
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Отсюда, допустимо предполож ение, что и в пересыщ енных, 
перенапряж енны х системах казеиновой кислоты может про
исходить в присутствии солей кал ьц и я  нечто подобное. Опыт 
подтвердил это дедуктивное предполож ение.

Е
Опыт I. П риготовляем  золь казеиновой кислоты в

10% N aCl. Берем  по 10 к . см. зо л я  в пробирки и прибавляем  
3 - 5  кап ель 5 %  CaC l,. З о л ь  не м еняется. Н агреваем  до 50°. 
П оявляется  сильное увеличение опалесценции. П ри охлаж дении 
опалесценция уменьш ается.

Опыт П . Н а те ж е  10 к . см. зо л я  прибавляем  3— 5 к а 
пель 25%  CaCl2. Золь  не м еняется. Н агреваем  до 50°. П о
является  сильный осадок, не исчезающ ий при охлаж дении.

Примечательно, что введение СаС1г в золь  при обыкно
венной тем пературе не вызывает никакого действия, обменная 
или ин ая реакция не происходит. Но достаточно поднять тем
п ературу  выше 37°, к а к  осадок вы падает. Здесь  мы имеем 
случай явного изменения степени дисперсности в напряж енной 
системе в зависимости от физических парам етров следующего

R iзакон у  пересыщенного состояния —  U =

Дисперсоидологически реакц ия протекает т а к .

Ж  , Т , Т  4_ Т 25% _Ж  I Т  I Т  , 
Н .О '^ м  NaCl ' з  К п Н Т “ иСаС12 Н О ' м  NaCl ^  ос КпСа '

^  и CaClj.
О садок, полученный при повыш ении температуры , был 

вполне прочен и при понижении температуры  обратно в золь  
не переходил, следовательно, мы имеем здесь дело с необрати
мой или трудно обратимой реакцией осаж дения. Ф аза  К пСа, 
образуется в такой степени дисперсности, что поддерж иватель- 
ный напор 10%, NaCl— недостаточен, и К пС а коагулирует; с 
другой  стороны, образовавш иеся хлоп ья  настолько велики , что 
они не м огут вернуться в первобытное состояние зо л я  без по
мощи дополнительных средств, хотя бы N aO H . Н ад фазой 
К пСа, коагулировавш ей в х л о п ьях , остается мутный раствор; 
очевидно, реакция дисперсоидологически (а , может быть, и хим и
чески) не идет до кон ца, и остается некоторое количество

фазы (или Но в первом опыте при понижении

температуры  наблю далось просветление, очевидно, границы 
обратимости не были перейдены.
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Отсюда делаем вывод: в системе золя казеиновой

кислоты с фазой NaCI, при введении третьей фазы СаС!^ при 
определенной концентрации и повышении температуры , вызы
вается появление фазы КпСа, при чем в зависимости от кон-

центрации СаСЬ появляю тся или фазы 3 или ;

концентрация влияет и на температурную  обратимость системы.
Д л я  того, чтобы проследить состав полученного к о агу 

л ята , который дисперсоидологически определяется к а к  .ОС г\ПСЗ
ставится такой опыт.

Е
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В зята  н ап ряж ен н ая  систе.ма казеиновой кислоты  —
100

в lOVo NaCl. Р азли та  по 10 куб . см. в пробирки, и в каж дую  
прибавлено по 3 кап ли  25%  CaCla. П робирки, количеством 
пять, нагреты до температуры  50“, после чего во всех образо
вались осадки. После отфильтрования последних, ф ильтрат

титруется ~  N aO H . Все пять пробирок дали или отрицатель

ную реакцию  на кислотность, или крайне низкую . В контроль
ной пробирке кислотность 0,5 куб . см. Описываемый опыт есть 
схема. П ри ’многочисленных повторениях, при разны х темпе
ратурах  она в основном подтверж дается. Но иногда некоторые 
пробирки имели кислотность до 0 ,1 —0,15 куб . см. Это, к а за 
лось бы, маловаж ное обстоятельство имеет колоссальное теоре
тическое значение. В самом деле.

П ри условии одновременного сосущ ествования свободной 
казеиновой кислоты , CaCio и N aCl, реакц ия осаж дения может 
протекать лиш ь между двумя первыми веществами (кон троль
ный опыт это подтверж дает). К аким  ж е путем может идти ре
акц ия? Обычное представление—

2К аз.Н  +  СаС12 =  К а з С а ^ 2 Н С 1 .
Н о это противоречит всем химическим воззрениям , ибо 

классическая хим ия не допускает вытеснения сильной кислоты 
при помощи слабой. М ежду прочим, если бы реакц ия проте
к ал а  этим путем, она подсказала бы простое объяснение для 
появления НС1 в желудочном соке.

Д ругой  тип реакции, уж е не стехиометрический в обыч
ном понимании,— это образование слож ны х комплексов или 
абсорбционных соединений. В этот тип реакции прекрасно 
уклады вается явление коагуляц и и  казеиновой кислоты при 
нагревании, но он требует отсутствия обменной реакц и и ,—или 
вся казеи новая  кислота осаж дается в абсорбционное соединение.



или часть ее (произвольная) остается в виде с в о б о д н о й  к и 
слоты в растворе.

М ежду тем, продолж ая исследование ф ильтрата, я  наш ел, 
что в тех опы тах, которые давали  полное отсутствие ки слот
ности, т .-е ., когда, при условии абсорбционности, казеи новая 
кислота долж на бы ла быть полностью в осадке, п оявлялись от 
воздействия уксусной кислоты значительны е осадки  казеиновой 
кислоты  (до 0,07 гр .). Эти наблю дения уж е не вмещаются в про
сто абсорбционные соединения, а требую т химических реакц ий  
обмена.

Р аз  отсутствует кислотность, то казеиновое соединение 
долж но быть солевым, а, следовательно, реакц ия между К аз . Н 
и CaCl2 идет по первому типу. Но тогда встает вопрос, куда 
ж е  исчезает НС1, к а к  р езультат  обменной реакции? Она долж на 
бы ла бы титроваться  в растворе, тем не менее он не дает 
реакции на кислотность.

Выход из всего наблюденного только  один.
Несомненно, главн ая  масса появляю щ егося осадка со

стоит из абсорбционных соединений меж ду К а з .Н  и СаС1>, 
т ак  к а к  количества Са в осадке колеблю щ иеся, но некоторая 
часть К а з .Н  взаимодействует с CaCU, о чем говорит присут
ствие не титрую щ ейся, но выпадающей от уксусной кислоты 
казеиновой кислоты в ф ильтратах , а получаю щ аяся НС1 у вл е
кается  абсорбционно в осадок, она и явл яется  главным стиму
лом  к  осадку в силу напряж енности системы. П олная реакция 
по дисперсоидологическим стадиям идет так:

Ж  , Т  I Т  __Ж  I Т  : Т  I Т 
НоО“Гз КпН ' м СаС1, Н .0 “Г з КпСа м СаСЬ^^и НС1

Ж  I Т J  Т  Т _ .Ж  I Т
Н о О ' з  КпН ‘ 3 КпСа ‘ и Н С 1~  Н ,0 "’~ос К пН -С аС Ь-^Н С ! i

J  т
f(K nCa?) I 3 КпН.

И окончательно получается весьма слож ная система, в ко 
торой мне удалось путем обычной отгонки откры ть наличие в 
осадке свободной HCI, но не удалось пока ясно установить,

■ входит ли Са в составе К пС а осадка (вероятно, входит, в виду 
наличия этой фазы в ф ильтрате), а именно:
Ж | Т  , Т , Т  Т ,

Н.^О~1ос КпН+(КпСа)+СаС1.,+ Н С М з  К п Н " ''з  КпСа м СаС1 ГГ

~ и  NaCI.
Проведенный анализ указы вает, что в организм ах при 

тем п ературах  обычных для них (37® и выще) прои сходят, вслед
ствие н ап ряж енны х белковы х систем, сложные д и с п е р с о  и д о 
л о г и ч е с к и е  реакции, которые заставляю т иначе представлять
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биохимию , неправильно мыслимую нами в рам ках  простых 
обменных стехиом етрических химических реакций. П ри этих 
у сл о ви ях  понятно появление НС1 в желудочном соке, ибо 
наличие в организме всех фаз описываемой системы легко под
твердить (белки, соли к ал ь ц и я , NaCl).

Эти пока предварительны е наблю дения, являю щ иеся пово
ротным пунктом для новых биохимических представлений, ло
ж атся  в основу особой темы моей работы .

Переходим теперь к  изучению  действия сычуж ного фер
мента.

Ставим следующие опыты.

О п ы т  I. Б е р е т с я з о л ь  казеиновой кислоты  в 10%

N aC l. Р азли вается  в пробирки числом шесть по 10 к. см. 
В каж дую  при бавляется по 3 капли 5%  раствора СаС1г. В три 
пробирки вводится сычужный фермент. П робирки нагреваю тся 
до 45". В первы х трех  без фермента появляется  легкое помут
нение. Во вторы х трех  с ферментом золь разреш ается осадком. 
Тип осадка подобен описанному ранее. П ри постепенном на
гревании без перемеш ивания можно добиться получения сла
бого геля. Отсюда ясный и прямой вывод. Р еакц и я  вы падения 
идет с ферментом скорее и отчетливее, чем без него ,— химозин 
есть коагулирую щ ий фермент для получения слож ны х абсорб
ционных соединений белка с солями кал ьц и я .

Опыт продолж ается. Все пробирки подвергаю тся о хла
ждению до 18°. В первы х трех  без фермента происходит легкое 
просветление. В последних трех с ферментом, оказы вается, 
тож е наступает просветление, но гораздо более полное, осадок 
ясно расходится, и получается золь, вполне подобный исход
ному.

Е
О п ы т  I I .— Б еретсяущ ^ золь казеиновой кислоты в 10%

N aCl. Р азли вается  в 6 пробирок по 10 к . см. Во все прот 
бирки  прибавляется по 3 кап ли  25%  раствора CaCU. Фермен- 
вносить бесполезно, ибо, к а к  показы ваю т ранее описанные 
опыты, в такой  системе и та к  выпадает при нагревании оса
док. Четыре пробирки нагреваю тся до 45°. Везде выпадает 
объемистый, мутно-слитый осадок. П робирки охлаж даю тся до 
18°. О садок остается без изменения. В две из них приба
вляется  сычуж ный фермент, и все оставляется на некоторое 
врем я стоять в покойном месте. Ч ерез 10— 15 минут прибирки 
с прибавленны м ферментом просветляю тся настолько, ч то ,д е 
лаю тся неотличимыми от первы х двух контрольны х без н агре
ван и я. В двух  пробирках без фермента, но с нагреванием , 
осадок остается, каким  он выпал от повыш ения температуры .

-  19

2*



П робирки оставляю тся еще на несколько часов. Контрольные 
не нагретые и с ферментом являю тся ясным золем . Б е з  фер
м ен та—содерж ат нисколько неизменивш ийся осадок. П робирки 
контрольны е и с ферментом нагреваю тся вновь до 4 5 ’. Везде 
вы падает осадок. Снова охлаж даю тся до 18°. К онтрольная со
держ ит неиз.менившийся осадок, с ферментом— тотчас ж е обра
зует зо л ь . В контрольные и без фермента прибавляю т фермент, 
через 10— 15 минут везде получается ясный золь . Все про
бирки нагреваю тся до 45°. Во всех выпадает осадок. Все о х л аж 
дается до 18“. Во всех получается ясный золь. Н агревание 
и охлаж дение можно повторить после прибавления фермента 
большое число р аз (в моих опытах до 50), и всегда наблю 
дается полная тем п ературн ая обратимость: при 45''— осадок, 
при 18°— ясный золь .

И сследуем золь  после ферментных воздействий. Всюду 
выпадает осадок от прибавления СН,,СООН, следовательно, 
остается казеи новая ки слота. Выделение осадка и обработка 
его до сухого состояния и проверка на титрование даю т воз 
можность определить количественно казеиновую  кислоту. П о
тер я  от первоначально взятого в растворе не превыш ает по
тери от обыкновенного переосаж дения казеиновой кислоты.

Здесь мы встаем перед совершенно новой особенностью 
сы чуж ного фермента по отношению к белку. О казы вается, хи 
мозин при определенных условиях обладает не коагуляц и он 
ной способностью и не пептонизационной (химическое разло 
ж ение), а пептизирующ ей (физическое раздробление) или деко- 
агуляционной способностью, так  к ак  он переводит осадок 
абсорбционного соединения белка внова в золь, не меняя глу
боко химического состава взятой казеиновой кислоты. Отсюда 
напраш ивается вывод: химозин есть пептизационный или пепти- 
зирую щ ий фермент для  осадков белка с солями кальц и я .

Если сопоставить этот вывод с выводом первого опыта, где 
химозин сверты вал белок, то оказы вается, что один и тот же 
фермент обладает двумя противополож ными функциями, разно
временно вы являя  их при известных условиях среды, т.-е. в 
зависимости от концентрации фаз системы и ее температуры .

Т ак  к а к  это обстоятельство можно отнести лиш ь за  счет 
присутствия у фермента известного зап аса  поверхностной энер
гии, то можно химозин определить так: химозин является, 
в виду сконцентрированности на себе огромного зап аса  поверх
ностной энергии, дисперсоидологическим фактором, помогаю
щим реакциям  повы ш ения или пониж ения степени дисперсности 
у соединений казеиновой кислоты , идущим в системе в зависи
мости от температуры  и создающим легкую  обратимость этих 
процессов, в виду удерж ания вещ ества в .молекулярном вну
треннем раздроблении.
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Н „ ж е 3 7 " - Ж . , „  +  / ^ , ^ , +

выше З Т HjO 
, Т

+

Д исперсоидологически это вы раж ается так:
Т . Т Т 

Н и NaCl КпН ‘ и СаС1. ' з ферм.
Ж т , т

' и NaCl ос (абс. соед. каз. кисл. и СаС1.)
Т , Т  I т

" ^ з  КпСа ' 3 КпН ' и  СаС1 ~'~з ферм.
Этим опытом и соображ ениями я  исправляю  основную 

ош ибку в работе И . П. П а в л о в а ,  а им енно—сычужный фер
мент обладает несомненно двумя противополож ными функциями, 
но противопоставление И, П . П а в л о в а  н ев ер н о : не пептони- 
зация есть обратное к о а г у л я ц и и ,  а пептизация. И,  к а к  мы 
видим, этими обратными функциями обладает сычужный фермент.

Н а описанных опытах еще раз подтверж дается один из 
законов диалектики— взаимное проникновение противополож 
ностей, наличие у одного вещества двух противополож ных 
ф ункций, проявляю щ ихся в зависимости от условий среды.

Работа по наблюдению энзимных действий была продол
ж ена. По моему предложению , Е. П . Х е р а с к о в а  проверила 
все описанные выше испытания на напряж енны х системах к а 
зеиновой кислоты над рядом других ферментов, и оказалось, 
что пепсин, трипсин, эм ульсин , оксидаза, пероксидаза, диастаза 
и птиалин дают точно такую  ж е реакцию  коагуляционного и 
декоагуляционного процесса, к ак  и химозин ') .

Это видно из таблицы №  1:

Т а б л и ц а  № 1.
Казеиновая кислота в 10% NaCl.

Название фермента.
Форма со
стояния до 
нагревания.

i

Форма со
стояния золя 
после нагр. 

до 42\
i

Форма со
стояния но 
охлаждении 

до 18'.

Форма со
стояния по
сле приба

вления фер
мента.

П епсин....................
I

Коллоидный Объемистый Коллоидный
раствор. осадок. раствор.

Трипсин . . )> » -- —
Й oJ »

Химозин » » н ь  1 »
Эмульсин . . . . » » 1 °  1 »
Пероксидаза . . » » со »
О ксидаза................ » » С ^  S »
Диастаза . » » ё ю »
П т и а л и н ................ » • » »
Контрольн. . . . К. Р. Об. ос. Об. ос. Осадок оста

ется неиз
менным.

') «Труды Вологодского Молочного Института», том II, выпуск 4, 
бюлл. № 42.



Этими наблюдениями окончательно подтверж дается пра
вильность моих выводов о ферментном действии, как  о диспер- 
соидологическом факторе развития в определенных системах 
больш их внутренних поверхностей и тем помогающим каким  
угодно реакциям  в зависимости от условий среды и компо
нентов системы.

Одним словом— специфичность ферментного действия з а 
клю чается в том, что фермент предоставляет ту или иную, 
больш ую или меньшую поверхность для разверты вания реакц ии , 
и только.

И наче трудно объяснить, почему пероксидаза дает ту  же 
реакцию  с белком, как  и пепсин и эмульсин, лиш ь с разной 
скоростью действия.

Н а это ж е указы ваю т найденные Е. П . Х е р а с к о в о й  
связи между обратимостью белковой реакции и напряж енностью  
системы (вытеснение полное или частичное казеиновой кислоты 
в раствор, количество CaCL), обратимостью и силой темпера
турного воздействия на систему (вы сокая температура влечет 
необратимость реакции вследствие перехода степени дисперс
ности за  пределы легкой обратимости) ‘).

После исследования пептизационных процессов совершенно 
естественно было проследить за  действием ферментов на основ
ной субстрат казеиновой кислоты , взятый без солей кальц и я , 
введя при наблю дениях фактор времени. Мною предполагалось, 
что явление будет протекать в такой форме, которая позволит 
полностью разобраться в м еханике процесса.

Н аблю дения подтвердили предполож ения.
П риняты  были такие условия получения напряж енной 

системы казеиновой кислоты в 10%  NaCI.
Н авеска 0,61 гр . чистой казеиновой кислоты , проверенной 

на число титрования (8 ,2), была пересыпана в мерную колбу, 
вместимостью в 25 к. см.; см ачивалась несколькими кап лям и

спирта; приливалось до 15 к . см. воды, 5 к . см. N aO H

и оставлялось,’ при помеш ивании, до полного растворения.

Е
П олучался раствор казеи н -н атри я . П араллельно готовился

25 к . с.м. ~  НС1. В эрленмейеровскую  колбу до 200 к . см. 
oU

всыпалось 5 гр. NaCl, и вливался раствор казеи н-натрия, все
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перемеш ивалось до полного растворения. После этого быстро

вливался в колбу НС1. К олба находится в правой руке при

постоянном круговом  помеш ивании, левой рукой быстро вли 
вается раствор НС1. После сливания происходит несколько раз 
энергичное встряхи вание, пена исчезает при стоянии. При нор
мальном ходе реакции получается чуть мутный золь  казеиновой

Е
кислоты концентрации в растворе NaCl, чуть большем 10%.

Эта методика приготовления зо л я  казеиновой кислоты  при нята 
мною во всех дальнейш их опы тах. Д остоинства этой системы 
белка: она содерж ит казеиновую  кислоту в виде перенап ря
женной системы, устойчивость которой создает присутствие

Е
NaCl (в воде при концентрации -  - происходит ко агу л яц и я),

ш и
золь титруется , как  кислота, с фенолфталеином, и, следова
тельно, возможно следить за  ходом процесса; казеи новая  кис
лота, будучи в напряж енном  состоянии, легко вы деляется от 
незначительного количества уксусной кислоты , отсюда создается 
возм ож ность учиты вать ее количество в растворе.

Первые опыты были поставлены с химозином и пепсином. 
Основной приготовленный субстрат разливается в пробирки 
по 5 к . см. с кры ш ечкам и. После разливани я вносятся в виде 
порош ка химозин и пепсин. П робирки оставляю тся на время 
под наблюдением при обыкновенной температуре. Одна осталась 
контрольной без фермента.

Р езультаты  приведены в таблицах №  2 и №  3: 
Т а б л и ц а  № 2.

Х и м о з и н .

Время наблюдения.
i

Характеристика
системы.

Контрольная про
бирка.

Октябрь.

3 ..................................... Коллоидн. раствор.

4 ..................................... Мутный раствор. Коллоидн. раствор.

5 ..................................... Сильно .мутный. Без из.ченення.

6 ..................................... Отделяется | 
осадок; синерезнс. i

Без из.менения.

7 ..................................... Осадок умеиьш. Без пзменепия.
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Т а б л и ц а  № 3. 
П е п с и н .

Время наблюдения.

Октябрь

2 0 .........

2 1 .........

2 2 .........

2 3 ...........

24 . . .  .

25 . . .

Характеристика
системы.

Коллоидн. раствор.

Отделяется осадок.

Сииерезис. Осадок 
у.меиыпается.

Сильно уменьш.

Едва на дне.

То же.

Контрольная про
бирка.

Коллоидн. раствор. 

» » 

Без изменения.

I) »

» »

» 1)

И з таблиц явствует, что хнмозин и пепсин действую т 
на золь казеиновой кислоты соверш енно аналогично, отличаясь 
лиш ь скоростью  эффекта. С пепсином резкое изменение проис
ходит на другой день, тогда к а к  с хи.мозином эта стадия насту
пает на 3-й или 4-й. Все явление проходит такие фазы. Д аж е 
без присутствия солей кальц и я  происходит ко агу л яц и я  в виде 
нормального сгустка, напоминающего обыкновенный сырный 
сгусток; над ним раствор делается почти прозрачны м. В са
мом сгустке с течением времени идет ясный синерезис; сгу
сток, сохран яя  форму, ум еньш ается в объеме (у химозина 
медленнее), и остается в конце реакции чуть заметный осадок 
на дне. Раствор становится настолько прозрачны м, что дает 
лиш ь едва заметный конус Т и н даля . Повидимому, здесь идет 
у ж е не процесс пептизации, при которой коллоидность ясно 
сохраняется при обратном процессе. К онтрольны е пробирки 
сохраняю т во все время опыта полные коллоидные свойства 
зо л я  казеиновой кислоты . Я вление, описанное мною, было по
вторено десятки р аз с одинаковым результатом . Отсюда вывод. 
К оагуляция белка идет и в отсутствие солей кальц и я  под 
влиянием  фермента, при чем тип этой коагуляц и и  заставляет 
дум ать о простой кристаллизации, в отличие от взглядов Н а т -  
П1 а г S t е п ’ а; вслед за  ней наступает ф аза исчезновения осадка, 
который можно как-будто подвести под пептонизацию . Эта ре
акц и я обща обоим ферментам, и химозину и пепсину. Такил\ 
образом устанавливается качественная общность явления, и 
понятие о химической специфичности этих ферментов начинает 
колебаться.
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Чтобы проследить, что происходит с казеиновой кислотой, 
мною были поставлены опыты одновременно с этими ж е двумя 
ферментами, проверенными на специфичность обыкновенно при
нятыми методами, с наблюдением по окончании реакции за 
судьбой казеиновой кислоты при помощи воздействия CHj СООН 
на окончательную  ф азу ферментной реакц ии. Один из многих, 
вполне согласных меж ду собой опытов приведен в таблице №  4;

Т а б л и ц а  № 4.

Время
наблюдения.

Химозин.

Состояние системы

П е п с и н .

Состояние системы
Контрольи. без 

фермента.

Ноябрь.

После влипа- 
иия уксусной 
кислоты . . .

Коллоидн. раств. 

Мутный раствор. 

Сильно MyTHbiii. 

Осадок.

Ос. уменьш.

Коллоидн. раств.

Осадок.

Ум. ос.; синерезис 

Сильно уменьш.

К 0ЛЛ0ИД1Г. раств.

Небольшой осадок Едва заметный 
осадок.

Полный во весь 
объем осадок.

И з ан ализа таблицы ясно, что вторая фаза действия фермен
та есть пептонизация, вернее— химическое разлож ение, ибо оса
док в пробирках с химозином и пепсином после СНз СООН 
весьма незначителен по сравнению с выделившимся осадком в 
контрольны х пробирках без ферментов, при чем видно, что 
пепсин работает скорее и сильнее, химозин— медленнее и слабее. 
Отсюда вывод, что Tiponecc воздействия фермента на н ап ряж ен 
ную систему белковой кислоты слагается из двух  фаз— коагу 
ляционной и пептонизационной, идущ их друг за  другом. Это 
становится легко понятным при принятии моего постулата вто
рого об оптимальны х свойствах геля.

И з соображ ений вполне понятны х, следующим ферментом 
для испытания был избран— эм ульсин, к а к  фермент, ничего об
щего не имеющий с протеолитическими и коагуляционны ми 
функциями. П репарат взят  от М е р к а ,  проверен на свою 
основную реакцию  и на реакцию  пепсина и химозина. О бста
новка опыта совершенно аналогична предыдущ ему. Результаты  
опытов сведены в типическую  табл 1̂ ;у  №  5 , из которой видно.
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что в опыте применен прием испытания при помощи СНз СООН 
конечных фаз системы:

Т а б л и ц а  № 5.
Э м у л ь с и н .

Время наблюдения.

Ноябрь.

7

8 

9

10

11

12

После прибавления 
С Н зС О О Н .................

Характеристика
системы. Контрольная.

Коллоидный раствор

Слабо-мутный раств.

Мутный раствор. 

Сильно-мутный раств, 

Отдел, осадок.

Осад, довольно болын. 
часть объема.

Коллоидный раствор

Сильный осадок во 
весь объем.

И з анализа таблицы №  5 ясно видно, что первая ф аза—  
коагуляцион ная протекает и с эмульсином, но гораздо мед
леннее, чем с предыдущими ферментами. Что ж е касается  пе- 
птонизационной фазы, то она менее явственна в этих опы тах, 
может быть, потому, что медленно идущ ая реакция не довела 
до конца действие фермента, во всяком случае осадок от СН , 
СООН наблю дается меньш ий, чем в контрольны х пробирках. 
П оэтому я прибег к очень кропотливому способу выделения 
сгустка после эм ульсина казеиновой кислоты и титрования ее 
щ елочью.

Результаты  оказались т а к и е :—j'^ N aO H .

Титрование прямое в 10 к . см. зо л я — 0,81 к. см.
Т итрование осадка в контрольной пробирке— 0,79 к . см.
Титрование осадка после эм ульсина— 0,65 к . см.
Я сно, что эмульсин разлож и л часть казеиновой кислоты , 

тогда к а к  контрольная пробирка дала  титрование в пределах 
ошибки опыта при обычном переосаж дении.

В заклю чение первого цикла опытов были подвергнуты 
испытанию в том ж е духе еще два фермента: трипсин, к а к
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ясный протеолитический фермент, обычно в щ елочной среде, и 
д и астаза, как  амилолитический фермент, обычно в кислой среде. 
У словия опыта были взяты  те ж е. О сновная среда казеиновой

Е
кислоты в 10%  NaCl разливается по 5 к . см. в пробир

ки . Ф ерменты прибавляю тся в сухом виде. П репараты  и х  от 
М е р к а ,  проверенные на действие и отсутствие примесей. Н а 
блюдение ведется при обыкновенной температуре. И зменяемый 
ф актор— время. Среда— явно ки слая . Результаты  размещ ены 
в таблице №  6 :

Т а б л и ц а  № 6.

Время ' 
наблюдения. Трипсин. Диастаза. Контрольн. без 

фермента.

Ноябрь.
j
i

4 ..................... i Коллоидп. расти. Коллоиди. раств. Коллоидн. раств.

5 .....................! » »■ Мутнеет. i » »

6 ................. » |> Сильно мутный » »

7 .....................1 Мутный раствор.
раствор. 

Отделился осадок » »
1

8 ..................... Отделился осадок. Спнерезис; у.меньш.
1

1> »

9 .....................I ' Сииерезис.; осад.
осадок. 

Сильно умеиьш. » »
у.меньш. осадок. '

После прили- 
ванпяСНзСООН Средиий осадок. Малый осадок. Сильный осадок

1̂ 0 весь объем.

И з ан али за  таблицы  №  6 видно, что д ля  обоих фермен
тов первая  коагу л яц и о н н ая  фаза проходит в таком  ж е виде, 
к а к  и для описанных раньш е ферментов. К аж ется несколько 
странны м, что она легче возникает у диастазы , чем у три п 
сина, но если исходить в объяснении действия фермента из 
степени дисперсности его, то это обстоятельство допустимо. 
Ф аза  пептонизации идет тож е с обоими ферментами, и опять, 
к а к  ни странно, у диастазы  резче, чем у трипсина. П рилива- 
ние к  окончательной фазе СН;,СООН вы зы вает осадки меньш ие, 
чем в контрольной.

У диастазы  осадок значительно меньш е, чем у  пепсина. 
О казы вается, что диастаза является  более сильно пептонизи- 
рующим ферментом, чем безусловно протеолитический «присяж 



ный> трипсин, при чем последний достаточно хорош о, к ак  
видно из опыта, работает в явно кислой среде. Отсюда окон
чательны й вывод, что специфичность ферментов есть весьма 
условное понятие.

В результате всех наблюдений вы яснилась полная ош и
бочность представления о специфичности ферментов; все фер
менты, подвергнутые опы ту, вы явили наличие ко агу л яц и 
онной и протеолитической функций. В виду этого работа 
мною была углублена с постановкой опытов одновременно со 
всеми ферментами, с одновременно ж е приготовленной основ

ной средой. О на готовится в 25 к . см. при 5 к. см. NaOH 

и т. д. или все удвоенное, утроенное и т. д. по надобности. 

В результате получается золь  казеи новой  кислоты в 10Vo

NaCl. Среда разливается  в пробирки по 5 к . см .; прибавляю тся 
проверенные ферменты в сухом виде— пепсин, трипсин, химо
зин, эм ульсин , диастаза. О ставляется кон трольн ая пробирка 
без фермента. Опыт ведется при обыкновенной температуре, 
при чем меняющ имся фактором явл яется  врем я. И з р яда  та 
ки х опытов, совершенно согласовавш ихся друг с другом и 
проведенны х около 20 раз, при чем некоторые из них были 
с прибавкой , в качестве асептических средств, толуола и ти
м ола, я  беру типичное, размещ енное в таблице №  7 .

А нализ таблицы убеж дает, что все ферменты на н ап р я
ж енную  белковую  систему влияю т одинаково. Эта общ ая р еак 
ция ферментов ясно разбита на две фазы— коагуляционную  и 
пептонизационную  через синерезис. Н екоторы е ферменты обла
дают большой активностью  в этой реакции —пепсин, другие 
весьма слабой —  эм ульсин. Процесс зависит не от химической 
специфичности, т а к  к а к  диастаза работает одинаково по силе 
с химозином, немногим уступая пепсину, а трипсин, типично 
протеолитический фермент, уступает по активности диастазе, 
я в л яя сь  в кислой среде немногим сильнее эмульсина. Повиди- 
мому, все зависит от той поверхности, которую  создают фер
менты в растворе вне зависимости от их химического состава 
(если он различен ?). К онтрольная пробирка, где все время 
остается золь, убеж дает, что все явления зависят от фермен
тов, внесенных в среду, а не от бактериологических процес
сов, могущ их разы граться  от случайного засорения. Б актери о
логические посевы дали во всех и в контрольной пробирке 
почти отрицательны е результаты .

П ри сопоставлении этих наблюдений с пептизационными 
явлениям и, описанными мною ранее, напраш ивается сам собою
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Т а б л и ц а  Но 7.

Опыт поставлен 4 мая. Везде коллоидный раствор.

НАЗВАНИЕ ФЕРМЕНТА.

В Р Е М Я И А Б Л Ю Д Е И И Я.

5 мая. 6 мая. 7 мая. 8 мая. 10 .мая.
1

11 мая. 17 мая. 20 мая. 30 мая.

X а р а к т е р и с; т 11 к а с 0 с 1• 0 я ц и я.

Мутный Коагул. Осадок Синерез. Сильно Уменьш. Немного Едва Тоже.
раствор. отдел. осадок

Л/м P1ILTI1
уменьш. на дне. заметно.

Колл. Колл. Мутный
У iVlCilbiil.
Мутный Сильно Отдел. Резко Сильно Еще

раствор. раствор. раствор. раствор. мутный. осадок. отд. уменьш. меньше.

Х и м ози н ................................. Мутный Очень Появил Резкое Синерез. Сильно Сильно Уменьш. Немного
раствор. .мутный. ся осадок. отделен. уменыц. уменьш. уменьш. на дне.

осадок.
Эмульсин................ .... Колл. Колл. Колл. Колл. Мутный. Сильно Отдел. Уменьш. Уменьш.

раствор. раствор. раствор. раствор. мутный. осадок. осадок.

Д и ас та за ................................. Колл. Мутный Сильно Отдел. Синерез. Сильно Еще Еще Немного
раствор. раствор. мутный. осадок. ум. осад. уменьш. уменьш. уменьш. на дне.

Контрольн...................  . . Колл. Колл. Колл. Колл. Колл. Колл. Колл. Колл. Колл.
раствор. раствор. раствор. раствор. раствор. раствор.

1

раствор. раствор. раствор.

1

гою
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вывод, что все три функции— коагуляц и он н ая , пептизационная 
и пептон изаци онная— связаны  со всеми ферментами и идут в 
полном соответствии друг с другом по силе. Д л я  больш ей яс 
ности, в таблице №  8 сведены, пока качественно, все х ар акте
ристики по активности ферментов по результатам  моего опыт
ного м атери ала. Система п ри н ята  б ал л ьн ая , на 5 баллов.

Т а б л и ц а  № 8.

НАЗВАНИЕ

ФЕРМЕНТА.

Пепсин . 

Химозин 

Диастаза 

Трипсин . 

Эмульсин

Коагуля
ционные
свойства.

Пептиза-
ционные
свойства.

Пептони-
зацион.

свойства

И з таблицы видно, что сила всех функций совершенно 
параллельн а  для  каж дого фермента, и что ступенчатость х а 
рактеристики  явно говорит о каком -то едином источнике этой 
силы . В моей теории это вы падает на долю степени дисперс
ности самого фермента. П оскольку опытами подтверж дается 
пептонизация казеиновой кислоты , белковый распад, идущий 
со всеми ферментами, но с различной интенсивностью у каж дого, 
интересно было проследить за  ходом этого распада.

Были повторены опыты со всеми ферментами над  н ап ря
ж енной системой казеиновой кислоты в 10%  N aCl. Из каж дого 
опыта взяты  окончательны е стадии обработки по времени при 
одновременном действии всеми ферментами, конечно, в разны х 
п робирках , через две-три недели после начала опыта.

В пробирки, где осадок или едва заметен, или в полном

ходу синерезиса, п ри бавл ял ся  ^  N aO H  до усреднения по фе

нолф талеину, для того, чтобы привести все пробирки к равно
мерному состоянию слабого золя . Затем  в почти однородные 
оптические ж идкости при бавлялось по 0,25 к. см. 10% СН3СООН. 
В зависимости от фермента, в пробирке вы падает той или иной 
величины осадок. Е го размер в контрольной пробирке прини

мался за  единицу ^ в остальны х оценка давалась в дроб
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ных долях  к  контрольном у осадку. И з ряда опытов взяты  ти 
пичные выписки из дневников и сведены в таблице №  9. В 
каж дом  месяце даны опыты, подвергавш иеся действию фермента 
не одинаковое количество времени;

Т а б л и ц а  № 9.

Н азвание

фермента.

Октябрь. Ноябрь. Декабрь. Апрель. Май. Июнь.

Величина объема осадка казеиновой кислоты от 
СНд СООН.

Пепсин . . 

Трипсин . . 

Химозин . 

Эмульсин . 

Диастаза . 

Контрольн.

1/12

1.5

1/6

2/3

1/1

1/12

1,5

1,8

2/3

М

1/20 1/20 1/20 1.15

1/10 1/10 1/10 1/5

1/8 1/8 1/8 1,6

1/2 2/3 1/2 2'3

1/10 1/10 1 12 1/10

11 1/1 1/1 1/1

И з ан али за  этой таблицы явствует, что наиболее сильным 
пептонизационны м (химическое действие) обладает пепсин, за  
ним диастаза, далее идут, чередуясь ,— трипсин и хим озин, и, 
наконец , последнее место заним ает эм ульсин . Н еодинаковость 
чисел у  отдельных ферментов- пепсин— от '/го до Ч п ,  трипсин—  
от ‘/,0 до Vo и т. д ., объясняется неодинаковы м по времени 
действием фермента. Р азн и ц а в числах меж ду различны ми фер
ментами, пепсин '/зо, эмульсин ^'з, построена исклю чительно 
на разнице запасов внутренней поверхностной энергии. Это 
заметно даж е грубо оптически. В то время к а к  чистый раствор 
пепсина даеТ заметный золь  и ясный конус Т и н даля , раствор 
чистого эм ульсина почти прозрачен и дает слабый конус Т ин
д ал я ; трипсин ж е мало растворим в ж идкости той кислотности, 
которая  получается в опы тах. П овидимому, порядком отбора, 
к а к  в эволю ционном процессе, каж дое из вещ еств, подвергаю 
щ ееся распаду, сочетало около себя фермент, создающий тот 
зап ас  поверхностной энергии, который явл яется  оптимальным, 
не исклю чая возможности и способности использовать запасы  
энергии и другого фермента. Вещество п орядка глю козидов, 
более просто построенное, чем белок или крахм ал, требует 
меньш их запасов поверхности д ля  разлож ен и я , и наоборот. 
Х им озин, который обладает средней активной поверхностью .
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легко  приостанавливает свое действие на первой фазе общего 
процесса распада вещества на фазе коагуляционной..

Д альнейш ей задачей встала передо мной необходимость 
найти объективное вы раж ение соверш аю щ егося процесса рас
пада белка и проследить его течение при различны х фермен
тах . В качестве меры явлен и я  наметилось определение свой
ства, данного в опытах, легко доступного и обусловленного 
наличием кислотны х ф ункций в казеиновой кислоте.

В те ж е повторенные массовые опыты с перенапряж енной 
системой казеиновой кислоты  в 10%  N aCl я  ввел определение

кислотности, выражаемое количеством N aO H  на 5 к . см.

разлитого золя д ля  опытов. Ч то эта ф ункция налицо у раство
ра, понятно из реакции К аз . N a-|-. НС1 К аз. Н +  NaCl, где ти
троваться  долж ен К а з .Н .

Н аблю дения над кислотностью  были взяты  из разны х 
серий опытов рядовы х и отнесены к тем месяцам, когда про
изводились наблю дения. Ч и сл а  их подтверж даю тся и в сами 
рядах  и сериях рядов. Сводные результаты  размещены в та 
блице №  10:

Т а б л и ц а  № 10.

НАЗВАНИЕ ФЕР

МЕНТОВ.

ла.юк0
1

J3о.
СС
X

п

J3а,яQ
К

«со 1
J5

2

Кислотность в к. см. на 5 к. см. золя.

П е п с н п ............................. 1,0 0,92 0.9 1,05 1,0 0,7 0,95

Трипсин ............................. 0,65 0,67 0,67 0,7 0,75 0,55 0,82

Х и м о з и н ......................... 0,8 0,75 0,82 0,9 0,9 0,6 0,85

Э м у л ьс и н ........................ 0,55 0,7 0,65 0,6 0,55 0,5 0,55

Д и а с т а з а ........................ — 0,85 0,88 0,9 0,85 0,75 0,90

Контрольн......................... 0,5 0,52 0,57 0,55 0,5 0,35 0,45'

А нализ этой таблицы у казы вает , что при происходящ ем 
процессе пептопизации определенно растет кислотность, оче
видно, образую тся белковые кислоты более простые, чем казеи 
новая ки слота, ибо основной химический характер  белковых



веществ не м еняется, на что указы вает биуретовая реакц ия в 
продуктах реакции ф ильтрата. Рост кислотности по отношению к 
контролю весьма своеобразен. Самые высокие значения дает пеп
син, самые низкие —  эм ульсин , т ак  что карти н а по кислотности 
вполне совпадает с преж ней оценкой силы действия фермен
тов. В еличина край него  распада в вертикальном  ряду  никогда 
не превыш ает удвоенной начальной цифры опыта в контроле,
—  нап р .: ноябрь — кой трольн ая —  0 ,5 , п еп си н — 1,0; ию ль —  
контрольная —  0,45 , пепсин —  0,95 и т. д ., что указы вает на 
сравнительно простой распад  вещ ества —  удвоение кислотных 
функций; в больш инстве ж е распад леж ит меж ду 1 и 2 с пол
ной закономерностью  своего ход а, хотя  бы: м арт —  контроль
н а я —  0 ,55 , эмульсин — 0,60 , трипсин —  0,7 , химозин и диастаза
—  0,9 и пепсин— 1,05, как  и предполагалось из общего закон а, 
устанавливаю щ его силу фермента (см. таблицу №  8 ).

В горизонтальны х рядах  совпадение тож е разительное. 
Ход процесса ограничивается некоторыми рамками, за  них, к а к  
п р а в и л о ,  процесс не переходит. Эмульсин все время дер
ж и т с я — 0,5  —  0,7, диастаза — 0,75 —  0,9  и т. д ., т ак  что к а 
ждый ферд1ент дает границу равновесия распада, и лиш ь пепсин 
доводит распад  до конца.

В приведенных опытах участвую т —  казеи новая  кислота 
в свободном состоянии, Н зО, NaCl и фермент. Конечной ре
акцией явл яю тся  исчезновение казеиновой кислоты и появле
ние н о в ы х  к и с л о т .  Е сли фермент, к а к  при нято , в реакцию  
не входит, кислыми функциями не обладает, Н._,0 и NaCl не 
могут быть пептонизаторами, то ясн о , что единственным ф ак
тором распада могут быть свободные ионы Н- от самой казеи
новой кислоты . Очевидно, они при условии ш ироко разверну
той поверхности от фермента разлагаю т самое казеиновую  
кислоту. На их активность указы вает и pH  в растворе, в золе. 
Во всех наблюденных опытах оно оценивалось 5,1 —  5 ,2 , что 
говорит о достаточно сильной активности водородных ионов, 
о большой концентрации их. А отсюда получается инте
ресный вывод об автолитическом процессе в белке, когда бел
ковая кислота при известных условиях, предоставленная самой 
себе, мож ет разлагать  себя.

Я вления автолиза белков в чистой воде уж е наблю дались 
ранее. Они понятны, ибо в воду уж е при простом разм еш ива
нии с порош ком белка переходит такое количество белковой 
кислоты, что, к а к  показали  мои опыты с pH  бидестилляты, 
оцениваемой —  7, оказы валось кислым и равным 5,5 , при 
условии перехода белковой кислоты в НгО от простого встря
хивания.

П оскольку вопрос поднялся о p H , постольку был поста
влен детальный опыт определения pH  при всех стадиях обра
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ботки казеиновой кислоты различными ферментами. Опыт был 
повторен обычным порядком. Н ап ряж ен н ая  система казеиновой 
кислоты в 10% NaCl разли валась в пробирки; вносился фер
мент, оставлялась кон трольн ая, и определялось pH  в середине 
и конце процесса обработки ферментами. Р езультаты  размещ е
ны в таблице №  11:

Т а б л и ц а  № И.

Изменения pH.

1-й опыт;

НАЗВАНИЕ ФЕРМЕНТА.
кга

к
S
оп

2-й опыт; 3-й опыт:

S
S

кс;
S
S

к
I
осм

Пепспн .

Трипсин .

Химозин

Эмульсин

Диастаза

Конгрольн

5.0

5.0

5.0

5.1

4.8

4.9

4.9 

5,1

5.0

5.0

5.1

5.1

5.1

4.9

4.9

5.0

5.0

5.1

5.0

5.1

5.1

5.2

5.1

5.2

4.8

5.0

4.9

5.1

4.9

5.2

И з ан ализа таблицы №  11 явствует, что увеличение pH 
во всем течении реакции незначительно, чего и следовало ож и
дать теоретически , ибо распад пептонизационный и даж е появле
ние аминокислот не мож ет создать больш ие значения p H , т а к  к а к  
концентрация водородных ионов увеличивается  крайне медленно 
в продуктах  белкового распада; даж е такие простые вещества, 
к ак  аспарагиновая  ки слота , имеют изоэлектрическую  точку 
около pH  =  4 . Но сравнение в отдельных опытах значений pH  
середины фазы и конца ее: 8 -го м ая пепсин —  5 ,0 , 30-го он ж е — 
4 ,8 ,—  свидетельствует, что медленный распад соверш ился, а 
сравнение в вертикальны х рядах  говорит об активности ка 
ж дого фермента: слабее—эм ульсин, сильнее— пепсин, прочие — 
в середине; у  пепсина 20-го ию ля распад дош ел до 4 ,8 , а у 
эм ульсина — 5,1 при условии контроля —  5,2 .

Эти опыты, вполне согласуясь с общим ходом наблю дений, 
еще раз подчеркиваю т, что пептонизация идет со всеми фер
ментами, но с разной скоростью .



Последним я поставил задачу  проследить влияние фер
ментов на систему казеиновой кислоты , где изменено pH  в сто
рону повыш ения щелочности прибавлением  N aO H .
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В обычно приготовленный золь  вносится
10

N aO H  в

таком  количестве, чтобы pH  =  7,2, т .-е . реакц ия была бы почти 
нейтральной. Т аким  путем обработанный золь разли вается  в 
пробирки по 5 к . см ., в них вносятся обычным порядком по
рош ки ферментов.

Р езультаты , полученные через несколько дней от н ачала  
наблю дения, размещены в таблицах №  12 и №  13. Т абли ца № 12 
ясно указы вает, что при условии pH  =  7 ,2  явление и звращ ает
с я . В то время к а к  в контрольной пробирке за  все врем я опы 
та  остается коллоидный раствор, в пробирках с ферментами 
идет постепенное просветление зо л я  без наступания к о а гу л я 
ционной фазы . Отсюда прямое указан и е , что коагуляц и он н ая  
ф аза обусловлена наличием свободных водородных ионов. П о
степенное просветление особенно ярко  идет в пробирках с три п 
сином и диастазой .

Т а б л и ц а  № 12.
Прилито NaOH до pH =  7,2; в контрольной pH =  5,0.

НАЗВАНИЕ ФЕР

МЕНТА

С 0 с Т 0 :я н и е <: И С т е м ы.

2 июня 4 июня. 9 июня. 12 июня. 15 июня.

Пенсии . . . . Колл. р. Без изм.

Трипсин ................. » Меньше
Cs
S

к
S опалесценц.

Химозин . . . . » о а> Без изм.
s: S gа>

Эмульсин . . . . » s
со

S
со Без изм. о

« = S
со со

Диастаза . . . . )> о Меньше Н
ш Ш оиалесценц.

Контрольн. . . . |> Без из.ч.

3*
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Т а б л и ц а  № 13.
Определено в конце процесса. р Н ^ 7 ,2— начальное достигнуто путем под-

щ елочения NaOH.

Н АЗВАНИ Е ФЕРМЕНТОВ.

Пепсин . . 

Трипсин . 

Химозин . 

Эмульсин . 

Диастаза . 

Контрольн

pH. Кислот
ность.

6.9 

6,8

6.9 

7,0 

6,8 

7,2

0,2

0,6

0,1

0,1

0,5

0,05

Осадок от 
СН, СООН.

У2 

1 20 

4 5 

4 5 

1 20 

1/1

Значение этого раскры вается таблицей 13, где сосредото
чены значения pH , кислотности и осадка от СНдСООН в по
следней стадии действия ферментов. Совершенно ясно, по из
менениям pH  и кислотности по сравнению  с контрольной про
биркой, что фаза пептонизации идет со всеми ферментами, но 
не одинаково: лучш е всего разлагаю т трипсин и диастаза, где 
значения кислотности достигаю т 0,6 и 0 ,5  вместо 0 ,05  в кон
трольной; изменения значений pH  параллельны .

Но всего нагляднее о ходе распада свидетельствую т ве
личины осадков от СНд СООН. Явление совершенно иного тол
к а , чем при обычном pH  =  5 ,1 ; здесь сильнее всего работают 
трипсин (V20) и диастаза (V20), тогда к а к  пепсин (‘/з), а осо
бенно химозин (^/5), почти равняю тся с эмульсином (^/5). Это 
объясняется тем, что нарастание Н ’-ионов слабее у трех  по
следних, чем у первы х двух (трипсин и диастаза), а с н араста
нием Н ‘-ионов идет параллельно пептонизация. Ещ е лиш нее 
подтверж дение, что фермент — лиш ь активн ая noeqjxHocTb, а 
явлен и я  распада зави сят  от ионов Н \

Совершенно естественно было углубить опыт с устано
вленным при начале p H , равным 9 ,0 , что говорит уж е о силь
но щ елочной функции. Опыт был поставлен аналогично пре
дыдущему с учетом тех  ж е величин, и наблю дения сведены в. 
таблицах №  14 и №  15.
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Т а б л и ц а  №  14.
Прилито NaOH до pH ^ 9 ,0 . Начальное р Н = 5 ,2 .

Н АЗВАН И Е Ф Е Р

М ЕНТА.

С 0 с Т 0 Я и И е (: И С т е м ы.

*
2 нюня. 4 июня. 9 июня. 12 июня. 15 июня.

П е п с и н ................ Колл. р. S
я

3S Без изм.
аЗ

Трипсин ................ »> Я X Меньше
0) QJ опалесценц.

Химозин . . . . » X Без изм.

Эмульсин . . . . »
S
п
S

г
«
S » о

Диастаза . . . . »> со W Меньше
опалесценц. Н

Контрольн. . . . » Ш Без нам.

Т а б л и ц а  №  15.
Определено в конце процесса. Начальное pH =  9 ,0 .

Н АЗВА Н И Е ФЕРМЕНТА. pH. Кислотность Осадок от 
СНзСООН.

П епсин..................................... 7,7 Щелочи. 4 5

Т р и п с и н ................................. 7,8 » 1 20

Х и.мозин................................. 7,8 » 4 5

Эмульсин................................. 8,0 » 4 5

Д и астаза ................................. 7,7 » I 20

Контрольн................................ 9,0 » 1/1

П ервая таблица свидетельствует, что явление при р Н = 9 ,0  
протекает так  ж е, как  и при рН  =  7,2, т .-е. что щ елочная и 
нейтральная реакции уничтожаю т коагуляционную  фазу; вто
р ая  таблица, повторяя явления при pH  =  7,2, указы вает, что 
белковый распад при наличии ионов О Н ' все ж е вызывается 
образованием ионов Н ‘, которые и разлагаю т белок и туш ат 
гидроксильные ионы, стремясь создать кислую  реакцию , пере
вести pH  за  пределы нейтральности.



В присутствие ж е трипсина и диастазы  гидроксильны е 
ионы являю тся  активно действую щ ими, и, очевидно, поверхность 
трипсина создана так , что при ней энергичнее работает О Н ', 
чем Н-, тогда к а к  для диастазы  это не имеет значения. Д л я  
пепсиновой поверхности более активным является  Н -, а не О Н '. 
М еханика этого процесса подлеж ит детальному изучению . И з 
опытов следую т выводы, что н ей тральная и щ елочная реакции 
уничтож аю т коагуляцион ную  ф азу, пептонизационную  —  из
вращ аю т.

Н а  этих наблю дениях заканчиваю  я первую  часть своего 
исследования о специфичности ферментов.

В ы в о д ы :
1. Х имической специфичности ферментов нет; то, что н а

зы ваю т специфичностью ферментов, можно объяснить лиш ь фи
зическим  строением их, различны м запасом  поверхностной 
энергии  в них, зависящ ей от степени дисперсности самого 
фермента.

2. П роцесс д е й с ^ я  фермента составляется из фаз ко агу 
ляционной и пентойизационной, следую щих друг за  другом. 
П ри pH  =  7 и выше, коагуляц и он н ая ф аза исчезает, а пепто- 
ни зацион ная —  извращ ается.

3. При наличии в перенапряж енной казеиновой системе 
СаС1з ф аза коагуляц и он н ая  наступает при нагревании и без 
фермента; фермент помогает ей образоваться при малых кон 
центрациях CaCls; при ни зки х тем пературах  в свернувш ихся 
системах фермент является  пептизирую щ им (физическое р аз
дробление) фактором.

4. Ф ермент есть дисперсоидологический катализатор , по
могающий в перенапряж енны х белковых системах явлениям  ко 
агуляц и и , . пептизации и пептонизации, —  которые наступаю т 
под воздействием други х ф акторов (ионы Н ‘ , О Н ', тем ператур
ные колебания и т. д .). Ф ермент, разверты вая внутреннюю по
верхность, создает благоприятны е условия для соверш ения 
дисперсных (абсорбционных) реакций.

5. Существуют особые соединения у  белков с солями 
к ал ьц и я , которые мож но назвать  коагуляционно-абсорбционно- 
химическими, ибо при этих р еакц и ях  имеются налицо и р еак
ция двойного обмена, и выпадение от определенных ионов, и 
абсорбционные сочетания
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F o l g e r u n g e n .

1. Es gibt keine chemische Specifiitat der Ferm enten; was 
als Specifitat der Ferm enten genannt w ird , kann bloss a!s ihre 
physische S truk tu r, als verschiedene V orrate der in ihnen enthal- 
tenen, von denn Dispersionsgrade des Ferm entes selbst abhangigen—  
oberflachlichen Energie -e rk la rt w erden.

2. Der Ferm entenw irkungsprozess besteh t aus Koagulations- 
und P eptonisationsphasen, die nacheinander folgen. Bei p H = 7  und 
iioher verschw indet die K oagulationspiiase w ahrend  die der Pepto- 
nisation verunstalte t wird.

3. Bei vorhandenen CaCla im Uberspannten Kaseinsystem  im 
Faile der Erw arm ung beginnt die K oagulationsphase auch oiine 
Ferm ent; das Ferm ent hilft ihr bei der schw achen Konzentrationen 
von С аО г sich zu bilden; bei niedrigen T em peraturen  in der koa- 
gulierten System en stellt sicii das Ferm ent als Peptisationsfaktor 
(physiche Zerbrockelung) dar.

4. Das Ferm ent ist ein dispersoidologischer K atalisator, der 
in den iiberspannten Eiw eisssystem en als Hilfsmittel der Koagula- 
tions-Peptisations-Peptonisationserscheinungen, welche bei der W ir- 
kung anderer F aktoren (H-, O H '- Jonen, T em peraturschw ankungen 
usw .) auftreten, vorkom m t. Das Ferm ent, indem es die innere Ober- 
flache entw ickelt, erzeugt giinstige Bedingungen zur Vollbringung 
von Dispersions-, A bsorptionsreaktionen.

5. Es gibt besondere Verbindungen des Eiweisses m it Cal- 
ziumsalz, die als Koagulations-, A bsorptions-chem ische bezeichnet 
w erden konnen, da bei diesen R eaktionen auch R eaktion von dop- 
pelter U m stellung, Ausfall wegen bestim m ten Jonen und Absorptions- 
vereinigungen s ta tt finden.
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Периодические осадки в фосфорно
кальциевых солях

в. А. Догадкин





Периодические осадки в фосфорно-кальциевых 
солях.

Т а к  называемые кольца Л и з е г а н г а  в фосфорно - к а л ь 
циевых солях принадлеж ат к числу типичных для этого рода 
явлений. Больш ое внимание уделил и.м Е . H a t s c h e k * ) ,  и зу 
чая кольцеобразоваиие для Са,ч(Р04)2. Е сли допустить принци
пиальную  возможность объяснения некоторы х моментов формо
образования в организм ах с точки зрени я м еханизма явлений 
Л и з е г а н г а ,  к а к  это делает, например, Е . K u s t e r ' ^ ) ,  то 
периодические осадки фосфорно-кальциевых солей имеют осо
бый интерес в силу их обычного нахож дения в составе ж и вот
ных и растений. Кроме того, к а к  будет видно из дальнейш его 
и злож ения, образование в ж елатине колец С аН Р 04 происходит 
чрезвычайно быстро и отчетливо, т ак  что они являю тся весьма 
удобным объектол! для  ознаком ления с периодическими р еак 
циями вообще. Эти два обстоятельства и обусловили настоящ ую  
работу.

1. Описание явления.

В общем случае периодические осадки получаю тся в ре
зультате реакции N a .H P 04 ;-CaCl2= C a H P 04 +  2N aC l. Впрочем, 
состав осадка далеко не соответствует его ф орм уле, приведен
ной в схеме: в действительности получается вещество с пере
менным содержанием Н в м олекуле •̂ ). У потребление N H 1H 2P O 4 
вместо N a^H P04 не дает кольцевания при опытах в п робирках . 
В этом случае в системах с наиболее высокими концентрациям и 
электролитов образую тся на некотором расстоянии от мениска 
ж елатины  равномерно разбросанные кри сталлические аггрегаты  
осадка. В тех ж е условиях, при ведении опытов на стеклян 
ных пластинках  (центральная кап ля  N H 4H 2PO 4 In , в ж ел а 
тине СаС1г 0,08п) после вы сы хания ж елатины — через 3 0 —35 ча
сов, зернистый кристаллический осадок имеет ясно различимое

’) См. R. Е. L i e s e g a n g :  Cheniische Reaktionen in Gallerten (Dres
den, 1924).

-) E. К ii s t e r; Ueber Zonenbildung in kolloidalen Medien (Jena, 1913). 
) B. О ствал ь д : «Основы неорганическо!! химии», стр. 522 (М. 1924).



периодическое распределение в виде довольно ш ироких зон 
различной интенсивности (рис. 1). Н апротив, зам ена СаСЬ^ 
азотно-кислым кальцием  не влияет на хар актер  колыдеобразо- 
вания ни с качественной, ни с количественной стороны. На 
рис. 2 засняты  пробирки с системами, полученными в одних 
и тех  ж е условиях, с тем лиш ь различием , что в пробир
ках  а, Ь в ж елатине содерж ится СаОз в конц. 0 ,015п, а 
в пробирках с, d— Ca(N0 a)2 в той ж е концентрации. Число 
колец и расстояни я между ними тождественны.

В качестве среды для  опытов в пробирках  употребляется 
3% -й  раствор ж елатины , а д л я  опытов на пластинках— 8% -й . 
Ж елатина неизвестной немецкой фирмы и содерж ит Са- и С1': 
для 3 %  раствора ее pH  =  5 (приблизительно) *). Поэтому ж е
лати на очищается по возможности многократным промыванием 
в дестиллированной воде, а в случае необходимости очищение 
производится по- Л  е б у -).

П орядок опытов таков, что внутренним электролитом  (со
держ ащ им ся в ж елатине) служ ат всегда кальциевы е соли, а 
внешним электролитом  (диффундирующим в ж елатину) являю тся 
соли фосфорной кислоты . Обратный порядок не дает сколько- 
нибудь удовлетворительны х результатов, т ак  к а к  концентриро
ванный раствор СаС1г пептизирует ж елатину. П ри этом, при 
диффузии СаС1г в ж елатину с фосфатионом, осадок С аН Р О / 
имеет размытую границу, что всегда служ ит внешним при
знаком  условий, не способствующих образованию  периодиче
ских осадков.

Самое явление протекает следующим образом. Ж елатина, 
содерж ащ ая Са‘, наливается в пробирку; через 3 — 12 ч. по 
застывании поверх нее наливается 2 к. см. раствора фосфата. 
Тотчас начинает образовы ваться осадок СаНРО^ («пробка»), 
который по мере диффузии фосфата постепенно спускается вниз. 
П ри этом внешний край пробки, обращенный к  ж идкости, 
в процессе роста осадка видимо теряет в своей интенсивности: 
нижний край резко ограничен, и осадок в нем каж ется  более 
густым. Закончивш ая свой рост пробка полупрозрачна и оди
наково интенсивна на всем протяж ении. Рост ее прекращ ается, 
к ак  только на некотором удалении от нижнего к р а я  пробки 
по стенкам пробирки намечается еле заметный м азок осадка, 
дающий начало первому слою. Слой растет от периферии к 
центру, имеет первоначально значительную  (от 0,6 до 1,0 мм.) 
толщ ину и плоское очертание. В дальнейш ем он принимает вид 
тонкой пленки, прогнутой соответственно мениску желатины .
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’) pH определяется колориметрически по W h e r r y .
-) J .  Loeb: Die Eiweisskorper und die Theorie der kolloidalen Erschei- 

nungen (Berlin, 1924), 39.
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Н адлеж ит зам етить, что уплотнение слоя, аналогично пробке, 
идет по нижней его границе, т .-е . в направлении диффузионного 
тока . Вслед за  первым слоем образуется второй, третий и т .д . ,  
пока в прослойках не п оявятся  кристаллические аггрегаты  
осадка. Обычно они появляю тся между последними тремя слоями, 
более или менее наруш енными в своих очертаниях; дальш е 
осадок уж е вы падает исклю чительно в виде этих кри сталли
ческих аггрегатов, не показы ваю щ их в своем распределении 
какой-либо периодичности.

Таким  образом, после окончательного заверш ения процесса, 
д ля  чего потребуется 3 0 — '60 час ., система состоит из пробки, 
некоторого количества слоев в виде пленок, практически оди
наковой толш ины, и кристаллического осадка. Расстояния 
между слоями растут по мере удаления от мениска ж елатины , 
прогиб ж е их увеличивается в обратном порядке. В дальней
шем слои «перекристаллизовы ваю тся»; они становятся заметно 
сетчатыми.

Помимо типичных, сплошных слоев, а такж е слоев не
полных, разорванны х, —  в некоторых случаях  образую тся так  
наз. «сатурновы кольца», которы е, к а к  сообшает К. Р о р р  0 . 
были впервые наблюдаемы Е.  H a t s c h e k ’oM.  «Сатурновы 
кольц а»— слои, состоящие из хорош о образованного на пери
ферии кольц а, внутри которого чуть ниж е леж ит диск из 
осадка. Эти кольца получаю тся сравнительно редко; появление _ 
в системе одного кольца обычно влечет за  собой появление д р у - ' 
гого; ниже идут уж е разорванны е слои, и никогда не образуется 
сплош ных. Возможное объяснение «сатурновых колец» можно 
видеть в том, что при соответствующем прогибе мениска ж е л а 
тины диффузионный ток внешнего электролита разделяется на 
два ру сл а— центральны й и боковой. П ервое дает начало диску, 
второе-^кольц у ; между ними образуется зона, лиш енная осадка, 
в результате и получается названная конф игурация. П равиль
ность такого предполож ения подтверж дается схематическим 
рис. 3, в котором точно соблюдены размеры одной из систем 
с «сатурновыми кольцами».

II. Количественные отношения.

Несомненно, что одним из основных условий, определяю 
щ их каж дую  систему периодических осадков с количественной 
стороны , является  концентрация реагирую щ их электролитов. 
А т а к  к а к  в нашем случае зам ена СаС1-2 равным ему по сте
пени диссоциации Ca(N0 a)2 не м еняет количественных отнош е
ний в системе, в то время, к а к  зам ена Na-jHPOi посред
ством N H 4H 2P O 1 изменяет картин у не только количественно,

')  к .  Р о р р .  КоП. Zeitschr, 36, 208 (1925).
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но и качественно, то характер  системы, очевидно, зависит от 
концентрации ионов реагирую щ их веществ. Эта зависимость 
довольно слож на. С одной стороны, как  соверш енно справед
ливо доказы вает В о л ь ф а н г  О с т в а л ь д * ) ,  выпадение осадка 
вообще протекает в услови ях , определяемы х законом  действую 
щ их масс; с другой стороны, от концентрации, по Ф и к у ,  з а 
висит скорость диффузии, и, наконец, кон центраци я ж е опре
деляет степень дисперсности осадка, что, к а к  нам каж ется , 
имеет свое влияниена кольцеобразование. Раскры ть эту зави 
симость по суммарному эффекту не представляется возможным. 
Более или менее общим показателем  ее явл яется  число, вы р а
ж аю щ ее соотношение в кон центраци ях м еж ду внешним и вну-

Q
тренним электролитам и (1 =  — ). Т ак , для  3 %  ж елатины  при

Cj
18° предельное значение 1 =  8 . П ри 1 < 8  уж е не происходит 
кольц еобразовани я. Это видно из приводимой таблицы  и рис. 4 .

Т а б л и ц а  № I .

Концентра
ция внешн. 
электрол. 

С

Концентра
ция внутр. 
электрол. 

С,
1 -  ^  Cl

Число колец 
(без пробки)

п = А  +  1.

1 n 0,0125п 80 6
0,8 » |> 64 5
0,6 » )> 48 4
0,4 » » 32 3
0,2 » |> 16 2

Само собой разум еется, что приведенная в последней графе 

формула общего числа колец в системе (не считая пробки) п = - г —
К

- р 1, где к = 1 6 ,  соблюдается только в совершенно тож дествен
ных по внешним условиям  сериях опытов. Тем не менее, она 
полезна для  общего представления ф ункциональной зависимости 
системы от имеющегося равновесия электролитов.

Зависим ость м еж ду концентрациями электролитов, с одной 
стороны, и толщ иной слоев, а такж е расстояниям и м еж ду ними 
(прослойками)— с другой отмечалась многими исследователями. 
Д л я  системы колец из СаНРО^, к а к  уж е указы валось, толщ ина 
отдельных слоев практически одинакова или, вернее, опреде
ление разли чи я  в толщ ине крайне затруднительно в силу не
значительности толщ ины колец и их конф игурации (на фото
граф иях видна не сам ая толщ ина слоев, а их прогиб). Ч то 
касается расстояний меж ду слоями, то измерение их приводит

’) Wo. O s t w a l d ,  Z s i g m о n d у - Festschrift (KoU. Zeitschr, 36., 
380 (1925).
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к установлению  несколько иной зависимости, чем это делает 
К . Р о р р  для системы Mg(0 H )2. Р яд  серий опытов, из кото
рых предлагаем ая выбрана произвольно, приводят к  данным: 

Т а б л и ц а  № 2.
Ж ел ати н а=3% . Концентр. NBoHPOj постоянна : С = 1  п .

Концентр. 

СаС1,, Cl
1 =  ̂  

Cl

Толщина

пробки.

Расстояние колец от мениска 
тины в мм.

жела-

1 2 3 4 5 6 7 8 9

0,02 п 50 4,5 4,8 6,7 8,8 11,2 14 17,2 20,6 — —

0,04 » 25 3.6 4 5,2 7 9 10,4 12,7 15 18 21,6

0,58» 12,5 2,6 3 4 5 6 4 8 9,7 11 — —

4 S  

20  

fS 
10 ■ 
5"

^  i  S  (3 '?
Л о р s>y а

Чертеж 1.

Эта таблица, а такж е
___ и к р и в ая  к  ней (черт. 1) ,

устанавливаю т следую 
щее полож ение: при по
стоянной концентрации 
внешнего электролита и 
уменьш ении концентра
ции внутреннего, уве
личиваю тся расстояни я 
м еж ду кольцам и. И ли:

I I____ _ чем больш е значение для
i  S  1, тем круче кр и вая  р ас 

стояний меж ду к о л ьц а
ми, если концентрация 
внешнего электролита 
постоянна.

О братная постановка опьггов дает такие результаты : 
Т а б л и ц а  № 3.

Ж елатина = 3 % .  Концентр. CaCla постоян н а: Ci =  0,0125 п.

Конц.
NaiHPOi

Сп

j _  С Толщина
Расстояние колец

тины
от мениска жела- 

в мм.

Cl пробки. 1 2 3 4 5 6

1 п 80 7 9,4 12 15 18,2 21,7 26,2
0,8 » 64 6,8 9 11,8 15,1 18,5 22,1 —

0,6 » 48 6,5 8,9 11,5 15 19 — —
0,4 » 32 5,6 8 11 14,6 — —• —



Т аким  образом, при постоянной концентрации внутрен
него электролита, уменьш ение концентрации внешнего увели
чивает расстояния меж ду кольцами. В этом случае кр и вая  
расстояний (черт. 2 ) при уменьш ении значения 1 становится 
круче.
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Г  ^  К  ПРО, У ,
О н  о, 0 / i . r ^

9S
го
/S
/о

5

Оь-ГГ-

< VL Z ч S  е
С Л О С &

Чертеж 2.

Не безынтересно отметить, что график 2 по своему х а 
рактеру  сходен с графиком действия NaCl на расстояния меж ду 
кольцами системы (черт. 3 ) в случае при бавления последней 
соли к  ж елатине. А налогия будет тем более закон н а, если рас
см атривать действие NaCl на увеличение расстояний меж ду 
кольцами, к а к  результат вызываемого этим электролитом пон и
ж ен ия степени диссоциации N a2H P 0 4 , другими словами— ум ень
ш ения активной массы внешнего электролита.

1 г  3 V S  s  ?  s и  / i .
n  A ̂  o j<. СЛ O t a

Чертеж 3.
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u l .  среда и кольцеобразование.

П олучение периодических осадков в грубо дисперсных 
средах (н ап р ., красивейш ие кольца берлинской л азури  в гипсе 
по J . T r a u b e )  естественно приводит к  умалению  значения 
среды для  кольц еобразовани я. В опытах с С аН РО ^, напротив, 
обнаруж ивается чрезвычайно важ ное значение ее, к а к  каче
ственное, т ак  и количественное. В лияние концентрации ж е л а 
тины на AgaCraOy. систему в свое время исследовал K o h l e r ^ ) ;  
некоторую зависимость меж ду концентрацией ж елатины  и коль- 
цеобразованием для Mg(OH>, устанавливает К . Р о р р  -).

Эта зависимость д ля  СаНРО^ соверш енно определенна и 
может быть ф орм улирована так : для данной концентрации 
электролитов с повышением концентрации ж елатины  умень
ш аю тся число колец и расстояния меж ду ними, при чем уве
личивается тенденция осадка переходить в зернисто - кри стал 
лический. Сказанное вы текает из таблицы и подтверж дается 
рис. 5 3) и черт. 4.

Т а б л и ц а  № 4.
N aHPOi в конц.=1 п: CaCl  ̂ в конц.=0,04 п; конц. желатины меняется.

Концентр. Толщина Расстояние слоев от мениска в мм.

желатины. пробки. 1 2 3 4 5 6 7

2% 6,5 i  7 8,5 10,3 12,6 15,4 19 23

3% 6,3 6,8 8,3 10,5 127 15,2 18,3 —

4% 6,5 6,8 8,1 9,7 11,6 — — —

5% 6,5 6,7 8.3 9.9 11,7 14 — —

6% 6,5 6,7 8,2 9,7 11,6 — - —

8% 6,2 ? ? ? — — — —

10% 6,1 ? ? ? — . . . — — •

15% Колец не обра зу ется.

Т аким  образом, для системы 1:
1 п

0 ,0i n
ж елатина в концен

трации =  15%  не дает колец Л и з е н г а н г а .  О садок выпадает

’) K o h l e r .  КоИ. Zeitschr, 19, 65 (1925).
К. Р о р р ,  1ос. cit.
Фотография представляет иную серию опытов, чем таблица и кривая.
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Рис. 5.



в виде крупны х кри сталлических аггрегатов, без видимой рит
мичности в распределении. N .R . D h а г и А. С. C h  а 11 е г i j >) 
устанавливаю т относительно более сильное пептизирующ ее дей
ствие ж елатины  на осадок по мере ее разбавлен ия. Поэтому 
было бы естественно объяснить разбираемое явление с этой 
точки зрени я. О днако, к а к  находят указанны е авторы, для 
AgiCr^Or 5 %  ж елати н а не дает кольцевания в кон центраци ях
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мм,
i s
ео

/Г
/о

jJlClAQ m t%-
s%-

Ca.C?2

J- i. 3 у  »- )'

Чертеж 4.

внутреннего электролита от
183 до

250
; в то ж е время коль

ца получаю тся при употреблении раствора ниже
N

330’
А нало

гичн ая  зависимость устанавливается и для С аН Р 0 4 . Отсюда 
очевидна связь  м еж ду кольцеобразованием  и скоростью  диф
фузии внеш него электролита. Чем концентрированнее ж е л а 
тина, тем менее скорость кри сталлизац ии  осадка, тем менее 
степень его дисперсности (см. работы П. П . В е й  м а р  н а ) . 
К онцентрированная ж елатина для известных соотношений эл ек 
тролитов создает, наконец, такие услови я , когда медленное 
выпадение осадка приводит к  хорош о образованным кри сталли 
ческим аггрегатам , не дающ им в своем распределении види.чой 
периодичности.

В агар-агаре  концентрация среды влияет на качественную 
сторону явл ен и я . К а к  видно по рис. 6 , в 0 ,5 %  агаре система 
электролитов С аН Р 04 дает типичные для  больш инства перио
дических осадков кольц а, имеюшие значительную  толщ ину (до 
5 мм.), Следовательно, вторичного уплотнения слоев, как  это 
бы вает в ж елатине, здесь не наблю дается. У величение же 
концентрации агара  приводит к  «двойной периодичности».

’) N. R . D h a r  u n d  А. С. Ch a t t e r i j ,  Koll. Zeitschr., 37, 2 (1925).



В 1% агаре система состоит из чередующ ихся колец, из кото
рых одно всегда тоньш е другого, соседнего с ним. Сходная в 
известной степени картин а иногда получается и в ж елатине в 
опы тах, когда к о л ь ц а  вызываю тся действием внешнего элек
тролита на предварительно пептизированный в ж елатине кри
сталлический осадок (на фотографии пробирка справа).

Попытки (недостаточно настойчивые) получить периоди
ческие осадки СаНРО^ в песке и глицерине не дают полож и
тельны х результатов.
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Рпс. 6.

IV . Некоторые соображения по теории кольцеобразования.

В о л ь ф г а н г  О с т в а л ь д  ')  развивает в высшей степени 
простую , методологически выдерж аппую  и экспериментально 
обоснованную теорию колец Л и з е г а н г а .  В отношении фосфорно
кальциевы х периодических осадков эту теорию , к а к  нам ка 
ж ется, в особенности подтверж даю т: 1) постоянство количе
ственной характеристики  системы при замене СаСЬ эквивалент-

') W о. о  S t  W а Id, 1ос. cit.



ным раствором (CaNOa)^; 2) сходство граф и ка действия NaCl 
с графиком, характеризую щ им  изменение системы при ум ень
шении концентрации внешнего электролита; 3) зональность 
распределения кристаллического осадка на пластинке в резуль
тате реакции N H 4H 2PO 4 СаСЬ. Последнее явление, описан
ное в начале статьи, с несомненностью доказы вает наличность 
в ж елатине зон больш ей и меньшей растворимости осадка 
(максимул! и минимум концентр, «реакционного электролита» по 
О с т в а л ь д у — здесь NH,C1). Однако, теория В. О с т в а л ь д а  
далеко  не охватывает всей сложности явл ен и я . В самом деле, 
если явление сводится к  интерференции диффузионных волн, 
то почему за  пределами известной концентрации ж елатины  
(см. выше) СаНРО^ не дает картины  периодического осадка? 
Здесь выступает влияние среды, которую  теория О с т в а л ь д а  
рассм атривает лиш ь к а к  ф актор, топографически определяю 
щий место осадка в результате диффузионного распределения 
электролитов. Т еория не затраги вает  такж е  вопроса о состоя
нии вещ ества в момент кольц еобразовани я, считая коагуляцию  
и адсорбцию вторичными факторами, именно постольку, по
скольку  они могут оказы вать влияние на процессе в смысле 
закон а действую щ их масс. В противовес этому, D h a r  и C h a t-  
t e r i j ’) опубликовываю т богатый м атериал, доказы ваю щ ий зо- 
левое состояние вещ ества в момент образования осадка; они ж е 
строят свою теорию на основе явлений коагуляц и и  и адсорбции.

П риним ая определенную  зависимость явления Л и з е -  
г а н г а  от хар актер а  состояния (степень дисперсности) веще
ства, можно объяснить значение концентрации среды, к а к  это 
и сделано выш е. Д алее  приводится ряд  опытов, с несомнен
ностью доказы ваю щ их пептизационное -) действие ж елатины  на 
осадок C aH P O i. ,

О п ы т  №  1. 10 к . см. CaCL сливается ср авн ьш  ему

количеством эквивалентного Ы агН РО ]. П олучается золевой рас
твор, коагулирую щ ий через 3 — 4 часа. После полного осаж де
ния осадка в раствор вносится ж елати н а из 3 %  расчета. П ро
бирка нагревается, и раствор ж елатины  энергично в течение 
10 мин. встряхивается с осадком. По застывании получается 
картин а, не отличимая от обычного геля ж елатины . Д ействие 
внеш него электролита Na^HPO^ в конц . 1 п дает систему из 
13 хорош о образованны х колец (рис. 2, Ь), в то время как  
контрольны й, проведенный обычным путем опыт дает систему 
из 5 колец  (рис. 2 ,а).
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N. R. D h a r  und А. С. С h а 11 е г i j , loc. cit.
2) Очевидно, при участии содержащихся в желатине электролитов, 

от которых она абсолютно отмыта быть не может.



О п ы т  №  2. У словия те ж е, что и в №  1. Вместо СаС1г 
взят  в той ж е концентрации Ca(N03)2. Результаты  изображ ены  
на рис. 2 , с и d.

О п ы т  №  3. Раствор СаСЬ в конц. 2 п осаж дается избыт
ком нормального раствора Na^,HP04 . О садок отфильтровывается 
и промывается десятикратно под насосом. Немного полученной 
пасты С аН Р 04 вносится в 3%  раствор ж елатины  и энергично в 
течение получаса взбалты вается. Ч асть осадка отстаивается на 
дне. По застывании получается чуть мутный гель ж елатины . 
Д иф фузия внешнего электролита Ы азН Р04 нормальной концен
трации дает систему из б зернисты х колец (рис. 2 , f).

О п ы т  №  4. У словия опыта, к ак  в №  3; пасты внесено 
меньше, гель прозрачны й. Система из 4 колец (рис. 2, е).

Сходные явлен и я  получаю тся при пептизации мелко кри 
сталлической пасты AgoCn^O;. К ольцеобразования вызываются 
диффузией AgNOa. П ри этом сильно сказы вается действие света: 
кольца хороию образую тся лиш ь с освещенной стороны.

П ептизационное действие ж елатины  падает по мере пони
ж ения ее кислотности. Тем не менее ж елатина, нейтрализован
н ая  по лакм усу , дает отчетливо все выше описанные явления.

Здесь следует заметить, что наиболее развиты е системы 
колец СаНРО^ получаю тся при употреблении внутреннего эл ек

тролита CaCl2 в концентрациях от ^  до . Это к ак

раз те концентрации, в которых реагирую щ ие соли дают при 
реакц иях  обмена в водной среде золевые растворы C aH PO i ’)• 
Таким  образом, процесс кольцеобразования следует предста
влять  так , что в результате реакции меж ду диффундирующими 
веществами образуется золь С аН Р 0 4 , в среде защ итного кол 
лоида (ж елатина, агар) значительно устойчивый. О днако, устой
чивость его не настолько велика, чтобы не поддаваться дей
ствию «реакционного электролита» —  в даннол\ случае NaCl. 
В зонах , где концентрация его незначительна, происходят наи
более полно коагуляц и я  и адсорбция—по схеме D h a r ’a;  здесь 
образуется слой. В зон ах  с высокой концентрацией «реакцион
ного электролита» золь переходит в ионное состояние, и коагу 
ляции и адсорбции не наблю дается; здесь находится прослойка, 
в которой выпадает иногда осадок в виде редко разбросанны х 
кристаллических аггрегатов . Н аконец, когда соотношение между 
реагирую щ ими электролитам и таково, что концентрация С а Н Р 04 
недостаточна для достиж ения золевого состояния, то осадок 
выпадает в виде кристаллических аггрегатов, так  к а к  явления 
коагуляции и адсорбпии, как  доказы вает D h a r ,  в этих усло
виях  крайне незначительны . В частности, такое соотношение
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1) Б . Д о г а д к и н ,  Труды Гос. Тимирязевск. Ин-та, 1925 1, 38.



с самого начала процесса достигается в сильно концентриро
ванной ж елатине и вообще в каж дой системе вслед за  образо
ванием определенного числа колец.

V . Выводы.

1. Ф осфорно-кальциевые кольц а Л и з е г а н г а  получаю т
ся в результате реакции: N a2H P 0 4 - f  СаСЬ =  СаНРО< + 2 N a C l ,  
при чем внешним элекролитом  служ ит N a^H P 0 4 .

2 . Зам ена СаС1, эквивалентны м раствором Ca(N0 ;j)2 не 
изменяет ни качественно, ни количественно системы; при за 
мене N a2H P 04 раствором N H 4H 2PO 4 в пробирках  не получается 
кольц еван ия.

3. В конечном результате образуется система, состоящ ая 
из пробки и колец, в виде тонких пленок практически одина
ковой толщ ины; наблю даю тся так  наз. сатурновы  кольца .

4. К оличественная сторона явлен и я  зависит от соотноше
ний меж ду концентрациями электролитов. При уменьш ении 
концентрации внешнего или внутреннего электролита, в слу
чае постоянства концентрации соответственно другого компо
нента, увеличиваю тся расстояния между кольцами системы.

5. Расстояние меж ду кольцами системы увеличивается от 
прибавления к  ж елатине NaCI.

6 . П ри увеличении концентрации ж елатины  уменьш аю тся 
число и расстояния между кольцами. Д л я  всяких концентра
ций электролитов есть предельная концентрация ж елатины , 
когда система не образует колец, и осадок выпадает в виде 
кристаллических аггрегатов.

7. В концентрированном растворе агар -агар а  образую тся 
кольц а двойной периодичности.

8 . Процесс кольцеобразования С аН Р 04 уклады вается в 
основные полож ения теории В о л ь ф г а н г а  О с т в а л ь д а ,  с 
тем, однако, добавлением, что C aH PO i при реакции между 
диффундирующими веществами выпадает в виде зо л я , со свой
ственными ему явлениям и коагуляции  и адсорбции. Н екото
рые эксперименты подтверж даю т эту мысль.

Работа продолж ается.

—  56  —



-  57 -  

F о 1 g e  г II n g.

1. R hy thm ische  F a llung  von  C aH P 0 4 b ild e t sich in R eak- 
tion N a .H P O j-b  CaCl2 =  C a H P 0 ^ - f  2 N aCl, wobei Ы а,Н Р 04 
als A ussenelek tro ly t fungiert.

2. D er E rsa tz  CaCU durch A equivalen te  L osungvon  C a (N 03)2 
ist q u a lita tiv  und  q u a n tita tiv  ohne E influss auf das S ystem . Beim 
E rsa tz  N a9H P 04 durch  N H 4H 2P O 1— b ild e t sich in R eagenzglasern  
keine S ch ich tung .

3. Am Schlusse des E xperim en ts bekom m t m an e in  System  
aus Pfropfen und m ehreren  scheinbar gieicher DOnne Schich ten  
bestehend . Man beobachtet dabei zuw eilen  d ie  sogenannte S a tu rn - 
ringe .

4. D ie Q u a n tita t  der E rscheinung han g t vom  K onzen tration- 
v e rh a ltn iss  der E lek tro ly ten  ab . Bei K o n zen tra tio n an n ah m e des 
A eusseren oder inneren  E lek tro iy te s ,— im F a lle , wenn d ie K on- 
zen tra tio n  des en tsprechenden  anderen K om ponents k o n stan t b ie ib t, 
— nim m t sich der A bstand  der Schichten von  einander zu.

5. Mit Z usatz  zur G elatine NaCl n im m t sich der A bstand 
der S ch ich ten  von einander zu.

6 . Bei ste igender K onzen tra tion  der G ela tin e  n im m t sich 
die Z ahl der S ch ich ten  und deren A bstand  von  e inander ab . Es 
g ib t fa r  jede K o n zen tra tio n  der E le k tro ly te n  eine b estim m te  K on
zen tra tio n  der G ela tine , w o das System  keine S ch ich ten  m ebr 
b ildet und der N iederschlag fa llt  in Form von K rista llaggrega- 
ten  aus.

7. In k o n zen tr ie rten  A gar-A gar Losungen b ilden  sich die 
S ch ich ten  in verd o p p e lten  P e rio d iz ita t.

8 . R hy tm ische  F a llu n g  von CaHPO* erfo lg t nach den G rund- 
zugen d er T heorie von W o. O stw ald jedoch m it der A ngabe, dass 
bei R eak tio n  d iffund ie render Stoffe CaH P04 in Form  eines Sols 
m it ihm eigenen E rscheinungen  der K oagu la tion  und A dsorb tion  
n ied ersch lag t.

E in ige E xperim en te  b esta tigen  diese Folgerung.
W eite re  U n tersuchung  w ird  fo rtg ese tz t.

15 111-26.





фракции белкового вещества фасоли

м. А. Лисицын





Изучение физико-химических свойств белка.

Фракции белкового вещества фасоли.

В изучении растительны х протеинов с давних пор уста
новлена общность характера  их с белками ж ивотны ми (работы 
B e c c a r i ,  R o u e l l e ,  F o u r c r o y ,  V a u q u e l i n ,  J o r d a n ,  
C a d e t ,  P r o u s t  и др.  См.  O s b o r n e : « T h e  vegetab le  proteins»).

E i n h o f  * наш ел в семенах бобовых белковое вещ ество, 
впоследствие более подробно изученное B r a c o n n o t  2  ̂ сход
ное во многом с казеином  м олока (легумин).

Позднее L i e b i g   ̂ защ ищ ал взгл яд , что такие бел
ковые вещ ества, к а к  легумин, фитовиттелин, конглутин или 
амандин, идентичны с животными белкам и: казеином , фибри
ном, ововиттелииом и т. д. К  подобному взгляду  склонялись 
M u l d e r  ‘‘) , M o l e s c h o t t ,  G e r h a r d t   ̂ и др.

Позднейш ие работы целого ряда исследователей, произве
денные в направлении изучения растворимост и изучения 
продуктов глубокого распада белковы х вещ еств, получаемых 
при гидролизе (аминокислоты), привели к обратным р езу л ьта
там: к  разделению  белков растительного и ж ивотного царств 
в особые группы , к  глубокой индивидуализации белков и , к а к  
край ность, к  представлению  о сущ ествовании специфических 
для  каж дого  организм а видов белка (в доказательство послед
него указы вается  на возможность получения различны х по 
составу ам инокислот продуктов в количестве 1.216.10 i ') .

В попы тках систематики полученного опытным путем ма
тери ала была создана (еще R i 11 h а и s e  п’ом î ) классиф и
кац и я  белковых веществ, впоследствии дополненная и различно 
видоизмененная А Ь d е г h а 1 d е п ’ом \  O s b o r n e ’oM » и др. 
авторами (в России— главным образом проф. Д . Н . П р я н и ш 
н и к о в ы м  '-'). В зятые за  основу классиф икации различия в рас
творимости и в условиях коагуляции  белковы х веществ, а 
впоследствии и различия в составе ам инокислот *), то-есть

*) Не взирая на то, что полного анализа производить не удавалось, 
и выводы делались па основании исследования продуктов, составлявших 
50—70% от общего количества белка.



в одном случае при знаки  мало характерны е для суж дения о 
химических различиях , а в другом— совершенно недостаточно 
изученны е,— неоднократно вы зы вали возраж ен ия со стороны 
многих исследователей; однако, классиф икация, построенная 
на этих п р и зн аках , сохранилась, и, несмотря на частые проти
воречия с данными эксперимента, она приобрела ш ирокое рас
пространение. Не претендуя на абсолютное значение этой к л а с 
сификации, ее обычно приемлю т, к а к  рабочую схему, облег
чающую дальнейш ую  работу по изучению белковы х веществ. 
О днако, некоторые новейшие исследования не оправдываю т ее 
и в этой роли и говорят за  соверш енную непригодность ее для 
систематического изучения белков.

У к аж у  на работы Н е г z f е 1 d ’a и К  1 i п g е г’а ю, которые 
(относительно белков кровяной плазмы) показали , что сущ е
ствующие способы ф ракционировки отдельных белков ведут к 
ошибочным выводам, и недостаток этих способов заклю чается 
в том, что при разработке их не были учтены различия ф изи
ческого состояния белковы х тел, р азли чи я , обусловливаю щ ие 
неодинаковое поведение отдельных фракций при вы саливании, 
нагревании и т . д. Эти авторы находят, что альбум ин, гло
булин, псевдоглобулин и др. возможные фракции белкового 
веществу плазмы являю тся не различны ми белками, а р а з 
л и ч н ы м и  т о л ь к о  п о  с т е п е н и  д и с п е р с н о с т и  р а з н о 
в и д н о с т я м и  одного и того ж е белка , и что разли чи я , при
писываемые этим ф ракци ям , основаны на неоднородности полу
чаемых при помощи сущ ествую щ их методов препаратов белка.

То ж е самое показано С. С. П е р о в ы м  “  относительно 
белков м олока на основании изучения кислотны х свойств р аз
личны х препаратов белка. В работах по изучению  свойств к а 
зеина м олока С. С. П е р о в  показал  (вопреки O s b o r n e ’ у) ,  
что осаждаемое при подкислении раствора белковое вещество 
есть свободный белок, а не соль его с употребленной для  
осаж дения кислотой (как  это утверж дал O s b o r n e ,  1. с.). Н о
вейш ие работы J .  L o e b ’ a ^ ^  с исклю чительной точностью 
доказы ваю т этот ф акт (при соблюдении известных условий, 
именно при строго определенной концентрации водородных 
ионов в растворе). Затем , прим еняя статистический метод, 
С. С. П е р о в на множестве (300) препаратов казеи на (р аз
личного происхож дения) п оказал , что «число титрования» *) 
казеи н а равно 8 ,2 , откуда эквивалентны й вес его равен 1220. У  
други х авторов находим такие «числа титрования» для к а зе и н а
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*) Количество кубич. см. ^  NaOH, употребляемое для нейтрализа
ции 1 гр. белка, растворенного в так наз. «естественном растворителе» 
(5 гр. Кг H P 04- f l  гр. KCI+1 гр. NaCl в 1 литре воды). Индикатор—фе- 
нол-фталеин; концентрация белка в растворе =  1%.



Т а б л и ц а  № 1.
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Год. А В Т О Р .

1891

1898

1903

1906

1914

Courant ......................... . .

Spiro и P e n s e l .....................

Laqueur и S ack u r.................

Long . • . . .........................

R o b e r t s o n .............................

Число
титр.

9.5

8 .7 -8 .5 7

8.81

8.3

8.0

И з сопоставления этих чисел видно, что это величины 
одинакового (за  исклю чением старых работ) п о р я д к а ,— и только 
к  трудности получения однородных и чистых препаратов белка 
следует отнести незначительны е отклонения ( R o b e r t s o n  
успеш но пользовался  методом титрования для количественного 
определения казеина). О казалось, что и другие фракции бел
кового вещ ества м олока: альбумины и проч., будучи н адлеж а
щим образом очищены, титровались щелочью и давали  то же 
число титрования, т. е. 8 .2 . Н а основании этого и ряда других 
сопоставлений, С. С. П е р о в  делает вывод, что в молоке 
имеется один белок— к а з е и н о в а я  к и с л о т а ,— а не ряд 
отдельных белков, относимых к  различны м группам  классиф и
кации.

В дальнейш их работах С. С. П е р о в  получил препа
раты белка из овса, м ин даля, пш еницы, гороха, которые так  
ж е, к а к  и казеи н , титровались щ елочью , и числа титрования 
равнялись в среднем 8 .2 .

З аслуж и вает  такж е внимания (в связи  с этим) исследование 
L i e b e r k O h n ’ o.M щ елочных альбуминатов яичного б е л к а . 
В его ан али зах  находим, что количество связанного белком

К г О = 5 .4 4 % , что отвечает 8.17 кб. см. j q KOH  на 1 гр. белка.

В связи  с работами С. С. П е р о в а  я  исследовал в том 
ж е направлении белок семян фасоли (Faseolus vu lgaris). В 
своей работе я поступал следующим образом. Н авеску  (50 гр .) 
тонко измельченных семян фасоли вы держ ивал в течение суток

для растворения солей в 250 кб. см. ^  уксусной кислоты,

после чего остаток отфильтровывал и отмывал водой от уксус
ной кислоты; про.мытый остаток настаивался в течение 2-х дней



(при частом взбалты вании) в 250 ко. см. ^  N aO H ; щелочной

экстракт отфильтровы вался, и при подкислении слабой уксус
ной кислотой осаж дался белок. О саждение производилось при 
pH  р а с т в о р а = 4 ,5 . Собранный на фильтре белок промывался

дестиллированной водой, затем  вновь растворялся в N aO H

(в возможно малом количестве: обычно 1 гр . белка в 20 кб. см. 
щ елочного раствора) и подкислением обратно осаж дался. Т акое 
повторное осаждение производилось 7 р аз  (способ Н а m m а г- 
s t e n ‘a для  очистки казеи на); наконец, осадок белка промы
вался водой, спиртом (сначала водным, затем постепенно более 
крепким  и, наконец , абсолютным) и затем  вы суш ивался эфиром; 
остаток эфира удал ял ся  в вакуум -эксикаторе. Т аким  образом 
получался преп арат, лиш енный дисперсионной среды, пред
ставляю щ ий собой мелкий (проходящ ий через ш елковое сито) 
снежно-белый порош ок, нерастворимый в воде и в растворах 
поваренной соли, легко растворимый в слабы х щ елочах и кис
ло тах , растворимый в «естественном растворителе» (5 гр. 
К гН Р 04-]--1 гр. KCl-t-1 гр . NaCl в 1 литре воды), несколько тр у д 
нее в уксуснокислом  натре и салициловом натре. О днопро
центный раствор его в «естественном растворителе» титруется 
щ елочью по фенол-фталеину; число титрования равно 8 .22 ( 1). 
П репараты  белка, недостаточно очищенные от примесей, плохо 
растворялись в «естественном растворителе» и давали  числа 
титрования меньш ие, иногда и ббльшие (мне приходилось на
блю дать колебания в пределах 5 .8 — 9.3); дальнейш им пере- 
осаждением из них получались препараты  с числом титрования 
уж е близким к  средней величине 8 .2 . Т ри  отдельно полученных 
таким  образом п реп арата имели числа титрования такие: 

1— 8.22 111— 8.17
И - 8 . 1 6  I V - 8 .2 3

П ри кипячении раствора белка в «естественном раство
рителе» — свертывание белка не происходит; наоборот, повы
шение температуры  увеличивает растворимость. По своим 
свойствам этот продукт сильно отличается от «фазеолина» 
О с б о р н а * )  (растворимого в 10% -м и более слабых раство
р ах  NaCl и не осаждае.мого кислотами) и, подобно «легумину», 
явл яется  аналогом казеи на.

С получением из семян фасоли «растительного казеи на»— 
белка с ясно вы раж енной кислотностью , легко определяемой 
количественно путем алкалим етрического титрования, возникал
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*) Ср. различные характеристики «легумина» у O s b o r n e  (1. с.), 
Д . Н. П р я н и ш н и к о в а ' ®  и у М.  А. Р а к у з и н а П о с л е д н и й  
рассматривает «легумин», как полный аналог казеина.



вопрос, к а к  ведут себя по отношению к  титрованию  другие 
б е л к и — так  н аз. «альбумины» и «глобулины ». Обычно белки 
со стороны реакции характеризую тся к а к  амфотерные электро
литы , в которы х, однако, мож ет преобладать основной или 
кислотный характер , при чем казенны  (нуклеоальбум ины ) обла
дают ясно кислой реакцией, вы тесняя СО2; глобулины  ней
тральны  или ж е слабо кислы ; альбумины  — нейтральны , или, 
скорее, в них преобладает основной хар актер  ( O s b o r n e  отно
сит «фазеолин» к  типу «глобулинов»). Н ами был выделен из 
семян фасоли ряд препаратов белка с помощью различны х 
способов вы деления; очистка ж е препаратов всюду производи
лась описанным уж е методом H a m m a r s t e n ’a д л я  казеи на.

П о л у ч е н и е  « а л ь б у м и н а » .  1. Н авеска измельченных 
семян фасоли (50 гр .) настаивается в течение 2-х дней (при 
частом взбалты вании) в 250 кб. см. дестиллированной воды, 
экстракт  отфильтровывается и подкисляется слабой уксусной 
кислотой до pH  = 4 . 5 .  По отстаивании выпавш его осадка, 
последний собирается на фильтре, промывается деетиллиро- 
ванной водой, затем  растворяется в возможно малом количестве

^  N aO H , фильтруется и подкислением слабой уксусной ки с

лотой (до pH  =  4 . 5 )  опять осаж дается. Т акое переосаж дение 
повторяется до 10 р аз, после чего осажденный белок тщ ательно 
промывается водой и высуш ивается спиртом, затем  эфиром. 
Сухой препарат легко растворяется в децинорм альны х N aO H , 
НС1, растворяется в естественном растворителе, в Н а-ацетате, 
не растворяется в воде, растворах  NaCl, в спирте. Его 1% -й  
раствор в «естественном растворителе» титруется щ елочью, 
при чем для разны х препаратов получены такие числа титро
вания (по ф енолфталеину):
I 8 .2 ; И 8 .15; И! 8 .2 ; IV 8 .2 ; V 8 .05 ; VI 8 .10 ; V II 8 .25;

VI I I  8.20.
Таким образом, в отношении перечисленных свойств мы 

видим полную аналогию  меж ду препаратам и белка, незави
симо от растворителя, которым он и звлекался  из сем ян ,— 
бы ла ли то щ елочь или вода.

2. После отделения белка, коагулировавш его  при под- 
кислении водного экстракта , ф ильтрат нагревается до кипения, 
при чем оставш ийся в растворе белок сверты вается. Выпавш ий 
осадок собирается на ф ильтре, промывается водой, затем 
в течение суток вы держ ивается в децинормальной уксусной 
ки'слоте для  растворения захваченны х белком солей; после 
этого вновь промывается, растворяется в возможно малом

(1 гр . белка в 10 кб. см.) объеме N aO H  и подкисляется
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слабой уксусной кислотой до pH  =  4 .5 . Осадок после про
мывки повторно переосаж дается несколько раз из раствора

~  щ елочи, наконец, тщ ательно промывается водой, спиртом

и высуш ивается эфиром. Полученные препараты  обладаю т 
теми ж е свойствами, что и ранее описанные, и числа титро
вания их получены следую щ ие:

I 8 .2 ; II 8 .2 ; III 8 .2 .
П о л у ч е н и е  « г л о б у л и н а » .  50 грамм измельченных 

семян фасоли настаиваю тся два дня (при частом взбалты вании) 
в 250 кб. см. 10% -го раствора NaCI. И з экстракта  при р аз
бавлении водой и подкислении слабой уксусной кислотой 
до pH  =  4 .5  выпадает белок, который затем  отфильтровы вается, 
промывается дестиллированной водой, затем  так  ж е , к а к  и 
в предыдущ их случаях , несколько раз переосаж дается из 
раствора децинормального едкого натра подкислением уксусной 
кислотой до изоэлектрического пункта и, наконец, промы
вается водой, спиртом и эфиром. П репараты  белка обладаю т 
теми ж е свойствами, что и белки , выделенные из щелочной 
и водной вы тяж ек; числа титрования для  этих препаратов 
найдены такие:
I 8 .2 ; II 8 .2; III 8 .2 ; IV 8 .1 ; V 8 .08; VI 8 .14 ; V II 8 .15 ;

VI I I  8 .2 .
А налогичными оказали сь  препараты  белка, выделенные 

нагреванием  до кипения из раствора NaCl, после отделения 
выпавш его при подкислении осадка. Применением других

растворителей: 1) «естественного растворителя» и 2) ^  NaOH

(в противополож ность первому опыту — без предварительной 
обработки семян уксусной кислотой) получаю тся препараты  
белка с теми ж е свойствами, что и ранее описанные. П орядок 
работы таков.

И з в л е ч е н и е  « е с т е с т в .  р а с т в о р и т е л е м » .  Н авеска 
(50 гр .) молотой фасоли в течение 2-х дней настаивается 
в 250 кб. см. «естественного растворителя»; экстракт после 
ф ильтрования подкисляется уксусной кислотой до р Н = 4 .7 —4.5 , 
осадок белка подвергается очистке по H a m m a r s t e п ’у.  Ч исла 
титрования для  нескольких препаратов таковы :
I 8 .05; И 8 .25 ; III 8 .14 ; IV 8 .25 ; V 8 .25 ; VI 8 .25 ; V II 8 .22;

VI I I  8 .3 .

И з в л е ч е н и е  N a O H .  50 гр. молотой фасоли н а 

стаиваю тся в течение 2-х дней в 250 кб. см. N aO H ;
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отфильтрованный экстракт подкисляется уксусной кислотой 
до pH  =  4.7 — 4 .5 ; осадок очищается и высуш ивается по Н а т -  
m a r s t e n ’y- Ч исла титрования полученны х препаратов:
I 8 .22 ; II 8 .25 ; III  8 .14 ; IV 8 .10 ; V 8 .2 ; VI 8 ; V II 8 .05 ;

VI I I  8 .15.
В следующей таблице сгруппированы  числа титрования 

различны х фракций белкового вещ ества фасоли.

Т а б л и ц а  №2 .

Препарат белка, полу

ченный из:

pH
при ко
агуля

ции.

Ч и с л а  т и т р о в а н и я .

I II III IV V VI VII VIII

Водной вытяжки:

1) подкислением . . . .

2) нагреванием до кипе
ния .................................

Раствора в 10% NaCl . 

» в«естеств раств.»

’> » ^  NaOH . .

из семян, выдержан, в 
С Н Х О О Н .....................

4.5

4.5

4 .7-4 .5

4.7—4.5

4.5

8.2

8.2

8.2
8.05

8.22

8.2

8.15

8.2

8.2

8.25

8.25

8.2

I
8.2 I 8.2 8.05 8.10 8.25 8.2

8.2

8.2

8.14

8.14

8.15

8.1

8 25

8.10

8.2

8.08

8.25

8.2

8.14

8.25

8—

8.15 8 25

8.15

8.22

8.05

8.2

8.2
8.3

8 15

8.2

Т аким  образом, все указанны е ф ракции белкового вещ е
ства фасоли (в отличие от «фазеолина» O s b o r n  е’а, — ней
трального белка) представляю т собою белки с ясно вы раж ен
ными слабо кислыми свойствами и обладаю т при этом одина
ковой кислотностью : 1 грам м олекула N aO H  на 1220 гр. сухого 
белка, т .-е . точно так  ж е , как  и белковые вещ ества м олока, 
м индаля, пш еницы, овса и гороха. В этом отнош ении не обна
руж и вается  сущ ественных различий как  м еж ду «альбуминами», 
«глобулинами» и «нуклеоальбум инам и», т а к  и меж ду белкам и, 
выделенными из различны х растений или ж ивотны х продуктов. 
В этом факте можно усм атривать существенный классиф ика
ционный при знак, определяю щ ий белок на основе стехиоме
трических реакций его, к ак  соединение, обладающее ясно

5*
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вы раж енной кислотной функцией. М естонахождение «изоэлек- 
трического пункта» у  больш инства белковых веществ такж е 
говорит в пользу  отнесения белков к  соединениям, преимущ е
ственно кислотного х ар актер а . Это следует из сопоставления 
изоэлектрических точек различны х амфотерных веществ.

Т а б л и ц а  Х °3.

Аспарагин, кислота .........................................

р — амино - бензойная кислота . . . .

о — » » » .....................

m— » 1> ■ » .................

Белки (желатина, казеин, альбумин и др,)

Мышьяковистая к и сл о та .................................

Лизин ..................................................................

А р г и н и н ..............................................................

3 6 —3.8

4.0

4.0 

4.14

4 .5 -4 7  

5.2 

10.25 

11 —

Б елки  диссоциируют в растворе, к а к  кислоты, при чем 
диссоциация их уменьш ается при введении в раствор—кислоты, 
сильнее диссоциирующ ей, и почти совершенно прекращ ается 
при pH  =  4.5 — 4.7. Тот факт, что изоэлектрические точки бел
ков находятся почти при одинаковых pH  (4.5 — 4.7), указы 
вает на одинаковую диссоциацию их в растворах, титрова
ние ж е белков, выделенных из фасоли, молока, овса и т. д.

(8.2  кб . сантиметров ™  щелочи на 1 гр. белка), указы вает

на одинаковую общую кислотность их. Т аким  образом, в основ
ных химических свойствах все эти белки близки между собой.

В целях идентификации полученных препаратов белка 
фасоли были произведены рефрактометрические определения. 
В качестве растворителя употреблялась смесь 5 гр . K aH P O i-f 
+  1 гр. К С 1-|-1  гр. NaCl в 1 литре воды. П оказатель пре- 

18.5
ломления ее равен 1.3350 (без попр.) pH 1%  раствора

белка в этом р аство р и тел е= о к . 6,5 . По исследованиям R o b e r t -  
S о п ’ а 1®, удельная прелом ляю щ ая способность вещества не
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изменяется от p H ; то ж е относится и к  действию солей; A r n d  
и H a f n e r  наш ли, что удельн . реф ракция не зависит и от 
степени дисперсности.

1% -е растворы белка фасоли имели такие показатели  
преломления:

Т а б л и ц а  № 4.

Белок получен из:

Водной вытяжки подкислением 

» » нагреванием .

10% раствора N a C l....................

Естеств. растворителя................

2̂  N aO H .........................................

18.5. Разность

1.3375

1.3373

1.3375

1.3374

1.3376

0.0025

0.0023

0.0025

0.0024

0.0026

Б ли зость И даж е идентичность показателей  преломления 
еще не говорит з а  тожество исследуемых объектов, к а к  это 
можно видеть на следующем примере:

Т а б л и ц а  № 5.

В е щ е с т в о . п

C aS O j............................................. 1.5696

Изосафрол..................................... 1.5693

А н т и п и р и н ................................. 1.5697

Н о если два тела имеют различные показатели преломле
ния, то эти тела различны . Н а этом основании A r n d  и H a f 
n e r  исклю чаю т всякую  возможность идентичности альбуминов 
с глобулинами, так  к а к  в их работах и в работах R o b e r t 
s o n ’ а — эти белки обладали различной рефракцией.
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Т а б л и ц а  №6 .

В е щ е с т в о . Уд. ре
фракция.

Серум глобулин ......................... 0.00229

» альбумин ......................... 0.00117

Ововиттелин................................. 0.00130

К а з е и н ......................................... 0.00152

О в о м у к о и д ................................. 0.00160

П а р а н у к л е и н ............................. 0.00140

в  наш их препаратах белка фасоли таких  различий обна
ружено не было, к а к  видно из таблицы  4-й.

Взаимные сравнения ф ракций белкового вещ ества фасоли, 
сопоставление их  с другими белками, исследование составов их 
и определение ф изико-хим ических констант, —  являю щ иеся те
мой дальнейш ей работы, —  дадут у казан и я  к  разреш ению во
проса: являю тся ли эти фракции различными веществами, или ж е 
они представляю т собой один и тот ж е белок.
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R esum e.

1. Die aus Bonensam en gew onnenen  E iw eissstoffe w urden durch

w iederho ltes A usfullen (7 — 10 m al) aus e iner N aO H

Losung m it schw acher CH3COOH (bis pH  =  4 ’5) g e re in ig t. 
N ach E n tfernung des D ispersionsm itte ls  und A uflosung im 
«natilrlichen L6sungsmittel<> (siehe P u n k t 2, c.) w urden  die 
so beh an d e iten  E iw eisssto ffe  m it A lkali in G egenw art von

Plieno lph ta ie in  w ie K asein t i t r i e r t  (8 .2  c. cm . N aO H

auf 1 gr. E iw eiss). F o lg lich , besitzen  d iese E iw eisssto ffe  
eine ausgesprochene sauere R eak tio n .

2. Das obengesagte bezieh t sich egal zu a lien  F rak tio n en  des 
Eiweisses und ist vom  L osung sm itte l, m it dem das E iw eiss 
ex trah ie rt w urde, unabhangig . Es w urde m it folgenden L 6- 
su n g sm itte ln  ex trah ie rt:
a) d estillie rtes  W asser,
b) 10%  NaCl Losung,
c) «natOrliches L osungsm ittel»  (5 gr. K 2H PO 4 -j- 1 gr. KCl-{- 

+  1 gr. NaCl im 1 1. W asser),

d) ~  N aO H .

3. Alle oben aufgezahlten  F rak tionen  besitzen  dieselbe Loss- 
lich k e it und  die Losungen dieser F rak tio n en  w eisen  einen  
gleichen B rechungsindex auf.

4. Die oben beschriebenen E igenschaften  stehen  im G egensatz 
zur C h a rak te ris tik  der E iw eissstoffe, die in gegenw artiger 
K lassifik a tio n  angenom m en w ird .

5. «Die T itrierungszah l» , w elche das E iw eiss auf G rund seiner 
stech iom etrisc lier R eak tionen  c h a ra k te ris ie rt, m uss als ein 
w esentliches K lassifika tionsm erkm al des E iw eisses angesehen 
w erden.
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