Uber den EinfluR von Protoplasmagiften auf die Trypsin-
verdauung.

Von
Dr. Rudolf Kaufmann, Assistent der Allgem. Poliklinik.

(Aus dem chemischen Laboratorium von Prof. Dr. Julius Mauthner, Allgemeine Poli-
klinik in Wien.)
(Der Redaktion zugegangen am 20. August 1903.)

Zum Nachweise von Trypsinferment in den Faeces ben(tzt
Leol) die von Wittich entdeckte Eigenschaft des Blutfibrins,
sich mit Fermenten zu beladen. Um das Faulen des Fibrins
zu verhindern, verrihrt er — wie es bei Fermentversuchen
die Regel ist, die durch die Tatigkeit von Mikroben beeinflufit
werden koénnten — die Faeces mit chloroform- oder thymol-
haltigem Wasser und macht die Verdauungsversuche mit dieser
Mischung nach 24stiindigem Stehen. Der negative Ausfall der
Verdauungsprobe beweist nach Leo das Fehlen des Trypsin-
fermentes, der positive das Vorhandensein desselben.

Mit Versuchen (ber den Nachweis von proteolytischem
Ferment in Stihlen unter verschiedenen Bedingungen beschéftigt,
mulite es meine nachste Aufgabe sein, zu sehen, ob der Zusatz
von Chloroform und Thymol zu Trypsinlésungen flr die Ver-
dauung gleichgultig ist oder nicht. Im weiteren Verlaufe wurden
diese Versuche auch auf andere Protoplasmagifte ausgedehnt,
welche als indifferent gegen Fermente und zugleich als keim-
totend gelten (Toluol, Fluornatrium). Da eine Zusammen-
stellung der in der Literatur zerstreuten Angaben ber &hnliche
Versuche und die Resultate meiner eigenen flir andere Arbeiter
von Nutzen sein konnten, so teile ich sie im folgenden mit:

Die Angabe, dal der Zusatz von Chloroform zu einer
fermenthaltigen Flissigkeit die Mikroorganismen vergifte, die
Tatigkeit der ungeformten Fermente aber intakt lasse, stammt
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von Mintz.2) Sie wurde von Salkowski (bernommen, nach-
gepruft und zuerst bestétigt,3) dann aber in einer spéateren
Arbeitd) 5) — wenigstens soweit es sich um Trypsin und Lab-
ferment handelt — widerrufen. Fokker6) wies durch Ver-
suche mit getrocknetem Pankreas, mit Pepsin und Hefediastase
nach, daB sich das Chloroform in bezug auf hemmende Wirkung
den Fermenten gegeniiber so wie die Ubrigen Antiseptica ver-
halt, dak es «in kleiner Menge organisierte Fermente unwirk-
sam macht, in groRerer Menge die Wirkung nicht organisierter
Fermente hemmt». VVonFreudenreichl) wurde der schadigende
EinfluR des Chloroformwassers auf Labferment bestéatigt. Von
Pugliese8) wurde eine schadigende Wirkung des Chloroforms
auf das diastatische Ferment des Speichels, von E. Fischer
und von Lintner und Kroberd) auf Hefeglykase nachgewiesen.
Herisseyll) fand keine Schadigung der Aspergillusmaltase
durch Zusatz von Chloroform, Fischer keine Schédigung des
Invertins. Die ausfiihrliche Arbeit Treyers,ll) welche sich
auch mit der Wirkung des Chloroforms auf Trypsin beschaftigt,
wird spater ausfiihrlich zu zitieren sein.

Die Einfuhrung des Thymols als antiseptisches und anti-
fermentatives Mittel stammt von Lewin.l2) Lewin gibt an,
daB «kunstliche Verdauungsversuche, die teils mit Pepsin-
essenz, teils mit der Schleimhaut von Kaninchenmagen an-
gestellt wurden, auch nicht die geringste Verhinderung der
Verdauung durch Zusatz von Thymol ergaben». In der aus-
gedehntesten Weise wurde das Thymol von Fermi und
Pernossill) und Fermill) 15) 16) als Zusatz zu den Gelatin-
réhrchen verwendet, mittels welcher sie die Verdauungsstarke
von Trypsinlésungen und von proteolytischen Bakterienfermenten
untersuchten. Es ist notwendig, hier auf diejenigen Versuche
Fermis und Pernossis etwas genauer einzugehen, durch
welche eine geringe schédigende Wirkung des Zusatzes von
Thymollésungen zu Trypsinlésungen nachgewiesen wurde.13)

Die Versuche F ermis und Pernossis wurden auf folgende
Art ausgefiihrt: Eine 0,5°/oige Trypsinldsung wurde zu gleichen
Teilen mit 10°/oiger alkoholischer Thymollésung versetzt und
diese Mischung teils 48 Stunden, teils 10 Tage bei 37° C.
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stehen gelassen. Nach Ablauf dieser Zeitrdume wurde die
Mischung so verdunnt, daR sie eine 0,I°/ooige Trypsinldsung
darstellte, und die Wirksamkeit dieser Verdinnung nach der
von Fermi eingefiihrten Methode geprift. Es wurden nédmlich
einige Kubikzentimeter dieser Verdinnung zu Gelatine zu-
gesetzt, welche in Eprouvetten eingefillt war, und nach 10 Tagen
wurde die verflissigte Gelatineschichte gemessen. Diejenige
Mischung von Trypsin und Thymol, welche 48 Stunden lang
gestanden war, bevor der Verdauungsversuch begonnen wurde,
hatte in der erwdhnten Verdiinnung eine 10 mm hohe Gelatine-
sdule verfllssigt; diejenige Mischung, in welcher die Wirkung
des Thymols auf Gelatine 10 Tage lang gedauert hatte, ver-
flissigte nur eine 1 mm hohe Gelatinesdule. Fermi und
Pernossi heben daher unter den Resultaten, welche sie aus
diesen Thymolversuchen und gleichen Versuchen mit anderen
Substanzen ziehen, hervor, daf durch Thymol das Trypsin
nicht zerstért wird, fuhren aber andererseits doch das Thymol
nicht unter denjenigen Substanzen an, welche «zur Erhaltung
des Trypsins am wirksamsten sind».*)

Mitteilungen Uber die Wirkung des Thymols auf Speichel-
diastase finden sich bei Schlesingerl4) und bei Pugliese.g)
In den Versuchen dieser Autoren hemmt das Thymolwasser
die Wirkung der untersuchten Fermente, und bei Pugliese
findet sich die Angabe, daf die Schéadigung, welche das Speichel-
ferment durch Thymol erfahrt, mit der Verdinnung des Speichels
zunimmt. Nach E. Fischer schadigt Thymol Hefemaltase nicht.
Treyerll) hat auch Thymol in den Bereich seiner Ver-
suche einbezogen und ist zu dem Resultate gekommen, daf
Thymol ebenso wie die anderen Antiseptica die Trypsin-
verdauung hemmt.

Die Verwendung des Fluornatriums als Antisepticum

*) Die gleiche Verdauungskraft, wie die mit Thymol versetzte
Trypsinldsung, besaB nach den angefiihrten Versuchen auch eine mit
Wasser hergestellte und 48 Stunden, respek. 10 Tage stehen gelassene
Trypsinlésung von gleichem Trypsingehalt. Der schédigende EinfluR
des Wassers und des Thymolwassers wird auch an anderer Stelle her-
vorgehoben. 14)
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stammt von Tappeiner.18) Die Angabe, daf diese Substanz
Bakterien abtotet, die Wirkungen nicht organisierter Fermente
aber nicht beeinfluBt, stammt von Arthus und Huber.19)
Nach diesen letzteren Autoren wirken die l6slichen Fermente,
wie Invertin, Trypsin, Emulsin usw., in Gegenwart des Fluor-
natriums ebenso kraftig wlie ohne diesen Zusatz. Die fermentative
Kraft von Magensaft und Pankreassaft wird von einer 1°/oigen
Fluornatriumldsung auch nach mehreren Monaten und bei 40°
Temperatur nicht schadlich beeinfluBt. Wie Mintz in der
Resistenz gegen Chloroform, so sehen Arthus und Huber in
der Resistenz gegen Fluornatrium eine charakteristische Eigen-
schaft der «chemischen Fermentationen» im Gegensatz zu
«vitalen Fermentationen».

«Le fluorure de sodium a 1 : 100 permet de déterminer
la nature d’'un phénomeéne ayant pour siége les milieux organiques
et de le rapporter soit a une action vitale, soit a une action
diastasique.»

Treyerll) kommt dagegen auch bei seinen Fluornatrium-
versuchen zu dem Resultate, dafl die Trypsinverdauung durch
Fluornatrium wesentlich behindert werde.

Das Toluol wurde von E. Fischer?l) 22) als Zusatz zu
Fermentlosungen empfohlen, in welchen eine Wirkung von
Bakterien ausgeschaltet werden sollte. Pugliese8) bestatigt in
der oben zitierten Arbeit, daB von Toluol im Gegensétze zu
Thymol die diastatische Wirkung des Speichelfermentes nicht
beeintrdchtigt wird. Andere Literaturangaben Uber Versuche
von Toluoleinwirkung auf Verdauungsfermente konnte ich nicht
finden.

Die im Vorhergehenden wiederholt zitierten Versuche
Treyers beziehen sich auf den EinfluR verschiedener Anti-
fermentativa, darunter von Thymol, Fluornatrium und Chloro-
formwasser auf Hefeinvertin, Malzdiastase, Emulsin, Pepsin und
Trypsin.  Treyer verwendet eine 0,25°/oige Losung von
Griblerschem Trypsin, welche in der ersten Versuchsreihe
neutral, in der zweiten als I°/oige Sodaldsung in Portionen
geteilt wird. Je 10 ccm dieser Losung werden mit je 10 ccm
Wasser, Thymolwasser, Karbolwasser, 2°/oiger Fluornatrium-
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losung, Chloroformwasser, Atherwasser und 2°/ooiger Salicyl-
séureldsung versetzt und mit einer gleichen Anzahl gleichgroRer
EiweilBwiirfel beschickt. In den Versuchen mit neutraler Trypsin-
I6sung waren nach 72 Stunden die Wirfel in den Thymol-,
Karbolsdure-, Fluornatrium- und Chloroformwasserportionen
unverdaut. Die Wirfel in Atherwasser waren zum Teil auf-
gelost; die Wirfel in der Salicylsaurelésung waren verkleinert.
Bei den Versuchen mit alkalischer Trypsinlésung waren die
Wiirfel in der Thymol- und Fluornatriumldsung etwas ver-
kleinert, in den Ubrigen Losungen unverandert. Bei Versuchen
mit aus Pankreas hergestelltem Trypsin war die Verdauung in
der Thymol-, Fluornatrium- und Atherwasserlésung nach 72
Stunden vorgeschritten, aber nirgends vollstdndig beendet, die
Verdauung in den Gbrigen Losungen noch nicht im Gange.
Treyer folgert aus seinen Versuchen, daf die Antiseptica im
allgemeinen die Fermenttatigkeit verzdgern. Diese Verzdgerung
variiert je nach den einzelnen Fermenten und nach den ein-
zelnen Antisepticis.

Die Durchsicht der in der Literatur niedergelegten Arbeiten
Uber den EinfluR von Protoplasmagiften auf die Wirkung des
Trypsinfermentes — und anderer Fermente — zeigt demnach
einen auffallenden Widerspruch in den Besultaten der ver-
schiedenen Forscher. Wahrend nach den einen der Zusatz
verschiedener Substanzen die Fermentwirkung durchaus un-
beeinfluft 1aRt, ja einige aus dieser von ihnen gefundenen oder
bestétigten Tatsache einen wesentlichen Unterschied der von
organisierten und nichtorganisierten Protoplasmen hervor-
gerufenen Zersetzungen ableiten, hemmen nach anderen Autoren
dieselben Substanzen dieselben Fermentwirkungen oder heben
sie vollkommen auf. Es lag der Gedanke nahe, daf dieser
Widerspruch auf der verschiedenen Starke der angewendeten
Fermentlésung beruhe. Meine Versuche gehen deshalb im
wesentlichen von der Fragestellung aus, ob und bei welchen
Verdunnungsgraden der Trypsinlésungen ein schédigender Ein-
fluR antiseptischer Substanzen konstatierbar wére. Da auler-
dem aus einigen Punkten der Fermischen und Pernossischen
Experimente eine Dissociation der fibrinverdauenden und der
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gelatineverdauenden Kréfte des Trypsins hervorzugehen scheint,
so wurden die Versuche sowohl mit Fibrin als mit Gelatine
angestellt.

I. Fibrinversuche.

Das in diesen und in allen Ubrigen Versuchen verwendete
Trypsin ist von Dammler in Wien bezogenes Griblersches
Trypsin. Die Flaschchen, in welchen dasselbe in den Handel
kommt, enthalten die Angabe, daBR «0,1 g gel6st in zirka 30 ccm
alkalischem Wasser 8—10 g und mehr frisches Blutfibrin ver-
dauen.» Die Trypsinldsungen wurden jeden Tag unmittelbar
oder wenige Stunden vor dem Beginn jeden Versuches frisch
bereitet, um eine Schwéachung des Trypsins durch das Stehen
in wasseriger Losung zu vermeiden. Als Ldsungsmittel diente
in allen Versuchen I°/oige Natriumcarbonicum-Lésung. Alle Zu-
sétze, wie Ghloroformwasser, Thymolwasser etc., wurden durch
Schiitteln der betreffenden Substanzen in 1°/oiger Sodalésung, die
Fluornatriumlésung durch Auflésung von Fluornatrium in Soda-
I6sung bereitet, die weiteren Verdinnungen der Trypsinlésung
mit derselben Sodaldsung hergestellt, so daB in allen Eprou-
vetten, zu welchen Fibrin zugesetzt wurde, der Sodagehalt der
gleiche war. Das Karminfibrin ist Griublersches Karminfibrin,
das vor dem Gebrauche ausgewaschen wurde. Die Fibrin-
versuche sind durchweg im Brutofen bei 37° Temperatur aus-
gefihrt.

A. Versuche mit Toluol.

In der ersten Versuchsreihe wurden die frisch bereiteten
Trypsinverdiinnungen mit einem Toluolsodawassergemenge ver-
setzt und die Verdauungsversuche sofort nach der Mischung
der beiden Flissigkeiten begonnen. In einer zweiten Versuchs-
reihe wurden die Trypsinlosungen durch 24 Stunden mit Toluol
stehen gelassen und erst nach 24standiger Einwirkung des
Toluols auf die Trypsin-Stammldsung die Verdlnnungen her-
gestellt und die Fibrinflocken eingelegt. Das Gemenge von
Toluol und Sodalésung wurde in den Versuchen 1 und 2 derart
hergestellt, da® 10 g Toluol und 90 g I°/oige Sodal6sung ge-
schittelt wurden; von diesem Gemenge wurden je 5 ccm zu
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den Trypsinverdiinnungen zugesetzt.

Rudolf Kaufmann

In den Ubrigen Versuchs-

reihen wurde Toluol den Fermentlésungen (berschichtet.

Versuchl. Die aufgestellten Eprouvetten A—E enthalten:

Trypsinlésung

A. 5ccm 1°0
B. 4 » I°lo
G. 3 » I°0
D. 2 » I°o
E. 1 » I°o

Toluollésung

-j- 5ccm

-f5
-

-J-

5
f-5 »
5

Trypsin-Toluol-

Sodaltsung Sodaldsung
= 0,5
-|- 1 ccm = 0,4°0
+ 2 = 0,3
-£3 » = 0,200
-f4 > = 0,10l

Die Kontrollproben F—K enthalten:

Sodalésung Trypsin-Sodalésung
4- 5ccm

«ITom

K.

Trypsinldsung

5ccm I°/o
4 » I°/o
3 » I°
2 » I°0
1 » I°0

+ 6
+ 7
+ 8
-f- 9

»

»

»

»

% 0,5V
= 0,4«,
=* 0,30k
= 0,28/
«E 0,10

Nach 6 Stunden ist in allen Eprouvetten (A—K) die Fibrin-
flocke vollstandig verdaut.

Versuch 2.
Trypsinlésung

A. 5ccm 0,2°%0

B. 4 » 02°

G. 3 » 02%

D. 2 » 0,200

E. 1 » 0,200

Die Eprouvetten A—E enthalten:

Toluol

5
4- 5
4~ 5
4* 5
4- 5

l6sung

ccm
»
»
»
»

Sodalésung

Trypsin-Toluol-

Sodaldsung

— L] g
4* 1 ccm OBO-
4-2 > = 0,06 %
4-3 » <«< 0,04%
-f4 » =. 0,020/0

Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten:

Sodalésung  Trypsin-Sodaldsung
-J- 5¢ccm

AT om

Trypsinlésung

5ccm 0,20/0
4 » 0,2°%
3 » 0,2°%
2 » 0,200
1 » 02%

-f 6
a- 7
4" 8
4- 9

»

»

»
»

= 0,1 oo
= 0,08°
= 0,06°
m= 0,04°/o
= 0,020/0

Nach 6 Stunden ist in allen Ldsungen die Fibrinflocke
verdaut, in den Ldésungen D und E sind einige Kkleine Flocken
geblieben, die sich beim Umrlhren auch rasch auflésen.
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Versuch 3. Die Eprouvetten A—E enthalten:

Trypsinlésung  Toluollésung  Sodalgsung  !"YPsin-loluol-

Sodaldsung
A 5 ccm 0,04 °fo -f- 5 ccm — = 0,02 ol
B. 4 * 0,04= -j-5 » -f- 1 ccm P 0,016 olo
C. 3 » 0,040l f-5 » + 2 % = 0,012 ofo
D. 2 » 0,040 -5 » ~h 3 » = 0,008 olo
E. 1 » 0,04°%% -f-5 » f-4 » m 0,004 olo
Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten:

Trypsinlésung Sodal6sung Trypsin-Sodalésung

F. 5 ccm 0,04 °0 -f- 5 ccm WO 9

G. 4 » 0,040 + 6 » = 0,016 °/o

H 3 » 0,04° + 7 > = 0,012 olo

J. 2 » 0,04° + 8 » = 0,008 olo

K. 1 » 0,04°0 + 9 » = 0,004 olo

Nach 6 Stunden ist die Verdauung in den Eprouvetten
A, B im Gang, nach 8 Stunden ist sie in den Eprouvetten
A, B, C, D im Gang oder bereits vorgeschritten. Nach 24
Stunden ist sie in den Eprouvetten A—D vollstdndig. In E ist
eine Quellung sichtbar, aber ohne Zeichen der Verdauung.
Ebenso ist nach 48 Stunden die Fibrinflocke in E durchaus
unverdaut. In den Eprouvetten F, G, H, J ist schon nach
6 Stunden deutliche Verdauung erkennbar, nach 24 Stunden hat
sich auch die Flocke der Ldsung K vollstandig aufgeldst (ohne
Tribung der Ldsung).

Versuch 4. Der Versuch 3 wird in derselben An-
ordnung wiederholt mit Uberschichtung der entsprechenden
Losungen mit Toluol, weil in einigen Eprouvetten das Toluol,
das sich aus dem Toluolsodawassergemenge abgesetzt hatte,
nach 48 Stunden verdunstet war. Die Resultate sind die gleichen
wie in Versuch 3.

Die Versuche 1—4 ergeben demnach: Bei Einwirkung
von Toluol auf Trypsinlésungen wahrend der Ver-
dauung tritt in 0,08°/ooiger Trypsinlésung eine Ver-
zOgerung der Verdauung zutage. Eine 0,04°/ooige Tryp-
sinlosung (welche ohne Toluolzusatz in 24 Stunden
eine Fibrinflocke noch vollstandig verdaut) wird durch
Zusatz von Toluol unwirksam gemacht.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 31
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Versuch 5. Bei diesem Versuch wurden die Trypsin-
losungen mit Toluolsodaldsung versetzt, dann Toluol dartber
geschichtet und hierauf diese sowie die Kontrollésungen
24 Stunden stehen gelassen, bevor mit dem Einbringen der
Fibrinflocke und dem Einstellen in den Brutofen der Verdauungs-
versuch begonnen wurde.

Versuch 6. Die Ldsungen A—E enthalten:

s Toluol-Soda- " Trypsin-Toluol-
Trypsinlésung losung Sodalésung )égdalbsung
A.  5cem 0,2° -j- 5 ccm — =01 «0
B. 4 » 020 5 » -j- 1 cecm = 0,08 0lo
G. 3 * 02° -5 » + 2 = 0,06 olo
D. 2 » 02°% + 5 » {-3 » = 0,04 %
E. 1 » 020l + 5 » -j- 4 = 0,02 olo

Die Kontrollprouvetten F—K enthalten:
Try?sin-SOda-

Trypsinlésung Sodaldsung

dsung
F. 5cCm 0,2°0 -f- 5 ccm = 0,1 oo
G. 4 » 0,20 -j- 6 » «= 0,08 °/o
H. 3 » 0,200 + 7 » = 0,06 %
J. 2 » 0,200 f-8 » = 0,04 °lo
K. 1 » 02° f-9 » = 0,02 %

Nach 24 Stunden ist die Karminflocke in A vollstandig
verdaut; in B, C, D sind Reste der Flocke bis zur GroRe einer
Erbse erhalten, die Flocke in E ist ganz unveréndert. In den
Losungen F—K sind die Flocken vollstandig verdaut.

Nach 24stindiger Einwirkung des Toluols auf
Trypsinlésungen tritt demnach eine geringe schadi-
gende Wirkung schon bei 0,8°/ooigen Trypsinldsungen
zutage. Die verdauende Kraft einer 0,2°/ooigen Ldsung
wird aufgehoben. Eine I[°/ooige Trypsinldésung wird
durch den Zusatz von Toluol nicht nachweisbar be-
einfluf3t.

B. Versuche mit Fluornatrium.

Die Fluornatriumlésung, welche zu der Trypsinverbindung
zugesetzt wurde, ist durch Auflésung von 4 g Fluornatrium in
100 g 1°/oiger Sodaldsung hergestellt. Da je 5 ccm dieser
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Losung zu 5 ccm der Trypsin-Sodamischung zugesetzt wurden,
so enthielten die Eprouvetten eine 20/0irge Fluornatriumlésung.
Wie bei den ersten Toluolversuchen wurden auch diesmal
anfangs die Fluornatrium-Trypsinlésungen sofort mit Fibrin-
flocken beschickt und in den Brutofen gestellt. Bei einem
zweiten Versuche wurden dann die Lésungen in der Art her-
gestellt, daf das Trypsin in 4°/oiger Fluornatrium-Sodalésung
geldst wurde, zu dieser Losung 4°/oige Fluornatriumlésung in ver-
schiedenen Mengenverhaltnissen zugesetzt und diese Mischungen
vor Beginn des Versuches 24 Stunden stehen gelassen wurden.

Versuch 7: Die Eprouvetten A—E enthalten:

Fluornatrium- Trypsin-Fluornatrium-

Trypsinlésung Sodaldsung Sodal6sung Sodalsung
A. 5 ccm 0,2 °lo -f- 5 ccm =01 o
B. 47 02 _(5 , -f- 1 com M 0,08 olo
C. 3 » 02> 45 * + 2 * = 0,06 °lo
D. 2 > 0,20/0 + 5 » + 3 * = 0,04 %
E. 1 » 0,20/0 -j-5 » f-4 » = 0,02 olo
Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten:
Trypsinlésung Sodalésung Trypsin-Sodaldésung
F. 5 ccm -f- 5 ccm =01 ol
G. 4 -F6 » = 0,080/0
H. 3 % + 7 * = 0,06 00
J. 2 0y + 8 m 0,04 olo
K. 1 + 9 = 0,02 olo

Nach 18 Stunden sind in den Réhrchen A, B ganz geringe,
in C groRere Beste der Fibrinflocke erhalten, in D und E groRRe
unverdaute Sticke; in den Bohrchen F, G, H sind die Flocken
ganz, in J und K bis auf minimale Reste verdaut.

D. h. bei Zusatz einer 2<>/oigen Fluornatriumldsung
ist bereits in einer 0,6°/ooigen Trypsinlosung eine
Behinderung, in einer 0,2°looigen L&sung eine aus-
gesprochene Hemmung der VVerdauung nachweisbar.

In dem folgenden Versuche wurde 0,2 g Trypsin in 100 g
einer I°loigen Sodaldsung, zu welcher 4 g Fluornatrium zu-
gesetzt waren, geldst, diese Losung durch 24 Stunden stehen
gelassen und dann die Verdiinnungen in derselben Stéarke wie
im Versuch 7 hergestellt und mit Fibrinflocken beschickt.

31*
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Versuch 8: Die Eprouvetten A—E enthalten:
Trypsin-Fluornatrium-  Fluornatrium-  Trypsin-Fluornatrium-

16sung Sodaldsung Sodalosung
A. 5 CCM 0,2 °/o -f- 5 ccm = 0,1 ol
B. 4 » 0,2° f-6 » = 0,08 0lo
C. 3 » 0,2° + 7 » = 0,06 °/o.
D. 2 » 0,200 -j-8 » = 0,040/
E. 1 » 0,2°0 -9 = 0,02 0l0

Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten dieselben Trypsin-
verdinnungen wie die gleichbezeichneten Eprouvetten im Ver-
such 7.

Nach 14 Stunden sind in den Réhrchen A und B die
Fibrinflocken ganz verdaut; in den Rohrchen C und D sind
kleine Flockenportionen erhalten, in dem Rd&hrchen E ist die
Fibrinflocke unverandert. In den Kontrollréhrchen sind die
Flocken ganz verdaut.

Nach 24stindiger Einwirkung einer 4%igen Fluor-
natriumldsung tritt demnach eine geringe schadigende
Wirkung schon an 0,6°/ooigen Trypsinlésungen zutage;
die verdauende Wirkung einer 0,2°/ooigen Lésung wird
aufgehoben. Eine 0,8°/ooige L6sung wird durch den
Zusatz von Fluornatrium nicht nachweisbar beein-
fluf3t.

C. Versuche mit Chloroform.

Das Chloroformwasser, das zu den Trypsinlésungen
zugesetzt wurde, ist durch langeres Schitteln von Chloroform in
I°/oiger Sodal6sung hergestellt. Das Trypsin wurde in diesen
Versuchen ebenfalls nicht in reiner Sodalésung, sondern in der
mit Chloroform durchgeschiittelten Sodalosung aufgel6st. Die
Lésung wurde 24 Stunden stehen gelassen, dann die Ver-
dinnung hergestellt.

Versuch 9: Die Eprouvetten A—E enthalten:

Trypsinlgsung  Shioroform-  Trypsin-Chloroform-

(Soda-)Wasser Sodaldsung
A 5ccm 0,2° -f- 5 ¢ccm =01 ol
B. 4 » 0,200 4 6 » = 0,080/0
C. 3 » 0,20 + 7 > = 0,06 0/0
D. 2 » 0,20 -8 » = 0,04°
E. 1 » 0,200 + 9 * m 0,02 °0
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Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten:
Trypsinlosung  Sodalésung  Trypsin-Sodaldsung

F. 5ccm 0,2°/ -f- 5¢cecm =01 >
G. 4 » 0,2° 4 6 » = 0,08°/i
H. 3 » 0,200 + 7 * = 0,06°/o
J. 2 > 0,2%0 -£8 » = 0,04°/
K. 1 » 0,200 + 9 » == 0,02°/o

Nach 14 Stunden sind in A eine diinne durchsichtige Flocke,
in B und C groBe erweichte Flocken, in D und E die unver-
anderte Fibrinflocke enthalten; in F, G, H, J ist die Fibrinflocke
bereits ganz verdaut, in K ein durchsichtiges Flockchen erhalten.

Nach 26 Stunden sind die Flocken der Rohrchen A, B,
C, ferner die Rohrchen F—K ganz verdaut und aufgeldst; in
D ist die Fibrinflocke kaum, in E gar nicht angegriffen.

D. h. bei 24stundiger Einwirkung von Chloro-
formwasser wird eine 1%o0ige Trypsinlésung in ihrer
Verdauungskraft in behindert, eine 0,8°/ooige bereits
gehemmt. Die Verdauungskraft einer 0,2°/ooigen
Trypsinlésung wird ganz aufgehoben.

D. Versuche mit Thymol.

Das Thymolwasser wurde durch Auflésen von Thymol-
krystallen in erwé&rmter [°/oiger Sodaldsung, Abkihlen und
Abfiltrieren der erkalteten Ldsung hergestellt. Die Trypsin-
stammlosung wurde durch Aufldsen des Trypsins in diesem
Thymolsodawasser hergestellt, 24 Stunden stehen gelassen,
dann entsprechend verdlnnt und zu den Versuchen verwendet.

Versuch: Die Eprouvetten A—E enthalten:

Trypsiniosung o 1ymol- — Trypsin-Thymol-

Sodal6sung Sodalésung
A 5c¢ccm 0,2°0 -f- 5 ccm = 0,1 »o
B. 4 » 0,2°0 + 6 » = 0,08°
C. 3 » 02°% + 7 > = 0,06°0
D. 2 » 0,2°0 -f- 8 » «=* 0,04 °lo
E. 1 » 0,2°0 + 9 » = 0,02°/o

Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten:
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Trypsinlosung  Sodalésung  Trypsin-Sodalésung

F. 5ccm 0,2°0 -j- 5. ccm = 0,1 oo
G. 4 » 02° + 6 » = 0,08°/o
H. 3 » 0,2° + 7 » = 0,06 0/0
J. 2 » 0,2°% + 8 > = 0,040/0
K.

1 » 0,2°% -9 » = 0,020l

Nach 23 Stunden ist in A eine ganz diinne, durchsichtige
Flocke erhalten, in B ist ein erbsengrofes Stiick, in G ein
Rest in der GroBe von 2/3 der urspriinglichen Fibrinflocke
tbrig. In D ist die Fibrinflocke ganz erhalten und nur an
den Réndern durchscheinend; in E ist die Fibrinflocke etwas
gequollen, aber sonst unverandert. Die Fibrinflocken der Kon-
trolleprouvetten sind ganz verdaut und geldst.

D. h. bei 24stindiger Einwirkung von Thymol-
wasser wird eine I°/ooige Trypsinldsung in ihrer Ver-
dauungskraft behindert; die Verdauungskraft einer
0,2°/ooigen Losung wird ganz aufgehoben.

Il. Gelatineversuche.

Zur quantitativen Prifung sehr verdiinnter Trypsinldsung
habe ich ein Verfahren eingeschlagen, das im wesentlichen
eine Kombination der Fermisehen Anwendung der Gelatine
als Reagens zum Nachweise tryptischer Fermentelb) mit der
Mettschen Kapillarmethode23) ist. Fermi hat im Jahre 1892
die Verwendung der Gelatine an Stelle des Fibrins empfohlen
unter Hinweis auf die grofen Vorteile, welche diese seine
Methode im Gegensétze zu den bisher Ublichen bietet. Diese
Vorteile bestehen hauptséchlich darin, daf die Gelatine gegen
proteolytische Fermente viel empfindlicher ist als Fibrin oder
EiweiB und daR die Gelatineverflissigung — in gleichen
Zeiten — ein Mall flr die Starke der einwirkenden verdauen-
den Kraft darstellt. Von diesen Uberlegungen und Erfahrungen
ausgehend, flllt Fermi zur quantitativen, vergleichsweisen
Bestimmung tryptisch wirkender Ldsungen Reagensgldser von
kleinem Durchmesser mit 5—15°/oiger Gelatineldsung, setzt
zu der erstarrten Gelatine die zu prufenden Flissigkeiten hinzu
und liest nach 2—8 Tagen, oder auch nach mehreren Wochen,
die Hohe der verflissigten Gelatinesdule in Millimetern ab.
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Es war sehr naheliegend, diese Fermische Methode, bei
welcher nur Ablesungen nach ganzen oder halben Millimetern
maglich sind, durch Verwendung Mettscher Kapillaren, welche
statt mit Eiweillosung mit Gelatinelosung geftllt sind, zu ver-
feinern. Diese Modifikation ermdglicht es, die Differenzen in
der Léange des verdauten Gelatinezylinders bis zu Vs mm
genau zu studieren; sie zeigt quantitative Unterschiede in der
Stérke der verwendeten tryptischen Losungen schon nach
Stunden deutlich an; und sie scheint endlich — was bei der
Prifung von Losungen, welche Bakterien und Fermente ent-
halten, besonders wichtig ist — den groflen Vorteil zu bieten,
daR die Gelatine in den Kapillaren in bakterienhaltigen Flissig-
keiten nicht fault. Es ist andererseits klar, daf die Kautelen,
unter welchen die erhaltenen Resultate konstant und absolut
verwendbar sind, viel strengere sein mussen, als die Kautelen
bei Anwendung der urspringlichen Fermischen Methode —
nach meinen Beobachtungen auch strenger, als bei der Ver-
wendung der Eiweilosung in Kapillaren nach Mett, weil das
Alter und die Konzentration der Gelatinelosung bei der Ver-
dauung eine grofle Rolle spielt. Ich werde diejenigen Beding-
ungen, welche die Sicherheit und Empfindlichkeit der von mir
angewendeten Modifikation der Fermischen Methode sicher-
stellen, sowie die darauf beziuglichen Versuche in einer folgen-
den Mitteilung auseinandersetzen. Im folgenden gebe ich, ohne
Eingehen in Details, die Technik derjenigen Versuche an, die
ich zum Studium der Einwirkung der Antiseptica auf die
gelatineverdauende Kraft des Trypsins angestellt habe.

Die von mir in den folgenden Versuchen verwendete
Gelatine ist eine funfprozentige Losung. 5 g der in den
Droguerien erhaltlichen «feinen» Gelatineblatter werden zundchst
in 70 ccm destilliertem Wasser auf dem Wasserbad geldst;
die Gelatinelésung wird dann in einem MefRzylinder noch ein-
mal abgemessen, eventuell wird — wenn durch etwas l&ngeres
Kochen die Losung eingedampft ist — wieder auf 70 ccm
nachgefillt; dann wird mit 30 ccm Dimlerscher Alaunkarmin-
I6sung die Losung auf 100 ergénzt, sie wird noch einmal zur
besseren Vermischung einige Minuten auf dem Wasserbade
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erwarmt und dann mittels eines kleinen Ballons, an dem ein
Gummischlauch befestigt ist, in G-férmig gebogene Glaskapillaren
eingesogen. Die von mir verwendeten Kapillaren sind 1VV2 mm
weit.*) Sie werden nach der Fillung in einem Becherglase
zum Erstarren aufgestellt. In allen folgenden Versuchen sind
die Kapillaren 48 Stunden nach ihrer Fullung verwendet worden.

Um konstante Werte fir die verdauten Gelatinezylinder
zu erhalten und die an verschiedenen Tagen erhaltenen Ab-
lesungen miteinander vergleichen zu konnen, ist konstante
Temperatur, d. h. die Verwendung eines Gelatinebrutofens, in
welchem die Verdauung vor sich geht, notwendig. In den
folgenden Versuchen handelt es sich bloR um den Vergleich
der Wirkung von Trypsinldsungen bei verschiedenen Zusatzen.
Es wurden die zu vergleichenden Verdauungsproben in derselben
Stunde hergestellt, in demselben Raume aufgestellt und alle nach
der gleichen Stundenanzahl abgelesen. Da somit die mitein-
ander zu vergleichenden Versuche bei gleicher Temperatur —
welche im Ubrigen im Laboratorium an verschiedenen Tagen
zwischen 17 und 21° schwankte — aufgestellt waren, so war
bei diesen Versuchen die Verwendung eines Thermostaten Uber-
flussig.

Die Trypsinlésungen und Verdinnungen wurden auf die-
selbe Weise hergestellt, wie bei den Fibrinversuchen. Die
Stammlésung wurde, gleich nachdem das Trypsin in I°/oiger
Sodalésung gelést war, in funf gleiche Teile zu je 50 ccm
geteilt. Der erste Teil blieb als Kontrollésung; zu dem zweiten
Teile wurden zirka 5 ccm Toluol, zum dritten 5 ccm Chloro-
form, zum vierten 1 g Fluornatrium, zum finften eine gréRere
Menge Thymolkrystalle zugesetzt. Die Losungen wurden gut
durchgeschiittelt, dann 48 Stunden bei Zimmertemperatur und
im zerstreuten Tageslicht aufgestellt. Nach Ablauf dieser Zeit
wurden von jeder dieser Ldsungen Verdinnungen auf Vz, 1A,
Vs und JIi6 der urspriunglichen Konzentration mit Hilfe von
I°/oiger Sodal6sung gemacht, diese Verdinnungen in Glasdosen
eingeflllt und in jede Glasdose ein zirka 2 cm langes Stick
der Gelatinekapillaren eingelegt. Die Ablesungen wurden nach

*) Aus dinneren Kapillaren flieft die verdaute Gelatine nicht aus.
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der bei den einzelnen Versuchen angegebenen Zeit mit Hilfe
einer Lupe oder des 4. Obj. des Mikroskopes auf einem Objekt-
trager gemacht, an welchem 1 cm in 50 gleiche Teile geteilt
ist. Die Einheit der Ablesungsziffern ist demnach 1/so mm;
die beiden in den folgenden Tabellen nebeneinander stehenden
Ziffern zeigen die Lange der verdauten Gelatinesdule, von jedem
der beiden Enden der Kapillare an gerechnet, die dritte unter-

strichene Ziffer gibt den Mittelwert in Millimetern.

in 250 g in I°/oiger Sodaldsung hergestellt.

A. Wirkung von Toluol, Chloroform, Fluornatrium und Thymol

auf 0,8°/oige Trypsinlésung.

Die Stammldsung wurde durch Auflésen von 2 g Trypsin

sind 0,4,

Trypsinlésung

Trypsinldsung

0,2, 0,1 und 0,05°/oig.
Ablesung nach 24 Stunden:

Trypsin-Toluol- ~ Trypsin-Fluor-  Trypsin-Chloro-

Ablesung nach 49 Stunden:

Trypsin-Toluol-  Trypsin-Fluor-  Trypsin-Chloro-

Die Verdinnungen

Trypsin-Thymol-

l6sung natriumlésung formldsung l6sung
% 3B 71 F — — — L 257 57 — — — V. — — —
30 29 59 G. 28 28 56 M. 32 (37)64 R. 31 30w61 W. 32 30 62
24 23 47 H. 24 24v*48 N. (30» 24 48 S. 22V« 23 46 X 21V 21V* 4,3
18 18 36 J. 17 17 34 o 19\ 20 4 T. 17 18 355 Y. 17\» 177s 3,5
12 12 24 K11 11Vs22 P jiV* 11v* 23 U. 14 13 27 Z 13 12 25

Trypsin-Thymol-

16sung natriumldsung formldsung 16sung
ganz verdaut F. — — — L. ganzverdaut 9, — — — V. — — —
. ganz verdaut G. ganz verdaut M. ganz verdaut R. ganz verdaut W. ganz verdaut
49 48 9,7 H. ganz verd.*) N. ganz verdaut S. 48 46 94 X. 40 40 8
39 39 78 J. 36 37 73 0. 43 427s85 T. 34 35 69 Y. 38 39 77
28 277s56 K. 26 26 52 P. 25 26 51 U. 25Vs267s52 Z. 26 26 52

*) Kurzes

Rohrchen.
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In diesen Tabellen féllt zundchst das Ausbleiben der Ver-
dauung in den Roéhrchen der Dosen F, Q und V, sowie die
geringe Verdauung des Gelatineréhrchens der Dose L auf. Da die
Verdiinnungen der in diesen Dosen enthaltenen 0,8°/oigen Trypsin-
lésung eine verdauende Kraft zeigen, die der entsprechenden
Verdiinnung der Lésung A nicht nachstehen, so kann der Grund
fir das Fehlen der Verdauung in den Dosen der ersten Hori-
zontalreihe nur darin gesucht wmrden, daR beim UbergieRen
der mit Toluol, Chloroform u. s. w. versetzten Loésungen, diese
Substanzen zum Teil mit in die Dosen entleert worden waren.
Die Losungen waren vor dem UbergieRen geschiittelt worden,
sodaR die Anwesenheit der Antiseptica in den Dosen F, L, Q, V
unvermeidlich war. Die Verdiinnungen dieser Ldsungen ent-
halten diese Antiseptica in entsprechend verdiinntem Malke,
sodal3 die direkte Schéadigung der Verdauung in den folgenden
Dosen nicht zum Ausdrucke kommt.

Von der ersten Horizontalreihe nach abwaérts sind dann
die Verdauungswerte der Verdinnungen in den einander ent-
sprechenden Dosen die gleichen. Eine Schadigung der gelatine-
verdauenden Kraft einer 0,8°/oigen Trypsinldsung ist trotz
48 standiger Einwirkung der verwendeten Protoplasmagifte nicht
nachzuweisen.

B. Wirkung von Toluol, Chloroform, Fluornatrium und Thymol
auf 0,2°/oige Trypsinldsung.

Wie im vorigen Versuche wurde auch diesmal die Trypsin-
I6sung in 5 Teile geteilt; 4 Portionen wurden mit je einem der zu
untersuchenden Antiseptica versetzt und durchgeschittelt. Nach
genau 48 Stunden wurden die Verdinnungen aufgestellt, dies-
mal aber vorher nicht durchgeschiittelt und das Ubertragen
der zugesetzten Substanzen in die Ldsungen vorsichtig, bei
der Thymolldsung z. B. durch Filtrieren durch Watte, vermieden.
Die folgenden Tabellen geben die Ziffern der Ablesung.
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Trypsinlésung

L 23 24 47
1 17 18 35

137% 13 2,6
) 8 7 15

Trypsinldsung

(49 51 10
« 44 42 8
1 33 327266

2172 22 44

Trypsinlésung

L | ganz verdaut
ganz verdaut
ganz verdaut

3772 37 75

*) Kurzes

a) Nach 18 Stunden:

Trvpsin-Toluol-

16sung
F. 24 2372 47
G. 17 17 84
H 12 127225
J 8 872 16
K.

3? 3?7 06

Trypsin-Fluor-
natriumlésung
L 21
M. 16

N.

Trypsin-Chloro- Trypsin-Thymol-

23 44 (-

1172 12 2,4 S

0. 772 77, 15 T.

Pp. 3 3

0,6 U.

formldsung 16sung

20 24 44V. 19 20

17 83 R. 1772 18 3,6 W. 1672 16

12 12 23 X 1172 11

7 772 14 Y. 672 672

4 3 072 3 2

b) Nach 44 Stunden:

Trypsin-Toluol-
l16sung

F. 55 55 11

G. 43 45 88
H. 3172 3172 6,3
J. 2372 2372 4,7

K. 1372 13 25

©)

Trypsin-Toluol-
16sung

F. ganz verdaut
G. ganz verdaut

H. ganz verdaut

J. 38 38 76
K. 26 26 52
Roéhrchen.

Trypsin-Fluor-
natriumldsung

L. 53 52 105
M. 40 41 81
N. 3072,3072 6,1
0. 21 2172 43

P. 13 13 26

3,9

3,2

2,2

1,3

0,5

Trypsin-Chloro- Trypsin-Thymol-

Q_

R

S.

T.

u.

formldsung 16sung
50 50 10 v. 46 47
. 4270 43 85 w. 39 39
31 297261 X. 2872 29
23 31270 v, 19 19
15 15 3 Z 11 10

Nach 68 Stunden.

Trypsin-Fluor-
natriumlésung

Trypsin-Chloro-

formldsung 16sung

9,3

7,8

5,8

3,8

21

Trypsin-Thymol-

L. ganz verdaut Q- ganz verdaut V. ganzverdaut

M. ganz verdaut R. ganz verdaut W. ganz verdaut

N. ganz verdaut S. ganz verdaut X. ganz verdaut

o 35 3472 7 T.*) ganz verdaut Y. 31

31 6,2

P. 24 247248 U. 28722815 7 1972 19 38
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Aus diesen Ablesungen ist bereits deutlich ein Zuriick-
bleiben der Verdauung in den Verdinnungen der mit Thymol
versetzten Trypsinldsung ersichtlich. Eine schadliche Einwirkung
von Chloroform, Toluol und Fluornatrium auf 0,2°/oige Trypsin-
lI6sung findet nicht statt.

C. Wirkung von Toluol, Chloroform, Fluornatrium und Thymol
auf 0,05°/Gige Trypsinldsung.

Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie bei den Versuchen
der Gruppe B. Die Stammlésung ist 0,05°/oig; es wurden dies-
mal nur 4 Verdinnungen gemacht; die Lésungen der Dosen
D, J, O, T, Y enthalten 0,006°0 Trypsin. Die Ablesungen
wurden gemacht:

a) Nach 30 Stunden:

l6sung natriumldsung formldsung 16sung

A 38238 76 F. 39 30y 6 L 31 28v*58 9. 19 19 38 V. 29 31

B.
C.

D.

A. ganz verdaut F. 46 46vs93 L. 49 46 95 Q. 30 29 59 V. 49 49 98,
B.
C.

D. NIk 19 37 J 13 16ls 3 o 18 15v*34 T. 20 20 4 X. 19 167a3.4

Trypsinldsung

29

31 29 6 G 23 22 45 M. 24 26 5 R. 21 (27) 42 W. 21 23 44
20 18 38 H. 18 18 36 N. 12 14 26 S. 15 17 32 X 15702 14

1 11223 9 7 160 10 8 16 T 11 10 21 Y. 9 11

b) Nach 44 Stunden:

16sung natriumlésung formldsung l6sung

44 45v+ 9 G 36 36 7,2 M. 38 411a78 R. 377a (44) 75 W. 36 34

30 59 H 27V 27 55 N. 22 24 46 S. 27 29 56 X. 24 24 48

Diese beiden Tabellen zeigen, dal3 eine 0,05°/oige Trypsin-
lI6sung durch 48stindige Einwirkung der Zuséatze deutlich ge-
schadigt wird, am meisten durch die Einwirkung von Thymol.

Trypsin-Toluol-  Trypsin-Fluor-  Trypsin-Chloro- Trypsin-Thymol-

Trypsin-Toluol-  Trypsin-Fluor-  Trypsin-Chloro-  Trypsin-Thymol-,
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. Versuche Uber die Einwirkung der Antiseptica
auf Bakterienkulturen.

Bevor ich zu den Schliissen Ubergehe, welche aus dem
Vergleich der Gelatine- und Fibrinversuche hervorgehen, mochte
ich in Kirze die Resultate einiger Versuche, welche ich zum
Studium der Einwirkung der Antiseptica auf ein Bakterien-
gemenge, wie es z. B. der Stuhl darstellt, angestellt habe, ange-
geben. Von Leo werden bekanntlich zum Stuhl Chloroformwasser
oder Thymolwasser zugesetzt, um den EinfluR der Darmbakterien
bei der Verdauung der Fibrinflocken auszuschalten. Es schien
mir wichtig, festzustellen, ob oder bei welchem Verdlnnungs-
grade die beiden zur Verwendung vorgeschlagenen Antiseptica,
oder auch andere, welche in Betracht kommen kénnten, ihren
Zweck — die Abtoétung der Bakterien — erreichen.

Es wurden zundchst mit dem Stuhl einer darmgesunden
Patientin Agarplatten gegossen und von einer Platte — der
dritten Verdiinnung — wurde aus funf verschieden aussehenden
Kolonien auf Agar und Bouillon abgeimpft. Von den erhaltenen
Kulturen waren 4 — nach ihrem kulturellen Verhalten —
Kolistdmme, die Kultur 5 scheint eine Subtilisart zu sein. Eine
genauere ldentifizierung wurde, da es nicht in meiner Absicht
war, die Einwirkung von Antisepticis auf einzelne Bakterien-
arten zu studieren, nicht vorgenommen. Das weitere Ver-
suchsverfahren bestand darin, daB zu Mischungen der Bouillon-
kulturen Toluol, Thymol, Fluornatrium oder Chloroform zu-
gesetzt und diese Mischungen auf ein oder mehrere Tage in
den Brutofen gegeben wurden. Nach dieser Zeit wurde auf
schiefen Agar oder Bouillon abgeimpft. Die Resultate gehen
aus folgendem hervor:

Bei den Toluolversuchen wurde die Mischung der finf
Bouillonkulturen teils mit 3 ccm Toluolwasser versetzt und
durchgeschiittelt (A), teils wurde dieser Mischung noch 1 ccm
Toluol Gberschichtet (B). Die Versuche wurden das erste Mal
mit einer Mischung von 24 Stunden alten, das zweite Mal mit
einer Mischung von 6 Tage alten Kulturen gemacht. Nach
24stiindigem Stehen im Thermostaten (37 °) wurde von A und B
auf Bouillonrohrchen abgeimpft. In allen auf diese Art er-



454 Rudolf Kaufmann

haltenen Bouillonkulturen starke Tribung und reichliches
Bakterienwachstum.

Bei den Fluornatriumversuchen wurden 15 ccm der
Mischung der Bouillonkulturen durch Aufsaugen mit Hilfe einer
sterilisierten Pipette zu gleichen Teilen in 3 sterile Eprouvetten
gebracht. Zu der ersten Portion wurde hierauf 0,1 g, zur
zweiten 0,15 g, zur dritten 0,2 g Fluornatrium zugesetzt, so
daB die 3 Portionen einer 2°/o-, 3°/o-, 4°/oigen Fluornatrium-
lI6sung gleichkommen. (Das Fluornatrium I6st sich schon in
der 2°/oigen Losung kaum, in der hoheren liegt ein Sediment
des Salzes auf dem Boden der Eprouvette.) Diese Mischungen
(A, B, C) wirden auf 24 Stunden in den Brutofen gestellt,
danach auf die entsprechenden Agars A, B, G abgeimpft. Nach
weiteren 24 Stunden sind die schiefen Agars mit einem dicken
weilRen Belag bedeckt. In einem zweiten Versuche wurden die
Abimpfungen auf Agar erst 72 Stunden nach dem Zusatze des
Fluornatriums zu den Mischungsbouillons vorgenommen. Das
Resultat ist dasselbe.

Die Ghloroformversuche wurden teils mit reinem Chloro-
form, teils mit Chloroformwasser gemacht, und dabei die aus
den Stuhlplatten erhaltenen 5 Bakterienstamme (a, b, ¢, d, €)
einzeln untersucht. Es wurden die einzelnen 2 Tage alten
Bouillonkulturen in 2 Halften geteilt und zu der einen Halfte
{ax, bj, Cj, di5 ex) die gleichen Teile Chloroformwasser, zu der
zweiten Halfte (a2, b2 c2 etc.) einige Tropfen Chloroform
gegeben, die 10 Eprouvetten wurden auf 24 Stunden in den
Brutofen gestellt, danach auf 10 entsprechend bezeichnete
schiefe Agars abgeimpft. Nach 24 Stunden waren nur die
Agarréhrchen ax, cx, ex steril geblieben, die anderen 7 Réhrchen,
darunter alle, welche von den mit Chloroformwasser beschickten
Kulturen abstammten, waren mit einem dicken Rasen bedeckt.

In ahnlicher Art wurden Bouillonkulturen mit Thymol-
wasser versetzt, auf 24 Stunden in den Brutofen gegeben,
dann auf schiefes Agar weitergeziichtet. Auch hier ging auf
allen den 5 Agarréhrchen dichter Rasen auf.

Die mitgeteilten Versuche ergeben demnach folgendes:

Das Versetzen von Reinkulturen von Stuhlbakterien oder
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das Versetzen einer Mischung dieser Bakterien mit Toluol,
Chloroform, Thymol oder Fluornatrium geniigt nicht, um die
Bakterien innerhalb 24 Stunden*) abzutdten. Ob eine teilweise
Abtétung und dadurch eine Verringerung der Keime stattfindet,
last sich bei dieser Versuchsanwendung nicht entscheiden.
Die Frage, ob diejenigen Bakterien, welchen die F&higkeit,
proteolytische Fermente zu bilden, zukommt, diese Fermente
auch unter dem EinfluR der genannten Antiseptica zu pro-
duzieren imstande sind, wird durch den Ausfall dieser Ver-
suche nicht tangiert.

V.
Die Resultate der vorliegenden Versuche sind die folgenden:

1.. Stérkere Trypsinldsungen — und zwar die Ldsungen,
welche stérker sind als eine 0,2°/oige Losung des Grublerschen
Trypsins — werden durch die 24stlindige Einwirkung von Toluol,
Chloroform, Thymol und Fluornatrium weder in ihrer fibrin-
verdauenden noch in ihrer gelatineverdauenden Wirkung
irgendwie geschadigt.

2. Schwachere Trypsinldsungen werden durch den Zusatz
der genannten Antiseptica in ihrer Wirkung auf Gelatine und
Eiwei3 geschadigt, je geringer die Konzentration ist, desto mehr.

3. Nach 24stlindiger Einwirkung von Toluol, Fluornatrium,
Chloroform oder Thymol ist der Nachweis der tryptischen
Kraft einer 0,02°/eigen Trypsinlésung mit Hilfe der Fibrinflocke
nicht mehr mdoglich. Eine Verzdgerung der Verdauung der
Fibrinflocke ist nach 24stiindiger Einwirkung von Toluol bei
Prifung einer 0,08°/oigen Trypsinldsuug, von Fluornatrium bei
Prufung einer 0,06°/oigen, von Chloroform bei Prifung einer
0,08°/oigen, von Thymol bei Priifung einer 0,I°/oigen Gribler-
schen Trypsinlésung nachweisbar.

4. Die Prifung auf tryptisches Ferment mit Hilfe von
Gelatine, welche in Mettsehe Ro&hrchen eingefullt ist, gibt
noch bei einer Trypsinkonzentration von 0,005 g Griublersches

*) In dem erwdhnten Versuche mit Fluornatrium genigte auch
eine 72stindige Mischung zur Abtdétung der Bakterien nicht.
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Trypsin in 100 ccm I°/oiger Sodalésung deutlich ablesbare und
zu quantitativen Vergleichen brauchbare Resultate.

5. Nach dieser Methode laRt sich ein geringer schéadigen-
der Einflu? von Thymol auf eine 0,26/oige Grublersche Tryp-
sinlgsung, ein deutlicher schadigender EinfluR von Thymol,
Chloroform, Fluornatrium und Toluol auf eine 0,05°/oige Tryp-
sinlésung — nach 24stiindiger Einwirkung der Antiseptica —
nachweisen.

6. AuBerdem scheint die Anwesenheit der Antiseptica
wahrend der Verdauung der Gelatine ein schadigendes Moment
zu sein.

7. Die genannten Antiseptica verhalten sich gegen Bakterien
ahnlich wie gegen Fermente. Eine geringe Menge von Bak-
terien wird — nach Arbeiten anderer — durch die Einwirkung
der Antiseptica abgetotet. Grofle Mengen von Bakterien, wie
sie in Gemischen von Reinkulturen enthalten sind, werden von
Antisepticis wohl geschadigt werden, aber durch 24stiundige
Einwirkung derselben nicht abgetotet.

Ein essentieller Unterschied zwischen fermentativer und
bakterieller Spaltung 1aBt sich daher aus dem Verhalten von
Fermenten und Bakterien gegeniiber den Antisepticis nicht
konstruieren.

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. Mauthn er
meinen besten Dank fur seine Unterstiitzung und sein Interesse
an dieser Arbeit auszusprechen.
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