Zur Frage nach der Identitat der Pepsin- und Chymosinwirkung.

Voll
Olof Haminarsten.

i Der Hedaktion >.upegangen am 21. April 1908.)

Ohne auf die Geschichte dieser strittigen Frage und die
hierher gehdrende Literatur des néheren einzugehen,l) will ich
daran erinnern, dalt zwei wesentlich verschiedene Ansichten
hier einander gegeniiberstehen. Die eine, von Pawlow,?)
Sawjalow 3i u, a. und in der allerletzten Zeit von Sawitsch4)
und namentlich von Gewin») vertretene Ansicht lautet dahin,
dali beide W irkungen von einem und demselben Enzyme her-
rihren, und nach Sawjalow und Gewin soll die Milchgerin-
nungnichts anderes als der Anfang der Pepsinverdauung sein.

Nach der zweiten Ansicht sind dagegen die beiden Enzvm-
wirkungen nicht identisch, sondern verschiedener Art. Hier
sind nun aber zwei Moglichkeiten denkbar. Man kann sich
das Pepsin und Chymosin als zwei verschiedene Enzyme vor-
stellen, oder man kann mit Nencki und Sieber.6) denen
Pokelhering?) spater sich anschlof3, annehmen, dal das soge-
nannte Pepsin aus einem Riesenmolekil mit Seitenketten be-
steht, deren eine bei saurer Reaktion Hydrolyse von Eiweil,
die andere dagegen bei neutraler Reaktion Gerinnung von Milch

I Man wird mir wahrscheinlich den Vorwurf machen, dal jch in
diesem Aufsatze die Arbeiten anderer zu wenig besprochen habe. Dies
war aber notwendig, um dem Aufsatze einen nicht zu grofen Umfang
zu geben
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veranlallt. Eine experimentelle Entscheidung zwischen diesen
beiden Mdglichkeiten dirfte schwer sein, denn seihst wenn es
gelingt, eine Losung darzustellen, welche nur die eine Wirkung
zeigt, wahrend die andere vernichtet worden ist. kann inan
namlich ebenso gut sich vorstelten, daR man das eine Enzym
wie dal man eine Seitenkette zerstort hat. Gemeinsam fir
diese beiden Anschauungen ist es aber, daB sie die zwei Enzym-
wirkungen als verschiedenartige betrachten, wahrend die erst-
genannte Ansicht die labende und die proteolytische Wirkung
als eine und dieselbe, nur infolge der ungleichen Beschaffen-
heit des Substrates oder der ungleichen duReren Bedingungen
in verschiedener Weise sich auRernde Enzymw irkung betrachtet.

Ich lege nun wenig Gewicht darauf, ob es zwei ver-
schiedene Enzyme oder zwei Verschiedenartig wirkende Atom-
komplexe desselben groflen Molekilés gebe: fir mich ist es
die Hauptfrage, ob man die eine Enzymwirkung von der anderen
trennen kann oder nicht. Diese Frage soll auch der Haupt-
gegenstand dieses Aufsatzes sein.

Wenn die labende und die proteolytische Wirkung nur
verschiedene Seiten einer und derselben Enzymwirkung sind,
so ist man berechtigt, eine gewisse Parallelitdt zwischen den
beiden Wirkungen zu erwarten; und es muf} deshalb eine
wichtige Aufgabe sein, zu prifen, inwieweit eine solche Parallelitat
tatsachlich besteht. Viel wichtiger ist es jedoch, wenn mdglich,
eine Trennung der beiden Enzymwirkungen in der Weise durch-
zufiihren, dal man Ldsungen darstellt, welche nur die eine, aber
nicht die andere Wirkung zeigen.

Auf diesem letztgenannten Wege habe ich schon vor
RR Jahren versucht, diese Frage ihrer Losung entgegenzufihren.
Ich habe ndmlich Methoden ausgearbeitet,1) mittels welcher es
mir gelang, auf der einen Seite Ldsungen darzustellen, welche
Milch koagulierten, wéhrend sie proteolytisch unwirksam waren,
und auf der anderen Ldsungen, welche Eiweil} in saurer Ldsung
verdauten, wahrend sie Milch nicht koagulierten.

Die erste meiner Methoden, welche auf die Darstellung
labender, aber peptisch unwirksamer Ldsungen hinzielte, ist

") Vgl. Malys Jahresberichte. Bd. Il fiir das Jahr 1872.
O«



meines Wissens bisher nie eingehend nachgeprift worden. Nach
Gewinl) soll Pawlow allerdings gezeigt haben, daR eine Tren-
nung der beiden Enzymwirkungen nach dieser Methode nicht
gelingt; in dem Folgenden werde ich aber Gelegenheit finden, zu
zeigen, dal in den Versuchen von Pawlow (und Parastschuk)
die fur ein Gelingen meiner Methode notwendigen Voraus-
setzungen fehlten und daR folglich ihre Versuche miRlingen
muBten. Da diese meine Methode nur in schwedischer Sprache
beschrieben worden ist, und da von ihr nur ein knappes Referat
in den Jahresberichten Malys (fir das Jahr 1872) vorliegt,
werde ich in einem besonderen Abschnitte dieses Aufsatzes
diese Methode ausfuhrlicher beschreiben.

Die zweite Methode, welche die Darstellung von chymosin-
freien Pepsinlosungen bezweckte, basiert darauf, dal man, wie
ich gefunden hatte, durch Erwéarmen einer sauren Mageninfusion
samtliches Chymosin zerstoren kann, wéhrend ein Teil des
Pepsins noch zuruekbleibt. Diese meine Angaben sind von
einigen Seiten bestatigt, von anderen dagegen geleugnet worden.
Da man an die Richtigkeit der einen Beobachtungen ebenso
wenig wie an die der anderen zu zweifeln berechtigt ist, muR
man wohl annehmen, daR hier, wie in so vielen anderen Fallen,
eine ungleiche Versuchsanordnung eine wichtige Rolle spielen
kann. Aus diesem Grunde will ich auch diese Methode und
die mit ihr gewonnenen Resultate in einem besonderen Ab-
schnitte behandeln, damit auch andere Forscher instand gesetzt
werden, den Wert meiner Angaben zu beurteilen.

Bevor ich zu den besonderen Abschnitten tbergehe, muf3
ich jedoch erst meine Stellung zu einigen Fragen mehr allge-
meiner Natur etwas prazisieren.

Eine solche Frage ist die, -was man als eine typische
Chymosinwirkung betrachten soll. Das Einzige, was, so weit
man bisher kennt, eine echte ChymosinWirkung charakterisiert,
ist, dal eine neutrale Enzymldsung in einer ebenfalls neutralen
Caseinlésung eine Paracaseinbildung erzeugt. In der Milch
scheidet sich das Paracasein bekanntlich infolge der Gegen-
wart von Kalksalzen als eine geronnene Masse aus, und darum
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benutzt man auch allgemein die Milch als das einfachste Reagens
auf Chymosin.  Auch hier mul man indessen die Forderung
aufstellen, dal die Gerinnung bei neutraler oder alkalischer
Reaktion geschieht. Der Beweis fur die Anwesenheit von Chy-
mosin ist also nach meiner Ansicht nur in dem Falle ge-
liefert, wenn eine neutrale Enzymlosung frische, amphoter
reagierende Kuhmilch, bevor noch Sduerung der letzteren ein-
“tritt, zur Gerinnung bringt.

Denjenigen Resultaten, welche man bei Anwendung von
stark sauer reagierenden Infusionen oder Uberhaupt bei saurer
Reaktion erhalt, kann ich fur die Losung der jetzt vorliegenden
Frage in der Regel keine Beweiskraft zuerkennen und ich
finde es sogar prinzipiell nicht richtig, wenn man die Frage
nach der Identitat, bezw. Nichtidentitat der. beiden Enzym-
wirkungen, hauptsachlich durch Labungsversuche mit sauren
Infusionen oder angeséduerter Milch zu entscheiden sucht.

Nach der bisher gang und gaben Vorstellung ist das Pepsin
gerade dadurch charakterisiert, daf} es nur bei Gegenwart von
freien H-lonen wirkt, wahrend es fur die ChymosinWirkung
ebenso charakteristisch ist, daR sie bei Abwesenheit von H-lonen
und, wie ich!) schon vor vielen Jahren zeigte und in neuerer
Zeit Schmidt-Nielsenk) und v. Herwerde n3) bestatigt haben,
auch in alkalisch reagierender Milch, also bei Gegenwart von
HO-lonen, zur Geltung kommt. Durch Ansduern der Milch oder
der Enzymldsung kann man also die fur eine Pepsinwirkung
notwendigen Bedingnisse schaffen, und es ware ja sehr wohl
moglich, dal der Anfang der Pepsinwirkung auf die Milch
durch eine Gerinnung sich kundgibt, welche der Labgerinnung
ahnelt, ohne mit ihr identisch zu sein. Man darf namlich nicht
"erfessen, daB nicht jede Milchgerinnung eine Paracaseinbildung
ist. Man glaubte lange, daR die Gerinnung der Milch bei ihrer
spontanen S&uerung und bei der Labung identische Prozesse

u aren, trotzdem sie, wie wir nunmehr wissen, grundverschieden
sind. Ob die mit einer Mageninfusion bei neutraler und bei

1) Vgl. Malys Jahresberichte, Bd. Il.
= Festschrift fir Olof Hammarsten, 1906.
3) Diese Zeitschrift. Bei. LU.
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saurer Reaktion stattiindenden Gerinnungen derselben Art sind,
weil) inan nicht, und diese Frage hat meines Wissens noch
niemand in exakter Weise zu l@dsen versucht.

Als typisches Ghyinosin betrachte ich bis auf weiteres
nur das Chymosin ausdem Kalbsmagen, und zwar aus Grinden,
die ich in (lern ersten Abschnitte dieses Aufsatzes bei Be-
sprechung meiner vergleichenden Untersuchungen Uber Pepsin-
und (Thymosinwirkungen bei einigen Tieren darlegen werde.
Hier mag es genlgen, die Aufmerksamkeit darauf zu lenken,
dal) meine Methode zur Darstellung einer pepsinfreien Chymosin-
I6sung ausschlieblich fir das Kalbsmagenchymosin ausgearbeitet
worden ist.

Fine andere wichtige Frage ist die von der relativen
Fmplindlichkeit der zur Prifung der peptischen Wirkung einer-
seits und der labenden anderseits Ublichen Reaktionen. Kann
man z. B. die labende Wirkung noch sicher beobachten bei
einer Verdiinnung der Enzymldsung, bei welcher die Eiweil-
verdauung nicht merkbar ist, oder umgekehrt? Diese Frage,
welche fiir das Studium einer etwa vorhandenen Parallelitat
der beiden Enzymwirkungen besonders wichtig ist, hat im
Hinblick auf eine Aussage von Pawlow erhohtes Interesse
gewonnen. Nach Pawlow, dem Gewinl) in diesem Punkte
sich anschliel3t, sind die beiden Reaktionen von so ganz ver-
schiedener Emptindliehkeit, dal sie nicht miteinander verglichen
werden konnen, und zur Begrindung dieser Ansicht &duRert
sich Pawlow (mit Parastschuk) in folgender Weise:2)

Zur Bestimmung der proteolytischen Wirkung wurde meist
ein sehr empfindliches Reagens, das Fibrin, fir das es Uber-
haupt keine Grenze der Emptindliehkeit gibt, angewandt. Zur
Untersuchung der milchkoagulierenden Wirkung nahm man
neutralisierten Saft, bei welchem im Falle der Verminderung
seiner Konzentration sehr bald die Grenze seiner Wirksam-
keit erreicht wird: dieser Fall muBte umsomehr eintreten, als
die Autoren augenscheinlich aus Furcht, die Milch konnte spon-

w | C.
* niese Zeitschrift. Bd. XL1I. S. 434,
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tan sduern, ganz willkirlich einen im allgemeinen kurzen Grenz-
termin fir den Eintritt der Gerinnung wahlten.

Ein einfaches Beispiel beweist die Richtigkeit unserer
Behauptung: nimmt man kraftigen Brotsaft, so kann man ihn
mehrere hundert-, sogar tausendmal verdinnen und dennoch
sicherlich nach 1, IV2—2 Stunden Fibrinaullosung mit dem-
selben erzielen. Derselbe, mit NaHCO03 neutralisierte Brotsaft
koaguliert sogar, wenn er 10-, 20mal verdiinnt ist, Milch nur
nach vielen Stunden, verdinnt man ihn noch mehr, so bleibt
(lie Milch ganz ungeronnen.*

Hier ist nun allerdings kein direkter, beweisender Ver-
such von Pawlow mitgeteilt worden: aber trotzdem durfte
man wohl aus dem angefiihrten Passus den bestimmten Schluf3
ziehen koénnen, dal man in dem Hundemagensaft (denn um
solchen handelt es sich hier) unendlich viel kleinere Enzym-
mengen mit der Fibrinverdauungsprobe als mit der Milch-
gerinnungsprobe nachweisen kann. Wenn nun der Hunde-
magensaft sich so verhdlt, so ist es von nicht geringem Inter-
esse, dal}, wenigstens nach meiner Erfahrung, das Verhalten
des Kalbsmagensaftes ein ganz anderes ist. Ich werde dies
in dem Folgenden durch besondere Versuche zeigen, und des
Vergleiches halber werde ich in demselben Abschnitte auch
einige vergleichende Versuche mit Mageninfusionen von Pferd,
Huhn und Hecht mitteilen.

Da ich es zweckmaRig gefunden habe, diese Versuche mit
Infusionen auf Tierm&gen meiner Beschreibung der Methoden
zur Trennung der Enzyme voranzuschicken, so habe ich dem-
entsprechend diesen Aufsatz in folgende 3 Abschnitte geteilt,
namlich: 1. Vergleichende Untersuchungen der Pepsin- und
ChymosinWirkung bei einigen Tieren, 2. Methode zur Darstellung
pepsinfreier Chymosinldsungen und 3. die Darstellung chymosin-
freier Pepsinlésungen.

Bevor ich zu diesen besonderen Abschnitten Ubergehe,
will ich indessen, um Wiederholungen zu vermeiden, einige
Bemerkungen, welche auf samtliche Infusionen sich beziehen,
vorausschicken.

Ich bereite nie meine Infusionen durch Selbstverdauung
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bei Korpertemperatur und ich lasse im Gegenteil das unge-
sduerte Wasser (0,2°/0 HCI) bei niedriger Temperatur, etwa
-f- 2 a 3° C. einwirken. Durch Selbstverdauung erhalt man
allerdings enzymreichere Lsungen ; aber sie werden gleichzeitig
so stark von Verdauungsprodukten verunreinigt, dafll sie zu ge-
wissen Versuchen ungeeignet sind.l) Durch die Selbstverdauung
kann man ferner die urspringliche Relation zwischen den beiden
Enzymwirkungen dermalen verandern, dall man zu fehlerhaften
Schlissen kommt, und endlich ist ein grofRer Gehalt an Enzym
nicht fur alle Untersuchungen glnstig. Man kann im Gegen-
teil Unterschiede in der Intensitat der beiden Enzymwirkungen
manchmal viel besser beobachten und beurteilen bei einem
méaRigen als bei einem sehr groRen Enzymgehalte.

Aus diesen Griinden arbeite ich in den meisten Fallen
mit verdiinnten Losungen. Uber die Reinheit derselben, nament-
lich im Vergleiche mit den von anderen benitzten, kann ich
selbstverstandlich nichts Sicheres sagen. Weil aber Gewin
in seinem Aufsdtze geschrieben hat, dal «die schwedischen
Forscher mit Enzymlésungen, welche sicher viele Beimischungen
enthielten — 'Magenschleimhautextrakte. Handelslab — gear-
beitet haben», erlaube ich mir, zu bemerken, dal ich bei meinen
Versuchen, die Pepsin- und Chymosinwirkungen zu trennen,
erstens nie mit Handelslab gearbeitet habe und zweitens zuletzt
Chymosinlésungen erhielt, die beim Sieden nicht gerannen, von
Alkohol, Salpetersaure, Gerbsaure und Bleizucker nicht geféllt
wurden und die Xanthoproteinsdurereaktion nicht gaben.?)

Statt mit Infusionen zu arbeitep, hat Gewin Lésungen
von dem nach Pekelharing3) gereinigten Enzym verwendet.
Dieses Enzym war indessen nicht rein. Es war nicht farblos,
enthielt das eine Mal mehr, das andere weniger Phosphor und
soll auRerdem, was nach Gewin besonders wichtig iat, von
unbekannten Stoffen verunreinigt sein, welche die Enzyme gegen

1 ‘) Dagegen lasse ich die filtrierten Infusionen, wenn nétig, einige
Zeit im Brutofen stehen, bis ich sicher hin. daf} alles Zymogen in Enzym
umgewandelt worden ist.

* 1, e. Malys Jahresber.. Bd. Il
3) Diese Zeitschrift. Bd. XXII u. XXXV.
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die schadliche Wirkung der Neutralisation mit Alkali schitzen
sollen.  Wenn nun aber solche SchutzstolTe wirklich existieren,
wie kann man sicher sein, daR nicht gerade diese Stoffe wie
z. B. Enzyme bei der Dialyse) von den Proteinsubstanzen mit
niedergerissen und demnach gewissermal3en konzentriert werden,
wahrend andere fur die EnzymWirkungen nicht gleichgiltige
Stoffe bei der Reinigung in Lésung bleiben und verloren gehen ?
Wie es hiermit sich verhalt, wissen wir nicht, und Uber den
Wert dieser partiellen Reinigung fir das Studium der liier vor-
liegenden Frage kann man noch kein Urteil fallen. Eine In-
fusion enthalt voraussichtlich alle diejenigen Stoffe, welche fir
ihre Enzymwirkungen von Belang sind, und aus dem Grunde
mul nach meiner Ansicht eine Untersuchung der Infusionen
dem Studium besonderer Fraktionen derselben vorangehen. Dies
zur Erklarung, warum ich in dein ersten Abschnitte mit den
funreinen> Infusionen und nicht mit den teilweise gereinigten
Enzymen gearbeitet habe.

Maligebend fiir die Reinheit einer Enzymldsung ist wenig-
stens einigermafen ihr Gehalt an festen Stoffen, und Angaben
hiertber erleichtern jedenfalls einen Vergleich der von verschie-
denen Forschern erhaltenen Resultate. Es ist deshalb zu be-
dauern, dal solche Angaben so oft fehlen. Da ich stets mit
Infusionen von bekanntem Gehalte an festen Stoffen arbeite,
werde ich auch in dem folgenden in jedem Versuche den Gehalt
der LOsungen an solchen angeben.

Arbeitet man mit Infusionen oder Enzymlésungen, welche
einen bekannten Gehalt an Salzséure — in meinen Versuchen
fast immer 0,2 °/o HCI — haben, so kann man behufs Bestim-
mung der Konzentration einfach in der Weise verfahren, dai
man eine abgemessene Menge, 10—20 ccm. mit n m-Lauge genau
neutralisiert und von dem Gewichte des bei 110° getrockneten
Ruckstandes das Gewicht des gebildeten Kochsalzes abzieht.
Dieses Verfahren ist natlrlich nicht ganz genau, und des Ver-
gleiches halber habe ich auch in vielen Fallen durch Einaschern
des Rickstandes den Gehalt an organischen Stoffen und Mineral-
stoffen bestimmt. Der Unterschied zwischen den nach beiden
Methoden erhaltenen Zahlen ist indessen, wenigstens wenn man
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mit verdiinideren Infusionen arbeitet, so gering, dal} er fir die
hier in IUmlc flehenden Untersiichungeii ohne Belang ist. Aus
dem (inmde habe ich auch meistens das einfachere Verfahren
benutzt. Desselben Verfahrens haben auch Nencki und Siebert)
bei ihren Analysen des Hundemagensaftes sich bedient, und
meine Zahlen sind also mit den ihrigen vergleichbar. Damit
es dem Leser moglich werden moge, wenigstens irgend einen
Anhalt>punkt fir die Beurteilung der Konzentration meiner Lo-
sungen zu gewinnen, will ich hier daran erinnern, dal der Gehalt
des reinen Hundemagensaftes an festen Stoffen in den Analysen
ve>n Nencki und Sieber durchschnittlich 0,306 °/o, in den von
Schonmow-Simanowsky-j 0,47Vo und in den von Rose-
mann 0. »277 °,0 betrug.

Hiidlich habe ich nur noch hinzuzufiigen, dal alle meine
Arbeiten Uber diesen Gegenstand nur in den Wintermonaten
ausgefihrt wurden und dal} die Magen stets so unmittelbar als

moglich nach dem Schlachten der Tiere in Arbeit genommen
wurden.

I. Vergleichende Untersuchungen der Pepsin- und Chymosinwirkung
bei einigen Tieren.

Alnfusionen auf Kalbsmagen.

Ich benutze nur M&gen von Saugkélbern. Der Labmagen
wird von dem Darme und den drei anderen Mé&gen getrennt,
langs der kleinen Curvatur aufgeschnitten und von dem Inhalte
durch Ausspulen mit V asser befreit. Dann schneide ich den
Dvlernsteil weg und zwar so reichlich, dal® wenigstens 3—5 cm
von den groRen T alten des Fundusteiles mit weggenommen
werden. Der Grund hierzu liegt darin, dal3 der Pylorusteil eine
mehr schleimreiche Infusion liefert, wahrend er gleichzeitig
weniger reich an Enzymen als der Fundusteil ist. Der Rest
des Magens wird nun ausgespannt und grindlich mit dem kalten
Wasser aus der Leitung abgespilt, wobei man darauf achtet,

*) Diese Zeitschrift. Bel XXXII.

“ Arch. f. exp. Path. u. Pharm.. EM. XXXIII. und Arch. f. [Anat. u.j
Physiol.. 1S95. | .

i. Pfligers Arch., Bd. CXYIII.
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daB alle Partikelehen und Schleimtliickehen, auch die, welche
hinter den Falten sich vorfinden, entfernt werden; widrigenfalls
erhélt man leicht eine schleimige Infusion, Darauf schabt man
mit dem Rande eines Uhrglaschens die Drusenschicht ab und
zwar auf beiden Seiten je einer Falte, wé&gt die Masse und
zerteilt sie in verdunnter Salzsgure von 0,1—0,2 - HCI Geh
brauche regelmaiig 0,2% MCI). Es kommen hierbei aufje einen
Gewichtsteil Drusenmasse 10—20 ccm S&ure. Man kann natur-
lich die Masse nach dem Wégen mit Sand zerreiben, aber dies
ist nicht nétig. Nun laBt man die verdiinnte S&ure bei niedriger
Temperatur, etwas Uber 0°, 12—21 Stunden wahrend mehr-
maligen Fmschuttelns einwirken und filtriert'nach dieser Zeit.

Das so erhaltene Filtrat kann, je nach seiner Konzentration
und dem mit ihm beabsichtigten Zwecke, unverdinnt oder nach
passender Verdlinnung mit Sdure benutzt werden. Trotz der
obengenannten Vorsichtsmaliregeln ist die leicht filtrierende
Infusion bisweilen ein wenig fadenziehend; aber dennoch ist
sie nicht besonders reich an festen Stollen, was leicht verstand-
lich ist, wenn man bedenkt, wie dufBerst wenig Sehleimsubstanz
in vielen Fallen geniigt, um eine Losung etwas fadenziehend
zu machen.

Die Anordnung der zum Vergleiche der labenden und ver-
dauenden Wirkung angestellten Versuche war bei den Versuchen
mit den anderen Infusionen, wenn nichts anderes angegeben
wird, dieselbe wie in den Versuchen mit Kalbsmageninfusionen,
und das fur die letzteren hier unten Gesagte gilt deshalb auch
fir die Versuche mit Infusionen auf Mé&gen anderer Tiere.

Zu den Verdauungsversuchen habe ich teils die Mett-
sehen Roéhren, welche ich in Wasser unter Toluol aufbewahre,
und teils ungekochtes, in Glycerin unter Toluol aufbewahrtes
Fibrin benutzt, Von den Rohren mit Eiweil3 (Huhnereiweil)
wurden nach dem Abspilen mit Wasser und Abtrocknen der-
selben erst die beiden mit dem Toluolwasser in Berthrung ge-
wesenen Enden abgeschnitten und dann das Ubrige Stiick in
passende kleinere Stlickchen zerschnitten, so da zu den mit
einander zu vergleichenden L&sungen immer Teile derselben
groReren Rohre verwendet wurden. Der Sauregrad war in den
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Mottsehen Versuchen, wenta nichts anderes angegeben wird.
0.2' 0 HCI und die Versuche wurden bei Korpertemperatur im
Thermostaten ausgefuhrt.

Kino genaue Ablesung der Lange der verdauten Strecke
war mir nicht immer mdoglich, denn die Grenze zwischen Ge-
I6stem und nicht Geldstem ist nicht immer ganz scharf. Narnent-
lich bei langsamer Verdauung findet man eine mehr oder weniger
halbdurchsichtige, unscharfe Schicht, und einen Fehler von einigen
Zehnteln Millimeter bei den Ablesungen habe ich in vielen Fallen
nicht vermeiden konnen. Ubrigens ist die verdaute Strecke
nicht immer gleich grof3 in den beiden Roéhren, ja sogar nicht
immer in den beiden Enden eines und desselben Rohrenstickchens.
Ich habe deshalb das Mittel aus den abgelesenen Zahlen ge-
nommen und daraus das Quadratverhéltnis, welches regelmaRig
als .MaR der Verdauung angefuhrt wird, berechnet. Das von
Jastrowitz ') verbesserte Verfahren habe ich aus &uf3eren
Grinden leider nicht benutzen konnen.

Die Verdauungsproben mit Fibrin wurden stets bei Zimmer-
temperatur (15—18.® bei verschiedenen Gelegenheiten) und bei
einem Sduregrad von 0,1«/0 HCI ausgefiihrt. Der Kontrolle
halber wurde ein Versuch mit Saure und Fibrin allein ange-
ordnet, und ein solcher Kontrollversuch ist auch ein gutes Mittel,
um den Anlang und den Fortgang der Verdauung in den anderen
Proben beurteilen zu konnen. Nach Brucke kann man teils
den Anfang und teils das Ende der Verdauung bestimmen. Ich
habe auch den Zeitpunkt annotiert, wo etwa die Halfte des
Fibrins verdaut war, linde es aber hinreichend, in dem folgenden
nur die beiden erstgenannten Zeitpunkte anzufiihren. Ganz genau
kann man dbrigens dieselben nicht bestimmen.

Es ist namlich schwer, ganz gleichartiges Fibrin fir die
verschiedenen Proben auszuwéhlen und man beobachtet dem-
entsprechend nicht selten am Ende der Verdauung gequollene
Fibrinbrockchen. die in der einen Probe resistenter als in der
anderen sind und eine genaue Bestimmung des Endpunktes der
Verdauung unmoglich machen. Kleinere Unterschiede in den
Enzymmengen kann man also mit dieser Probe nicht nach-

") Biochemische Zeitschrift. Bd, II.
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weisen. Wenn es aber, wie in meinen Versuchen, um sehr
bedeutende Unterschiede sich handelt, ist sie, besonders wenn
man in ihrer Handhabung geniigende Ubung hat, véllig brauch-
bar. Der Grund, warum ich gerade mit den nun genannten
Verdauungsproben trotz ihrer Méangel gearbeitet habe, ist der,
daB sie diejenigen sind, welche bei Arbeiten auf diesem Ge-
biete von anderen allgemein gebraucht worden sind und daf}
meine Versuchsresultate hierdurch mit denjenigen anderer besser
vergleichbar werden. Ein besonderer Grund zur Anwendung
der Fibrinprobe lag Gbrigens darin, dall Pawlow in seiner
oben zitierten Arbeit gerade die Empfindlichkeit der Gerinnungs-
probe und der Fibrinprobe verglichen hat.

Da die Milchgerinnungsversuche in erster Linie mit neu-
tralen Losungen auszufuhren sind, habe ich fur diese Versuche
die Infusionen mit CaCO03 oder mitn lo-Natronlduge neutralisiert.
Bei der letztgenannten Neutralisation lieR ich die Lauge aus
einer Burette Tropfen um Tropfen unter starkem Umrihren
zuflieBen, bis die Losung auf empfindliches rotes und blaues
Lackmuspapier ohne Wirkung war. Da die hierzu erforderliche
Menge Lauge um etwa 5,5 ccm auf je 10 ccm Infusion, ein wenig
schwankt, hat die neutralisierte Infusion einen Gehalt von etwa
0,207°/0 NaCl oder rund 0,2°0. Zur Verdunnung der Ver-
gleichsproben, wenn dieselbe nicht mit'Wasser oder CaCl2-
Losung geschah, benutzte ich deshalb eine NaCl-Lésung von
0,2°0. Die zur Verdunnung in einem Teile der Versuche be-
nutzte CaCL-LOsung bereitete ich durch Neutralisation von
Salzsdure von 0,2°/0 mit CaCO03 in derselben Weise wie die
Infusionen.

Die Milch war ganz frische Kuhmilch, die in allen in den
Abschnitten | und Il mitgeteilten Versuchen stets .Mischmilch
von denselben 2 Kihen war. Das Verhéltnis zwischen Infusion
und Milch war, wenn nichts anderes gesagt wird, 1 ccm Infu-
sion auf je 10 ccm Milch, die vor dem Zusammenmischen vor-
erwarmt waren. Die ROhren standen in einem besonderen Ge-
stelle in einem Wasserbad, dessen Temperatur in einem und
demselben Versuche nicht um mehr als 10 schwankte. In den
verschiedenen Versuchen schwankte sie zwischen 37,5° und 39°.
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Wenn der Enzymgehalt so klein ist, dal die Milchgerinnung
erst nach mehreren Stunden eintritt, ist es schwer, den Zeit-
punkt der Gerinnung genau zu bestimmen, und man kann die
Proben nicht ununterbrochen tiberwachen. Wenn man in solchen
Fallen alle 10 Minuten pruft, so kann man jedoch gute Resul-
tate erhalten, wenn man eine Viertelstunde nach dem Einstellen
der Rihre in das Wasserbad eine zweite gleichartige Serie
einstellt. Die Fehler, welche man in den Reobaehtungen der
ersten Reihe macht, konnen dann durch die zweite korrigiert
werden. In den Féllen, wo es (besonders bei kiirzerer Gerinnungs-
zeit) notig war, habe ich auch Doppelproben angeordnet.

Die Neutralisation mit Lauge kann, wie langst bekannt
ist, etwas schadigend auf die Magenenzyme einwirken. Wenn
nun Pepsin und Chymosin ein und dasselbe Enzym ist, muf}
diese Schadigung in gleichem Grade auf beide EnzymWirkungen
sich geltend machen, und ich bemerke deshalb ausdricklich,
daB ich zu den Verdauungsversuchen in saurer Losung dieselbe
neutralisierte Infusion wie zu den Milchgerinnungsversuchen
benutzte, nachdem sie wieder passend ungesduert worden war.
Eine neutralisierte Kalbsmageninfiision kann nun tagelang kalt
aufbewahrt werden, ohne an Wirksamkeit auf die Milch merk-
et* abzunehmen, und es ist deshalb gleichgulltig, ob man eine
solche neutralisierte Infusion etwas fruher oder spéater wieder
ansduert. Da aber Gewin das Gegenteil behauptet, habe ich
in den Versuchen mit Kalbsmageninfusionen, in welchen die
Chymosinwirkung regelméafig kraftiger als die Pepsinwirkung
ist, das \\iederansauren des einen Teiles der neutralisierten
Losung stets vor der Anordnung der Milchproben unternommen,
so daB also die zur Milchgerinnung verwendete Ldsung ein
wenig langere Zeit neutralisiert gestanden hatte.

Die Versuche mit Kalbsmageninfusionen hatten zundchst
zum Zweck, die Intensitat der Pepsin- und Chymosinwirkung
zu vergleichen, und nach den nun vorausgeschickten Bemer-
kungen teile ich hier einige solche Versuche mit.

Versuch 1 Die Infusion enthielt 0,229°' feste Stoffe. S&uregrad
0;2% HCI. Nach der Neutralisation mit n/io-Lauge wurde sie 20 Stunden
kalt aufbewahrt und dann mit einer NaCl-Lisung von 0,20 n auf die Ver-
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dinnungen A = \ic. B — Ussy Q = 1« und D 11*§ gebracht, Fir die
Verdauungsversuche mit den Mettsehen Rohren kamen auf je H ccm

2 ccm Salzsdaure von 1°0 und fur die Fihrinverdauting 9 ccm auf je | ccm
derselben Saure. :

Milch-  Verdauung Mett)

gerinnung nacli Fibrinverd auung
nach Stunden
Minuten 24 48 72 Anfang . - Slide
A \io 0 025 10 4.0 10-15 Min.. 3 St
B /38 1 0.0 0,36 1.0 30 Min. ungefdhr  5—06! * St.
C . 6a 20 0.0 0.0. . 0.0 B 5 — 0 St. < 20 St

D US 42 00 00 - 00 3 St ungefahr > 20 Sf. 0
Bei den Verdinnungen 1lu und ! us und hei einer Ge-
rinnungszeit von bezw. 20 und 42 Minuten war die Verdauung
nach Mett = 0 und die Fibrinverdauung war nach 9. bezw.
20 Stunden noch nicht beendet. ,
Versuch 2 Infusion mit 0,163°/., festen Stoffen, 0.2° 0 HCI. Neu-

tralisation mit Natronlauge und ein paar Stunden spater Verdinnung mit
Wasser zu ‘/too.

Milchgerinnung in 31 Minuten. Verdauung nach Mett in 72 Stunden
negativ. Fibrinverdauung: Anfang gegen 3 Stunden. Ende nicht vor 12
Stunden, aber im Laufe der Nacht innerhalb 20 Stunden.

Bei einer Gerinnungszeit von 31 Minuten war also die
Verdauung nach Mett in 72 Stunden negativ und die Fibrin-
verdauung erforderte jedenfalls mehr als 12 Stunden.

Versuch 3. Feste Stoffe 0,340° 0, Sauregrad 0.20 ; HCl. Die mit
n io-Lauge neutralisierte Infusion wurde, 20 Stunden nach der Neutralisation,
mit Wasser zu den folgenden Konzentrationen verdinnt: A — [so. B i'i; t0o,
0 = 120 und D =

Bei dem Enzymgehalte hioo, 21200 und | m waren also
die Gerinnungszeiten bezw. 15, 38 und 85 Minuten. Bei diesen
Verdlnnungen gab die Mettsche Probe ein negatives Resultat
und die Verdauung des Fibrins war erst nach resp. 3, 1.0 und
h—6,5 Stunden beendet.

In C war die Verdauung im Laufe der Nacht vollendet. In D
~aren am folgenden Morgen, nach 20 Stunden, noch mehrere durch-
sichtige, unverdaute Reste des Fibrins zu sehen.
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Milch- Verdauung GVl ett)

gvrinnung nach Fihrinverdauung
nach Stunder
Minuten 24 1 .5 72 Anfang ), Ende
tV 1otk |
A% s 086 KIr 225 30 Min. ungefahr2St.  ungefahr
B “io» 15 0.0 | 0.0y 00y>)45 » » 3 »
0lwo 38 00 00 100 g , » A > 40Min. »
n*4o 85; 0.0 ! 0,0 00 00 » » ,6—6 St. 30 Min.
k 'k Vv, k- B S

Versuch 4. Feste Stofie 0,68 °V, Sauregrad 0,2°/0 HCIl. Nach
der Neutralisation mit n/»0-Lauge wurde mit Wasser auf ‘/too verdinnt (At
Nach 24 Stunden wurde der feine Niederschlag gleichmaRig in der Flissig-
keit ilmvh Schitteln verteilt und dann mit Wasser die folgenden Ver-
dinnungen (A — */tge) B = **00, ¢ P= w400, I) = 7+00 und E = 116
hergestellt. ‘

Infolge der starken Verdunnungen wurde hier die Mettsehe Probe
nicht versucht. Fibrinverdauung wie gewohnlich bei 0,1 °/o HCI.

Milchgerinnung Fibrinverdauung

nach Minuten Anfang Ende
A o 3 5 Min. ungeféhr 1 St. ungefahr
B 5Vv* 8 » » 2 » »
C 12 15 » \Y4 3-3V* St
D f5'0 21 20-25 Min. 5—51* »
E 1 usoo 40 45 Min. ungefahr 6*—7 »

Vergleicht man die Gerinnungszeit mit dem Beginne der
rihrinverdauung, so verlaufen beide Prozesse in diesem Falle
etwa gleich rasch. Nimmt man dagegen als Maf das Ende der
Verdauung, so ist die Gerinnung in viel kirzerer Zeit beendet.

Dieser Versuch hat ein besonderes Interesse, weil er zeigt,
wie kraftig die labende Wirkung einer mit Lauge neutralisierten
Kalbsmageninfusion sein kann. lhre Wirksamkeit wurde erst
21 Stunden nach der Neutralisation (und Verdiunnung auf Vigo)
gepruft und trotzdem koagulierte sie die Milch in 40 Minuten

I) Das EiweiR war in den Enden der Rd&hren halb . durchsichtig,
vine wirklicht* Verdauung konnte man aber nicht sicher beobachten.
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bei dem Verdinnungsgrade 1 : 1600. Ich prifte dann etwas
spater die Wirkung derselben Losung bei der Verdinnung
1 : 3200 und sie koagulierte nun die Milch 1: 10 im Laufe
von 90 Minuten. Diese Verdinnung entspricht rund einem Ge-
halte von 0,002 mg festen Stoffes in 1 ccm: und wenn man
annehmen wollte, daB in der unreinen Infusion !N\ der festen
Stoffe aus Chymosin bestand, wiurde dies also bedeuten, daR
in diesem Falle 0,0005 mg Enzym 300 mg Casein (in 10 ccm
Milch', d. h. 1 : 600000 koaguliert hatten.

Durch die nun mitgeteilten Versuche habe ich nicht die
relative Empfindlichkeit der Gerinnungsprobe und der Fibrin-
probe feststellen wollen. Hierzu sind sie nicht geeignet, und
zwar um so weniger, als man die Empfindlichkeit der Fibrin-
probe mit steigenden Temperaturen bis zu einem gewissen Grade
und die Empfindlichkeit der Gerinnungsprobe durch steigende
Zusatze von CaCL duRerst stark erhéhen kann., Ich habe durch
(fiese Versuche nur prifen wollen, ob die von. Pawlow am
Hundemagensafte gemachten Erfahrungen auch fir die Kalbs-
mageninfusionen zutreffend sind, und in dieser Hinsicht sind
die Versuche belehrend genug. Sie zeigen ndmlich alle, daf3
dies nicht der Fall ist. Der neutralisierte Hundemagensaft
koaguliert nach Pawlow, wenn er 10—12mal verdunnt ist,
die Milch nur nach Stunden und wenn man ihn noch mehr
verdinnt, so bleibt die Milch ungeronnen, wéhrend auf der
anderen Seite der hundert- oder sogar tausendmal verdiinnte
Hundemagensaft (Brotsaft) nach 1, 11(>—2 Stunden Fibrinauf-
I6sung bewirken soll. Eine neutralisierte Kalbsmageninfusion
kann dagegen hundertmal mit Wasser verdinnt werden und
.de koaguliert trotzdem die Milch in 15—30 Minuten, wahrend
sie mit der Auflésung einer Fibrinflocke erst nach mehreren
Stunden, bisweilen nicht innerhalb 12 Stunden fertig ist. Eine
Kalbsmageninfusion kann sogar bei dem Verdiunnungsgrade
[ wo, V&oo, Vir,00 die Milch in viel klrzerer Zeit als der nur
20 mal verdunnte Hundemagensaft koagulieren.

Dal} dies nicht von einer besonders groRen Konzentration
meiner Kalbsmageninfusionen herrthrt, kann man aus den Ver-
suchen ersehen. In dem Versuche 4, in welchem die neutra-
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linierte Infusion in der Verdinnung 1 ;. 1600 die Milch in 40 Mi-
nuten labte, war allerdings der Gehalt an festen Stoffen ziem-
lich hoch (0,6.8 °/0); bedeutend hdhere Werte haben aber Paw low
und Schoumow-Siinanowskyr) in mehreren Fallen in dem
Hundemagensafté erhalten. In dem Versuche 2 war er dagegen
nur 0,163 °/o, und ein so niedriger Wert ist meines Wissens
nur einmal in einem Hundemagensaft (von Nencki und Sieber;2)
beobachtet worden. In dem Versuche 3 war er 0,340 °/o, also
unterhalb des fur Hundemagensaft meistens gefundenen Mittel-
wertes, und trotzdem koagulierten diese Infusionen bei der
Verdunnung Vioo die Milch in jenem Falle in 31 und in diesem
Falle in 15 Minuten. Nimmt man konzentrierte Infusionen, so
konnen diese mehrere tausendmal verdinnt werden und sie
koagulieren trotzdem die Milch in verhaltnisméalig kurzer Zeit.

Da ich selbst nicht Gelegenheit gehabt habe, natlrlichen
Hundemagensaft zu untersuchen, basiert der obige Vergleich
zwischen ihm und Kalbsmageninfusionen ausschlie3lich auf den
Erfahrungen Pawlows Uber den ersteren. Die Relation zwischen
den beiden Enzymwirkungen ist also beim Hunde und Kalbe
eine ganz verschiedene, und man ist also nicht berechtigt,
auf Grund der Versuche mit Hundemagensaft die an Kalbs-
mageninfusionen gemachten Erfahrungen als unrichtig zu be-
zeichnen.

Eine Kalbsmageninfusion weicht aber, wie es scheint, auch
in anderer Hinsicht von dem Hundemagensafte ab. Nach Paw!low
und Parastschuk kann man namlich den letzteren nicht mit
Lauge und kaum mit Na2CO03 neutralisieren, ohne das Enzym zum
Teil zu zerstoren und die labende oder Gberhaupt enzymatische
Wirkung wesentlich zu schwéchen. Man soll ihn mit NaHCXL
(oder CaCQj) neutraliserez Die Kalbsmageninfusionen scheinen
viel weniger empfindlich gegen Alkali zu sein. Auch hier kann
man durch Natronlauge das Enzym ein wenig schwachen; bei
vorsichtiger Arbeit ist aber diese Wirkung ohne Bedeutung,
und die mit Lauge neutralisierte Infusion wirkt dementsprechend
anderst kréftig labend. Ich bemerke dies, weil Pawlow die

V) L c. und Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1895.



Zur Frage nach der ldentitat der Pepsin- und Chymosinwirkung. 35

Beweiskraft einiger meiner alteren Versuche durch die An-
nahme entkraftigen will, dall ich das Enzym bei der Neutrali-
nation zerstért habe.

Fur die Kalbsmageninfusionen ist also die Neutralisation mit
Alkalilauge (Natronlauge) eine ziemlich unschadliche Operation.
Die neutralisierten Infusionen sind auch recht haltbar, und die
neutrale Reaktion an sich hat keine wesentlich schadigende
\\irkung. Dies geht schon aus drei der oben mitgeteilten Ver-
suche hervor: aber ich habe wiederholt neutralisierte Losungen

mehrere Tage, einmal im Januar 14 Tage, kalt aufbewahrt,
ohne eine Anderung in ihrer Wirkung konstatieren zu konnen!

In einem Falle hatte ich in einer Infusion mit 0,163 "/o festen
Stoffen und 0,2°/0 HCI durch Erwarmen auf 42—44» C. die
labende Wirkung von 55 Sekunden auf 43 Minuten herabge-
setzt, und diese Infusion liel? ich nach der Neutralisation 5 Tage
kalt stehen. Sie wurde jeden Tag gepruft und die Gerinnungs-
zeit schwankte zwischen 42 und 44 Minuten.

Man koénnte nun vielleicht meinen, dal! das, im Vergleich
mit dem Hundemagensafte, entgegengesetzte Verhaltnis zwischen
Pepsin-und ChymosinWirkung indenKalbsinfusionendaherruhrte,
dal infolge der Neutralisation mit Alkali die PepsinWirkung
viel starker als die Chymosinwirkung gelitten hatte. Wenn dem
so ware, wulrde dies entschieden gegen die Identitat der beiden
Enzymwirkungen sprechen, denn wenn Pepsin und Chymaosin das-
selbe Enzym ist, kann man nicht die eine Wirkung mit Schonung

der anderen ldhmen. Nun verhalt es sich aber nicht so. Die
Neutralisation mit Natronlauge und die Aufbewahrung bei neu-

traler Reaktion (in der Kalte) wirkten nicht merkbar schadlicher
aul die Pepsin- als auf die Chymosinwirkung, wovon ich mich
durch vergleichende Versuche Uberzeugt habe.

Ein Vergleich der obigen 4 Versuche untereinander zeigt,
dal' auch in den Kalbsmageninfusionen nicht immer eine Paralle-
litat der zwei Enzymwirkungen besteht. So entspricht z. B.
»ine Gerinnungszeit von 42 und 40 Minuten einer Anfangszeit

. der Fibrinverdauung von 3 Stunden im Versuche 1 und 45 Mi-

nuten im Versuche 4. Da ich aber unten kraftigere Beweise
dir die Nichtparallelitit der beiden EnzymWirkungen liefern
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werde, will ich nicht langer bei diesen Versuchen verweilen,
sondern gehe zu den Versuchen mit anderen Infusionen Uber’

B. Infusionen auf Pferdemagen.

Zu diesen Infusionen habe ich ausschlieBlich den enzym-
reichen, rotlich grauen, dunkelgefarbten Teil des Magens ver-
wendet. Die Schleimhaut wurde abprapariert, in einer Fleisch-
muhle fein zerschnitten, mit Salzsaure von 0,2% HCI in dem Ver-
héltnisse 1:10 extrahiert, kalt aufbewahrt und nach 24 Stunden
filtriert.

Die Enzyme des Pferdemagens sind ebenfalls ziemlich
resistent gegen die Neutralisation, sie sind aber etwas empfind-
licher als die des Kalbsmagens. So habe ich z. B. einmal
beobachtet, daR eine mit CaCO03 neutralisierte Infusion nach
3 Tagen unwirksam auf Milch war, wéhrend sie noch Fibrin
verdaute. Auf der anderen Seite habe ich aber auch wieder-
holt gesehen, daf mit Natronlauge neutralisierte Infusionen
nach 24 Stunden ihre labende Wirkung nicht wesentlich ver-
mindert hatten. Im Vergleiche zu den Kalbsmageninfusionen
war die Chymosinwirkung, wie wir sehen werden, regelmaRig
schwécher als die Pepsinwirkung, und aus dem Grunde habe
ich hier immer die Verdauungsversuche etwas spater als die
Gerinnungsversuche angeordnet. Dasselbe war, was ich, um
Wiederholungen zu vermeiden, schon hier bemerke, auch bei
den Versuchen mit Huhner- und Hechtmageninfusionen der Fall.

Wenn man eine Infusion mit verdlnnter Salzsaure von
0,2 % IICI bereitet, so hat die fertige Infusion in der Regel
nicht genau diesen S&uregrad, was leicht verstandlich ist, wenn
man bedenkt, dal der S&uregrad durch Aufnahme von Wasser
und verschiedenen Stoffen aus der Schleimhaut etwas gedndert
werden kann. Fir Versuche mit Infusionen derselben Art
ist dies allerdings von geringerer Bedeutung; wenn man aber
zwei verschiedenartige Infusionen, wie z. B. von Kalb und Pferd,
mit einander vergleichen will, missen beide genau auf den-
selben S&uregrad gebracht werden. Dies habe ich auch, wi-
es notig war, getan. Beziglich der Verdauungsversuche kann
ich Ubrigens hinzufligen, dal meine Infusionen nach «lein Wt-
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dinnen mit dem gleichen oder einem groReren Volumen Saure
nie kréftiger, sondern immer etwas schwacher als in unver-
dinntem Zustande verdauten. Der Gehalt an verdauungs-
hemmenden Stoffen, wenn solche Uberhaupt vorhanden waren,
hatte also keine stérende Wirkung.

In dem Vorigen, in einer Fullnote, habe ich bemerkt,
daB ich die filtrierten Infusionen im Brutofen erwarme, bis ich
sicher bin, dall keine weitere Vermehrung des Enzymgehaltes
stattfindet. Dies war fir die Pferdeinfusionen besonders wichtig.
Eine solche, neubereitete Infusion, welche einige Tage kalt auf-
bewahrt worden ist, kann namlich nach dem Neutralisieren
jast unwirksam aul Milch sein, wahrend sie Eiweill reichlich
verdaut, und man konnte also glauben, daB sie fast nur Pep-
sin und kein Chymosin enthalt. L&Rt man sie aber mehrere
Stunden im Brutofen stehen, so kann sie nach der Neutrali-
sation die Milch vielleicht in 5—10 Minuten koagulieren, wéhrend
sie vorher erst nach Stunden wirkte. Fir die Kalbsmagen-
infusionen, welche schon von Anfang an kraftig labend wirken,
ist der Unterschied bedeutend kleiner. Wahrscheinlich handelt
es sich hier um eine Umwandlung des Zymogens in Enzym,
wenn auch andere Mdoglichkeiten denkbar sind. Fir die Ver-
suchsanordnung ist dieses Verhalten jedenfalls von der aller-
groliten Wichtigkeit, weil man ohne Kenntnis hiervon ganz
fehlerhafte Schlisse ziehen konnte.

Versuch 1. Magen von einem alten Pferde. Die unverdinnte
Infusion enthielt 0,89 °/o feste Stoffe. Sie wurde mit Salzsdure von 0.2 °/o
verdinnt, so dal3 der Gehalt an festen Stoffen 0,340° o war. Dies geschah,
um einen Vergleich mit einer Kalbsmageninfusion von ebenfalls 0,340" *
festen Stoffen zu ermdglichen. Beide wurden mit CaCO, neutralisiert
und nach 20 Stunden filtriert.

A. Pferdemageninfusion koagulierte Milch in 55—«0 Minuten.

B. Die Kalbsmageninfusion koagulierte die Milch so rasch, dal} sie
mit CaCl#-Losung (aus 0,2 °/o HCI, durch Neutralisation mit CaCO, he-
iviteh auf ‘/to verdunnt wurde. Die so verdunnte Infusion lahte die Milch
m 1 Minute 45 Sekunden, also in rund 2 Minuten.

Es wurden nun beide LosungeU auf den Sduregrad 0.2 ®VHCI ge-
macht behufs Verdauungsversuche nach Mett.

Nach 24 Stunden. Nach »S Stunden.
A Pferd) 4.9 2025
B Kalb) 4.0 L (%4
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In diesem Falle verdaute also die Pferdeinfusion reichlich
viermal so kréaftig wie die Kalbsinfusion, ihre labende Wirkung
war aber nur Vso von der der letzteren.

Versuch 2. Magen vgn einem jungen Pferde. 5 Jahre alt. Zum
Vergleich mit einer Kalbsmageninfusion mit 0,72 °/o festen Stoffen wurde
die Infusion mit Saure ebenfalls zu einem Gehalte von 0,72 °/0 festen
Stoffen verdinnt und beide auf 0,2 °/« HCI gebracht.

Nach der Neutralisation mit Alkalilauge koagulierte diese Infusion
die Milch in 9 Minuten. Die neutralisierte Kalbsmageninfusion wirkte so
rasch koagulierend, daR die Zeit nicht genau angegeben werden konnte.

Es wurden nun beide Infusionen mit CaCO03 neutralisiert und nach
etwa V. Stunde filtriert. Die Gerinnungszeit fiir die Pferdeinfusion war
nun 8 Minuten. Die Kalbsmageninfusion mufite mit CaCl-Losung auf

*crdunnt werden, um der Pferdeinfusion einigermaflen &quivalent zu
werden.
Gerinnungszeit fir A (Pferd) 3 Minuten
B (Kalb) 2—2'/« Minuten.
Verdauung nach Mett in 20 Stunden (0,200 HCI).
A (Pferd) 9,6

B (Kalb) 0,0
Fibrinverdauung (0.2 °/0 HCI) Anfang Ende
A (Pferd) < 5 Minuten  35—40 Minuten
B (Kalb) etwa 1 Stunde 6—7 Stunden

Auch in diesem Versuche findet man denselben voll-
stdndigen Mangel an Parallelitdét zwischen der verdauenden
und der labenden Fahigkeit der beiden Infusionen. Die Rela-
tion zwischen den beiden Wirkungen war eine ganz andere
in der Pferde- als in der Kalbsmageninfusion.

Versuch 3. Mageninfusion von einem 3. Pferde, 15 Jahre alt,
wurde mit Salzsdure auf den Gehalt 0,337 °/o festen Stoffen verdinnt und
mit einer Kalbsmageninfusion von 0,340 °/u festen Stoffen verglichen. Saure-
grad in beiden 0,2°/0 HCI. Die Kalbsmageninfusion war nicht dieselbe
wie in Versuch 1.

Es wurden beide Infusionen mit n/io-Natronlauge neutralisiert. Nach
Verdinnen der Kalbsmageninfusion auf '/« koagulierte sie die Milch in
t  Minute.

Gerinnnungszeit A (Pferd) = 8 Minuten.
» B (Kalb V«) = 15
Verdauung nach Mett (0,3%0 HCI) nach 20 Stunden
A 2,06.
B 0,16.
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In diesem Versuche verdaute also die Pferdeinfusion etwa
zwolfmal so rasch wie die Kalbsmageninfusion; aber diese koa-
gulierte umgekehrt die Milch funfmal so rasch wie jene, also
ein umgekehrtes Verhaltnis in beiden.

Diese Versuche, denen ich noch andere als Beispiele hin-
zufligen konnte, zeigen also, dall die Delation zwischen den
beiden Enzymwirkungen eine ganz andere in den Pferdemagen-
infusionen als in den Kalbsinfusionen ist und daf in jenen die
Chymosinwirkung ganz wie in dem Hundemagensafte der Pep-
sinwirkung gegenuber zurlicktritt. Dies beweist natirlich nicht,
daB die Chymosin- und Pepsinwirkung nicht identisch sein
koénnen, denn der Unterschied konnte ja durch verschiedene
Annahmen erklart werden.

Man konnte annehmen, daR im Pferdemagensafte hem-
mende Stoffe enthalten sind oder bei der Neutralisation ge-
bildet werden und daR sie nur bei neutraler, nicht aber bei
saurer Reaktion wirksam sind. Solche Stoffe habe ich indessen
nicht nachweisen kénnen. Vermischte ich eine neutralisierte
Kalbsmageninfusion mit einer grofReren Menge, z. B. 10 Volumen
einer auBerst langsam wirkenden Pferdeinfusion und auf der
anderen Seite 1 Volumen derselben Kalbsmageninfusion mit
10 Volumen NaCl-Lésung von entsprechender Konzentration,
so war die labende Wirkung der beiden Gemenge ungefahr die-
selbe. Die Gerinnung geschah in beiden Fallen in einigen (3—4)
Minuten. Ich habe jedoch diese Frage nicht mehr eingehend
gepruft, weil die bald anzufiihrenden Versuche solche Unter-
suchungen Uberfliissig machten.

Infolge der kréaftig labenden Wirkung der Kalbsmagen-
infusionen im Verhaltnis zu den Pferdemageninfusionen mufite
man die ersteren in ein paar der obigen Versuche stark mit
CaCl2-Losung verdinnen, was allerdings notwendig war, um
die Losungen unter einander vergleichbar zu machen, auf der
anderen Seite aber die Versuche etwas kompliziert. Es fragt
sich deshalb, ob man nicht eine noch einfachere Versuehs-
anordnung finden kénnte.

Die beliebteste Erklarung des wiederholt beobachteten
Mangels an Parallelitdt der beiden Enzymwirkungen ist die



Annahme, dall man durch die Neutralisation mit Alkali das
Enzym zerstort oder schwécht. Von einer Zerstérung nur des
einen Enzymes, z. B. des Chymosins, durch das Alkali kann
es naturlich nicht die Hede sein, wenn man die ldentitat der
heidcn Enzyme annimmt. Es missen in dem Falle beide Enzym-
wirkungen durch die Neutralisation aufgehoben werden. Man
kann also hochstens, annehmen, dal das Enzym durch die
Neutralisation zwar nicht zerstort, aber geschadigt oder ge-
lahmt und durch das Wiederansduern reaktiviert wird. Inder
neutralisierten Infusion sollte also das Pepsin infolge seiner
Ldhmung durch das Alkali auf Milch unwirksam sein, wahrend
es nach der Reaktivierung durch die Saure fortwahrend Ei-
weill verdauen sollte.

Hegen eine solche Hypothese 1ai3t sich allerdings vieles
einwenden: es dirfte aber Uberfliissig sein, derselben eine Kritik
zu widmen, da sie einer experimentellen Priifung nicht unzu-
ganglich ist.

Auf der einen Seite kann man die Frage nach der Dua-
litdt oder Identitat der beiden Enzymwirkungen nicht entschei-
den ohne Versuche, in welchen man die S&urewirkung elimi-
niert hat: auf der anderen Seite darf man aber, um die von
der Neutralisation der S&ure herriihrenden modernen Einwénde
zu vermeiden, die Sdure weder durch NaOH noch durch
Na2CO03 oder sogar durch CaCO03 neutralisieren. Man muR also,
wenn mdoglich, die Saure in anderer Weise unschadlich machen,
und der einfachste Weg zu diesem Ziele wéare wohl, die sauren
Infusionen so stark mit Wasser zu verdinnen, daf} die S&ure
fir die Gerinnung ohne Belang ist und daR die Infusionen prak-
tisch neutral oder fast neutral sind. Geht man von zwei In-
fusionen aus, welche beziiglich der verdauenden Wirkung aqui-
valent sind, so mussen diese beiden Infusionen auch beziglich
ihrer Wirkung auf Milch &quivalent sein. Verdinnt man die
eine mit Wasser, bis ihre labende 'Wirkung aufhért, so muf
die labende Wirkung der anderen auch wenigstens anndhernd
bei derselben Verdinnung aufhéren, und es muf} bei den ver-
schiedenen, schwacheren Verdinnungsgraden eine anndhernde
Parallelitdt zwischen beiden Infusionen bestehen.
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Die Anordnung derartiger Versuche ist auRerordentlich
einfach. Man nimmt zwei Infusionen, welche genau denselben
Séuregrad haben und welche hinsichtlich der verdauenden
Wirkung — z. B. nach der Mettsehen Methode gemessen —
aquivalent sind, wverdiunnt sie gleich stark mit Wasser zu
steigenden Verdinnungen und prift mit Milch. Um die Séaure
unschédlich zu machen, glaubte ich die Infusionen stark ver-
dinnen zu muissen, und in einem ersten Versuche fing ich
deshalb mit dem Verdinnungsgrad an. Bei dieser Ver-
dunnung labte die Kalbsinfusion die Milch in 8 Minuten, wahrend
die Pferdeinfusion nach 7 Stunden noch keine Gerinnung er-
zeugt hatte.

Ich fand dann, daR besonders grofe Verdiinnungen gar
nicht notwendig sind. Schon bei der Verdinnung.Vs kamen
groRe Unterschiede zum Vorschein, und aus dem Grunde habe ich
meistens mit den Verdlnnungsgraden | s, 1 g, 1 12, 021 uUnd bi«
gearbeitet. Die Unterschiede sind dbrigens so grofR und so
augenfallig, daB es gar nicht ndtig ist, mit pepsindquivalonton
Losungen zu arbeiten, wenn man nur die relative Verdauungs-
fahigkeit der beiden Infusionen kennt.

Da die Versuchsanordnung so einfach ist, stelle ich die
Resultate tabellarisch zusammen und begniige mich damit, hier

einige kirzere Angaben beziglich der fraglichen Versuche zu
machen.

Versuch t, Kalbsinfusion 0.3k)0o feste Stoffe; Pferdeinfusipn
0.350°0. Sauregrad in beiden 0.2°, - Verdauung nach Mett 20 Stunden
bei 38—39° C.

Versuch 5. Kalbs- und rferdemageninfusionen enthielten beide
0.72° o feste Stoffe und 0,2°b HCI. Verdauung nach Mett 20 Stunden
bei 38—39° C.

Versuch 0. Kalbsmageninfusion 0.340" . feste Stoffe, aber nicht
dieselbe wie im Versuch 4. Pferdemageninfusiori 0,337 00 feste Stoffe.
Sauregrad in beiden 0.2 -0 HCIl. Verdauung nacli Meit 20 Stunden, bei
.37—38° C. er

Versuch 7. Pferdemageninfusion 0.221° « feste Stoffe. Kalbsmagen-
infusion 0.210 |> feste Stoffe. Sauregrad in beiden 0.2° u HPI. Verdauung
nach Mett 20 Stunden bei 38—39° C.

Die Tabelle, welche ohne besondere! Urklarung verstandlich
sein dirfte, enthdlt das OuadratVerhaltnis der Verdauung nach
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Mett und die Gerinnungszeiten fir die Labung bei den entspre-
chenden, in dem letztenStabe enthaltenen Verdiinnungsgraden der
beiden sauren Infusionen (Verdiinnung mit destilliertem Wasser).
Diese Versuche zeigen in schlagender Weise, dal in den
Kalbs-und Pferdemageninfusionen gar keine Parallelitat zwischen
Pepsin- und Chymosinwirkung besteht. In den Kalbsinfusionen
folgt die Gerinnung dem gewdhnlichen Labungsgesetze, wahrend
dies in den Pferdeinfusionen nicht der Fall ist. Anfangs ist.die
Abweichung nicht so merkbar, wenn man mehr konzentrierte
und kréaftiger wirkende Infusionen als die hier als Beispiele
angefihrten wahlt; aber auch in diesen Féallen wird sie bald
groRer, und eine Pferdeinfusion wird ganz unwirksam bei einer
Verdlnnung, bei welcher eine Kalbsinfusion noch kréftig wirkt.
Bei dieser Versuchsanordnung fallen nun alle diejenigen
Einwéande weg, die man in der schadigenden Wirkung des
Alkalis bei der Neutralisation gesucht hat. Ebenso wenig kann
die Wirksamkeit des Pepsins durch infolge der Neutralisation
entstandene oder nur bei neutraler Reaktion hemmende Stoffe
verhindert werden, denn die Relation zwischen S&ure und
Enzym wird nicht bei dieser Versuchsanordnung geéndert.
Nun koénnte man vielleicht meinen, daf} in den nicht ge-
ronnenen Proben mit Pferdeinfusionen trotzdem eine Gerinnung
stattgefunden hatte, aber eine so feine, dal sie der Beobacht
tung entgangen war. Dies ist aber nicht der Fall Nach Ver-
lauf von 7 Stunden habe ich namlich zu jeder Probe 1 ccm
neutralisierter Kalbsmageninfusion gesetzt, und in allen Fallen,
ohne Ausnahme, trat dabei innerhalb einiger (gewdhnlich 1—2)
Minuten eine Gerinnung auf. Das Casein ist also wéhrend
vieler Stunden nicht nachweisbar von dem Pepsin verandert
worden. Nur in dem Versuche 4, bei der Verdinnung ! 3, wo
also die Gerinnung bei einem noch verhaltnisméRig hohen Saure-
grad ausgeblieben war, trat nach Zusatz von neutralisierter
Kalbsmageninfusion die. Gerinnung etwas langsamer (im Laufe
von 4—5 Minuten) auf und die Gerinnsel wurden nicht so
typisch und fest wie sonst immer. Bei diesem Sauregrade
hatte also vielleicht das Pepsin eine schwache Wirkung aus-
geubt; wenn dem aber so ist, so spricht dies jedenfalls nicht
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hi. sonderngegen die Annahme, daR die Milchgerimnmg das

Shniium der peptischen Protoolvse ist.

bu* obigen Versuche zeigen wohl vielmehr, dal) das Pferde-
IX'psin lad sehr schwach saurer Reaktion die Milch nicht koa-
giiliei t .luul dal) cs also schwerlich «er hei der Labung wirk-
same Staxll ist.  Maii w«»Ute hiergegen vielleicht einwenden, dal
die 1Vpsinlésung durch die Verdinnung mit Wasser dermalien
venliiinit worden ist, dal3 sie nicht auf die Milch wirken konnte.
Die Unhaltbarkeit einer solchen Annahme ist jedoch offenbar.
Die Verdlinnung war namlich dieselbe wie in den Kalbsinfusionen.
Wese waren in zwei Fallen drmer an Pepsin als die Pferde-
infusionen und trotzdem koagulierten sie die Milch in 2—6
Minuten, wahrend die Pferdeinfusionen bei derselben Verdiinnung
und etwas grofRerem Pepsingehalte unwirksam waren. Es wider-
streitet auch aller Erfahrung, dal eine kréftig verdauend wir-
kende Pepsinlésung nicht bis auf VR—! 12 verdinnt werden
konnte, ohne ihre Wirksamkeit einzublfen. Ich habe mich
ubrigens selbstverstandlich durch eigens darauf gerichtete Ver-
suche davon dberzeugt, dal} die angewandten Pferdeinfusionen
nach Verdinnung auf ~0—I1/100 und Ansduerung mit Salzsdure
noch Eiweil3 verdauten. Es zeigen also diese Versuche, und
dies durfte wohl ihr wichtigstes Resultat sein, dall das Pferde-
pepsin bei sehr niedrigem S&uregehalte und in Verdinnungen,
in welchen es noch auf Eiweill verdauend wirkt, die Kuh-
milch nicht koaguliert.

Hier kann man nun weiter denselben Einwand machen,
den Pawlow fur den Hundemagensaft gemacht hat, dafl nam-
lich die Milchgerinnung ein viel weniger empfindliches Pepsin-
reagens als die Eiweildverdauung, besonders die Fibrinverdauung,
ist. Der Pferdemagensaft verhélt sich ja in der Tat auch der
Verdlinnung mit Wasser gegenuber wie der Hundemagensaft,
und wenn man einen solchen Einwand macht, will ich nur er-
widern, daB fir die Kalbsmagenenzyme ein ganz anderes
Verhalten gilt und dafl dem entsprechend die Enzyme in dem
Kalbsmagensafte auf der einen und in dem Pferde- und Hunde-
magensafte auf der anderen Seite kaum identisch sein konnen.
Dall zwei verschiedene Enzyme, Pepsin und Chvmosiu, in ver-
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rrhiodfiitMi  Mtsnvr<*nvt'i*lidliHissen in den Magenséften voisohie-
(I"llv*r  Lii*rarl**n  Vorkommen koénnen, ist nicht nhwer an/n-
nehmen: daR aber ein nnd dasselbe Kn/yin lui dem einen
Tier eine ganz andere Relation /wischen den zwei W irkungen
als bei einem anderen .zeigt, ist schwieriger zu erkléren. Es
sprechen also diese Reobaehtuligen sehr zugunsten der An-
schauung von Hang,l)*@al} es ein Parachymosin gibt: und die
in letztei Zeit \on (.rewind) und Sawitsch”t gegen seine
Ansicht gemachten Einwande haben aut mich nicht tiberzeugend
gewirkt. Wenn man aber verschiedene Chymosine annimmt,
so mul3 man konsequenterweise, wenn man Pepsin und Chy-
mosin als identisch auffalt, auch das Vorkommen verschiedener
Pepsine annehmen, eine Annahme, die schon Klug4) und
\\ roblewski °) experimentell zu begrtinden versucht haben.

C. Infusionen auf Huhnermagen.

Hei der Darstellung dieser Infusionen wurde der aufge-
schnittene Drisenmagen erst abgespult mit Wasser und dann
mit Filtrierpapier von der oberflachlichen* schleim&hnlichen
Schicht befreit. Darauf wurde mit dem Rande eines Uhr-
glaschens oder der Ruckenseite einer Messerklinge die Drusen-
masse aus den.Offnungen der Driisenaggregate herausgedriickt.
Die so gewonnene rotlich graugelbe Zellen- und Driisenmasse
wurde mit Salzsdure von 0,2°/« HCI in dem Verhaltnis 1: 75
oder 1 :100 infundiert. Nach 24 Stunden wurde filtriert und
die wasserklare, farblose Infusion im Brutofen' erwarmt, bis
alles Zymogen in Enzym umgesetzt war.

Auch mit Hudhnerinfusionen habe ich nach der Neutrali-
sation mit Alkali oder mit CaCO03 Versuche ausgefuhrt, und
zwar Vergleichsversuche mit entsprechend behandelten Kalbs-

mageninfusionen nach dem in dem vorigen Abschnitte Uber
Pferdeinfusionen erwdhnten Prinzipe. Da aber diese Versuche

) Pfligers Arch. f. d. gesamt. Physiol., Bd. LXXIX
Olec

JLc

4) Pflugers Arch. f d. gesamt. Physidl., Bd. LX.

0 Diese Zeitschrift, Bd. XXII.
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von geringerem Interesse als die Verdinnungsversuche mit
W asser sind, dirfte ich, im Interesse eines nicht zu grofien
Umfanges meines Aufsatzes, dieselben hier tbergehen koénnen.
Ich will nur erwdhnen, dall die Huhnerinfusionen &hnliche Re-
sultate als wie die Pferdeinfusionen gaben, und als Beispiel kann
ich folgendes anfihren: Es wurde eine Huhnerinfusion mit
und eine Kalbsinfusion mit 0,210°/0 festen Stoffen
nach der Neutralisation mit CaCO3 verglichen. Der Pepsin-
gehalt in der Huhnerinfusion war doppelt so grof3 wie in der
Kalbsinfusion; die Chymosinwirkung der letzteren war aber
19mal so groR wie die der ersteren.
Ich teile hier zwei Verdlinnungsversuche mit Wasser,
nach demselben Prinzipe wie die Versuche mit Pferdeinfusionen
ausgefuhrt, mit

Versuch 1. Huahnerinfusion 0,145 «/o und Kalbsinfusion 0,170° )
feste Stoffe. Sduregrad 0,2%. Verdauung nach Mett 10 Stunden bei
38—w) C. ;

Versuch 2. Huhnerinfusion 0,100° 0. Kalbsmageninfusion 0,810° )
feste; Muffe. Sauregrad 0.2°0 HCIl. Verdauung nach Mett 20 Stunden
bei 88—380 !

Tabelle II.
Cor Versuch | Versuch 2
Ver-
Kalb |  Huhn Kalb Huhn  diinnung
Doxlratvorhaltnie_ o, 0 o mit
nach Mett ' Wasser
Gerinnungszeit 50 Sek. 2 St. 25 Min. 20 Sek. keine i
> = 2Min.  keine 85 » Gerinnung 7«
! — 4 " Gerinnung 1 Min. 80 Sek. in Vit
Lol — 8 » in6Stunden, « g5y , 7 Stunden 7«
: ‘h  — 5 * 30 Vi
9 '« == - I — 10 Min. | \06

Auch in diesen Reihen habe ich kontrolliert, teils, daR
die nicht geronnenen Losungen nach Zusatz von neutralisierter
Kalbsmageninfusion rasch und typisch koagulierten, und teils,
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dali bei den auf Milch unwirksamen Verdinnungen die Lésung
Lei saurer Reaktion Eiweil3 verdaute.

Man findet also auch hier denselben Mangel an Paralleli-
tdt zwischen den zwei Enzymwirkungen wie in den Versuchen
mit Pferdemageninfusionen, und auch das Hihnerpepsin kann also
aul Milch unwirksam sein in einer Verdlnnung, bei welcher es
\erdauend wirkt. Es gilt also dasselbe fir eine Ilihnerinagen-
infusion wie fir den Hundemagensaft und die Pferdemagenin-
lusionen, n&mlich, daR bei Verdinnung mit Wasser die labende
Wirkung viel fruher als die verdauende aufhort.

D. Infusionen auf Hechtmaéagen.

Die gereinigte Schleimhaut wurde von den ubrigen Schieh-

tles Magens getrennt und nach weiterem Abspillen mit
Wasser zerschnitten und mit 0,2"/oiger HCl in dem Verhélt-
nisse 1:10—20 infundiert, ich habe die Schleimhaut von
sowohl verdauenden wie nlchternen Tieren verwendet, ohne
einen bestimmten Unterschied in der Wirkung der Infusionen
konstatieren zu konnen. Bei Darstellung dieser Infusionen fand
immer, selbst bei niederer Temperatur, eine Selbstverdauung
statt, und ich filtrierte gewohnlich schon nach 18—20 Stunden.

Bei Versuchen mit diesen Infusionen stie ich bald auf
das unerwartete Verhalten, dal sie, trotzdem sie duferst
kraftig Fibrin verdauten, auf das Eiweil in den Mettsehen
Ruhren fast ganz unwirksam waren. Ich fand ferner, dal} sie
auch das mehrere Minuten gekochte Fibrin nicht verdauten,
wéhrend sie das nur kurze Zeit erhitzte Fibrin noch I6sten!

Es schien also, als ob der Hechtmagensaft nicht hart ge-
kochtes Eiweil3 zu losen vermochte; aber dies ist nicht der
lall.  Wenn ich namlich die Infusionen auf die Mettsehen
Rohren bei -f- 4° C. oder bei Zimmertemperatur einwirken
lieR, fand die Verdauung, wenn auch langsam, statt. Man
konnte deshalb annehmen, daR das Hechtpepsin besser bei
einer niedrigen als bei einer hdheren Temperatur wirkt, aber
auch eine solche Annahme erwies sich als nicht richtig. Eine
Infusion, welche eine Fibrinflocke bei Zimmertemperatur in
etwa 25 Minuten gelost hatte, l6ste bei 380 eine &hnliche
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Flocke in etwa 7 Minuten. Die Erklarung des obigen Ver-
haltens liegt darin, dal) das Hechtpepsin in saurer Ldsung
hei Brutofentemperatur leicht zerstort wird. Eine enzymarmere
Infusion kann schon nach einer Stunde unwirksam werden.
Konzentr iertere Infusionen werden langsamer zerstort: aber
die Pepsinmenge nimmt auch hier so rasch ab, daR nur eine
unbedeutende Einwirkung auf das EiweiR zu sehen ist. Bei
neutraler Reaktion scheint das Pepsin widerstandsfahiger zu
sein.

Die; Chymosinwirkung geht bei Brutofentemperatur eben-
falls allméhlich verloren und rascher in saurer Losung. Da
diese Verhaltnisse indessen an der Seite des eigentlichen
Themas liegen, habe ich sie nicht eingehender studiert. Dal
das Hechtpepsin bei Brutofentemperatur ganz anders als die
Pepsine der warmblitigen Tiere sich verhélt, ist aber sicher
und nicht ohne Interesse. Es spricht dies namlich dafr,
dall dieses Pepsin nicht mit den Pepsinen der Warmbliter
identisch ist. Man konnte allerdings annehmen, dal in den
Magensaften besondere Stoffe enthalten sind, welche das Pepsin
gegen die schadliche Wirkung der hoheren Temperatur der
Warmbliter schitzen und dall diese Stoffe bei dem Hechte
fehlen; aber diese Annahme hat wenig Wahrscheinlichkeit und
die erstere ist viel einfacher. Ich sehe also in dem Verhalten
des Hechtpepsins bei gewdhnlicher Kdorpertemperatur einen
Wahrscheinlichkeitsbeweis dafiir, daB es verschiedenartige Pep-
sine (und Chymosine) gibt.

Da die Mettsehe Probe also in denVersuchen mit Hecht-
mageninfusionen nicht anwendbar war, habe ich behufs eines
Vergleiches von den Pepsinmengen in ihnen und den Kalbs-
mageninfusionen die Fibrinverdauungsprobe benutzt, und zwar
nach dem Bruckeschen Verfahren mit Reihen von steigenden
Verdunnungsgraden.

Die Infusionen auf Hechtméagen konnen sowohl mit Na-
tronlauge wie mit CaCO3 neutralisiert werden und sie laben
in beiden Fallen je nach ihrer Konzentration die Milch lang-
samer oder schneller. Ich habe solche neutralisierte Infusionen
sowohl beziiglich der labenden wie der peptischen Wirkung mit
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entsprechend neutralisierten Kalbsmageninfusionen verglichen.
Da aber diese Versuche infolge der Einwénde, welche man
wegen der beobachteten schadlichen Wirkung der Neutralisation
gegen sie richten kann, nicht von demselben Interesse wie die
Verdlnnungsversuche mit Wasser sind, finde ich es Gberflussig,
sie hier ausfuhrlicher mitzuteilen, und begniige mich deshalb
damit, als Beispiele die Resultate ein paar derartiger Versuche
hier anzufuhren.

In einem Falle, wo die Kalbsmageninfusion 0,300 und
die Hechtmageninfusion 0,310°/« leste Stoffe enthielt, wurden
beide mit CaCO, neutralisiert und die Kalbsinfusion mit CaCl.,-
Losung verdinnt, bis der Unterschied in der Koagulationszeit
nicht zu gro war. Die Kalbsinfusion labte die Milch in 3'G Mi-
nuten, die Hechtinfusion in 13 Minuten. Die Chymosinwirkling
in jener war also etwa 4 mal so stark wie in dieser, wahrend
die Pepsinwirkung, nach Briucke gemessen, nur Cm von der
der Hechtmageninfusion war.

In einem anderen Falle, wo die Versuchsanordmmg die-
selbe war und die Infusionen enthielten: Kalb 0,210 und Hecht
0,190°/« feste Stoffe, war die Chymosinwirkung in der Kalbs-
infusion doppelt so stark wie in der Hechtinfusion. Die Pepsin-
wirkung in jener war aber nur «/& von der in der letzteren.

Ein dritter Fall ist folgender. Die beiden Infusionen ent-
hielten: Kalb 0,113 und Hecht 0,110°/o feste Stolle. Nach der
Neutralisation mit CaC03 und Verdlinnung der Filtrate mit je
dem gleichen Volumen Wasser labte die Kalbsinfusion die Milch
in etwa 1 Minute; die Hechtinfusion labte nicht die Milch in
0 Stunden, aber sie wirkte 1,5—2 mal so stark peptisch wie
die Kalbsinfusion.

Diese Versuche zeigen also, dal die Hechtmageninfusionen
je nach ihrer Konzentration die Milch mit wechselnder Ge-
schwindigkeit laben und daB die zwei Enzymwirkungen zu
einander in einem ganz anderen Verhéltnisse als in den Kalbs-
tnageninfusionen stehen. Sie zeigen ferner, dafl eine Hecht-
infusion, welche verdauend wirkt, auf die Milch unwirksam
sein kann.

Von grolRerem Interesse sind die Verdinnungsversuche mit

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LVI. 1
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Wasser, welche in derselben Weise wie in den zwei , ndchst
vorangegangenen Abschnitten angeordnet wurden.

Versuch 1. Kalbsmageninfusion0,72°/o, Hechtmageninfusion0.5%
feste Stoffe. S&uregrad in beiden 0,2 °0 HCI. Pepsinverdauung bestimmt
nach Briicke bei Zimmertemperatur.

Versuch 2. Hechtmageninfusion 0.190° « feste Stoffe, 0,2% HGL.
Die Kalbsmageninfusion wurde mit 0.2 °« HCI verdinnt, bis sie bezlglich
der Pepsinwirkung (nach Bricke) der vorigen aquivalent war. Sie ent-
hielt nun 0,084 \/ feste Stoffe.

Versuch 3. Hechtmageninfusion 0,402 °> und Kalbsmageninfusion
0,3800 0 feste Stoffe. Heide enthielten 0,2° « HCI und waren in bezug
auf den Pepsingehalt fast aquivalent; die Hechtmageninfusion ein wenig
kraftiger.

Versuch 4. Hechtmageninfusion 0.110° o und Kalbsmageninfusion
0,113°;« feste Stoffe. Sauregrad0,20 o HCI. Pepsinbestimmung nach Brickt'
bei Zimmertemperatur.

Die Hechtmageninfusion in dem Versuche Nr. 4 der Tabelle
ist dieselbe, die in dem dritten Falle (S. 49) erwéhnt wurde und
welche dort nach Neutralisation mit CaCOi und Verdinnung
des Filtrates mit Wasser die Milch in 6 Stunden nicht'labte.
Der Unterschied ist natdrlich durch die ungleiche Versuchsan-
ordnung bedingt, indem im Versuche 4 keine Neutralisation
stattgefunden hatte. Man findet Ubrigens in den vier Versuchen
(S, 51) eine wesentlich verschiedene labende Wirkung je nach
dem verschiedenen Reichtume an Enzym. In den Versuchen
1 und 3 mit den enzymreichsten Infusionen folgt die Ge-
rinnung ziemlich gut, wenigstens bis zu einer starkeren Ver-
diinnung, dem gewohnlichen Labungsgesetze, und bei Anwen-
dung von mehr konzentrierten Infusionen wirde man dies
wahrscheinlich noch besser beobachten konnen.

Als Hauptresultat ergaben jedoch diese Versuche ganz wie
diejenigen mit Pferde- und Huhnerinfusionen, dal das Verhélt-
nis zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung beim Hechte ein
ganz anderes als beim Kalbe ist. Ich habe natlrlich auch in
diesen Reihen kontrolliert, dal} die auf Milch unwirksamen Ver-
dunnungen noch peptisch wirksam waren, und als Beispiel kann
ich erwéhnen, dal} die Infusion in dem Versuche 3 bei der
Verdunnung | .too eine Fibrinflocke im Laufe von rund 2 Stunden
bei Zimmertemperatur verdaute. Es gilt also fir die Magen-
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infusionen aller drei von mir untersuchten Tierarten, daR sie
bei Verdlinnung mit Wasser, ganz so wie der Hundemagensaft,
aber im Gegensatz zu den Kalbsmageninfusionen, ihre labende
Wirkung viel friher als ihre verdauende verlieren. Man kann
also aus den Infusionen der obengenannten Tierarten einfach
durch Verdiinnung mit Wasser Enzymldsungen erhalten, welche
nicht labend wirken, wahrend sie, passend angeséuert, Eiweil3
verdauen.

Wie man dies mit der Annahme, dal} die Milchgerinnung
nichts anderes als eine Pepsinwirkung ist, vereinbaren soll,
kann ich wenigstens augenblicklich nicht sehen. Man kann
zwar sagen, dal}, wie Pawlow schon fir den Hundemagen-
saft gesagt hat, die EiweiBverdauung bei diesen Tieren eine
viel empfindlichere Reaktion als die Milchgerinnung ist; aber
damit hat man wohl auch zugestanden, dafll die Enzyme im
Kalbsmagen nicht mit denen der anderen Tiere identisch sein
konnen. Wenn man der Vorsicht halber keine mehr weit-
gehenden Schlisse aus meinen jetzt mitgeteilten Versuchen
ziehen will, so dirfte man wohl jedoch mit mir darlber einig
sein konnen, dall in den Kalbsmageninfusionen entweder andere
Enzyme Vorkommen, oder andere (noch unbekannte) Verhalt-
nisse als in den anderen Infusionen obwalten. Dies sind einige
der Grinde, warum ich bis auf weiteres nur das Kalbschymosin
als das typische Chymosin betrachte.

Wenn man die obige Annahme macht, so kann man
natlrlich sagen, da meine Experimente mit den verschiedenen
Infusionen und der durch sie nachgewiesene Mangel an Paral-
lelitat (ler beiden Enzymwirkungen die Frage nach der Identitat
der letzteren nicht entscheiden konnen. Erst wenn man in
einer und derselben Infusion die eine Enzymwirkung mit Er-
haltung der anderen vernichten oder die urspriingliche Relation
zwischen beiden umkehren kann, l&ft sich die Ansicht von der
Identitat beider Enzymwirkungeri kaum langer aufrecht er-
halten. Inwieweit eine solche Trennung der beiden Wirkungen
moglich ist, werde ich in den folgenden zwei Abschnitten zu
zeigen mich bemuhen.
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Il. Methode zur Darstellung pepsinfreier Chymosinlésungen.

\\ enn man den Magensaft oder die Infusionen mit ver-
schiedenen Stoffen fallt, so erhalt man regelméalig Niederschlage,
welche beide Enzymwirkungen zeigen, und wenn man die eine
Wirkung zum Teil vernichtet, so findet man ebenfalls eine Ab-
schwachung der anderen. Wir kennen also, so weit mir be-
kannt, kein Agens, welches nur auf das eine Enzym — wenn
man zwei solche annimmt — wirkt; aber dagegen hat es sich
gezeigt, daB wenigstens in den Kalbsmageninfusionen nicht alle
Lallungsmittel die beiden Enzyme gleich vollstdndig Ausféllen
und nicht alle Agentien gleich stark auf beide einwirken. Hierin
liegt die Moglichkeit, Enzymldsungen darzustellen, welche nur
die eine, aber nicht die andere Wirkung zeigen.

Die zur Darstellung pepsinfreier Chymosinlosungen ver-
wendeten Methoden bestehen in der fraktionierten Fallung mit
Bleiacetat oder Magnesiumcarbonat, und ich werde hur die
Anwendung des letzgenannten Fallungsmittels hier besprechen.
Beim Schutteln mit Magnesiumcarbonat (Hydratocarbonas mng-
nesius. in dem folgenden der Kirze halber einfach Magnesia
genannt) werden beide Enzyme zum Teil niedergerissen und
zum Teil, infolge der entstandenen alkalischen Reaktion, zer-
stort. Dies gilt indessen nicht in gleich hohem Grade fir
beide, sei es, dall die Infusion von Anfang an verhaltnismafiig
mehr Chymosin als Pepsin enthalt, oder da das letztere
leichter gefillt oder vernichtet wird. Darum kann man nach
diesem Pnnzipe Enzymldsungen erhalten, welche noch kraftig
lahend wirken, aber peptisch fast oder praktisch ganz unwirk-
sam sind.

Eine unbedingte Voraussetzung fiir das Gelingen der Me-
thode muR also die sein, daR die Infusion von Anfang an
kraftig labend wirkt. In meinem im Jahre 1872 in schwe-
discher Sprache erschienenen Aufsatze habe ich {deshalb auch
gesagt, dal} die Infusion so chymosinreich sein muB, dal} sie
mich der Neutralisation und Verdinnung mit dem zwanzigfachen
Volumen Wasser die Milch in dem Verhéltnisse 1:5 innerhalb
einer Minute bei 37» koagulieren kann, eine Forderung, die
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ich spater dahin erweitert habe, dal} sie auch fir die Relation
Enzymldsung: Milch = 1:10 gilt. Bei einem solchen Reichtum
an Chymosin kann man hoffen, mit der Methode zum Ziele zu
kommen, bei geringerem Chymosingehalte ist es dagegen kaum
der Mihe wert zu versuchen.

Wenn man sich nun vergegenwartigt, dall der Hunde-
magensaft vielleicht kein typisches Chymosin enthélt, und dal
er, selbst wenn dies der Fall wére, nach Pawlow nach der
Neutralisation und Verdinnung mit dem zwanzigfachen Volumen
Wasser die Milch nur nach vielen Stunden koaguliert, so findet
man leicht, dal der Hundemagensaft ein zur Darstellung pepsin-
freier Chymosinlésungen nach meiner Methode wohl vollstandig
unbrauchbares Material sein muf. Es ist nunmehr auch leicht
zu verstehen, warum, die Versuche Pawlows nicht gelingen
konnten und folglich auch nicht die Unbrauchbarkeit meiner
Methode zeigen konnen. Die Anwendung natirlichen Hunde-
magensaftes hat ferner die Unannehmlichkeit, dal3 infolgeLseines
hohen S&uregrades viel MgCI2 gebildet wird, welches bei der
Prufung der Filtrate auf Pepsinwirkung hinderlich ist. Da ich
Infusionen von hochstens 0,2 °/o HCI benutze und dieselben oft
erst mit dem gleichen Volumen Wasser verdunne oder sogar
mit Alkali neutralisiere, wird diese Unannehmlichkeit bei meiner
Versuchsanordnung geringer. Infolge der fordernden Einwirkung
des Magnesiumchlorids auf die Labung lauft man auch Gefahr,
die Menge des Chymosins bei Gegenwart von grofReren Mengen
des Salzes ganz falsch zu beurteilen.

Nachdem man von der kraftigen Wirkung der neutrali-
sierten Infusion sich Uberzeugt hat, geht man zu der fraktio-
nierten Fallung mit Magnesia Uber. Da man nach jeder solchen
Fallung das Filtrat auf Chymosin und Pepsin prifen muB, so
durfte es angebracht sein, erst die Ausfihrung dieser Proben
etwas zu besprechen.

Infolge des Gehaltes des Filtrates an Magnesiumchlorid,
welches die Wirkung des Chymosins begunstigt, soll man nie
von dem Filtrate mehr als 1 ccm auf 10 ccm Milch zusetzen.
Man kann auch einen Teil des Filtrates mit dem gleichen Vo-
lumen Wasser verdinnen und 1 ccm hiervon zu 10 ccm Milch
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setzen. Wenn ein solches Gemenge bei 38° C. in 1 oder hoch-
<tens 2 Minuten koaguliert, so kann man ein gutes Itesultat
der fortgesetzten Arbeit hoffen. Erfordert dagegen die Koagu-
lation 3—5 Minuten, so ist der Gehalt an Chymosin zu Kklein,
und es ist kaum der Muhe wert, den Versuch fortzusetzen.

Infolge der verdauungshemmenden Wirkung des 'Magne-
siumchlorids mufl man ferner fir die Prifung auf Pepsin immer
das Filtrat vor dem Ansduern mit Wasser verdinnen; Man
kann auch nicht hier die wenig empfindliche Mettsehe Probe
brauchen, sondern muf} der Fibrinprobe sich bedienen. Das
mit Salzsdure neutralisierte Filtrat wird mit mindestens dem
gleichen Volumen Wasser verdinnt und auf den S&uregrad
o.t" i HCI gebracht. Um die Empfindlichkeit der Probe zu er-
héhen und die Verdauungszeit abzuklrzen, macht man die
Fibrinprobe bei Kdrpertemperatur: und es ist deshalb auch un-
bedingt notwendig, eine Kontrollprobe mit Fibrin, Salzsaure
und derselben Menge Magnesiumchlorid anzuordnen.

Die Fallung mit Magnesia geschieht so, dall je 100 ccm In-
tusion mit etwa 1 g Magnesia versetzt und einige Minuten wieder-
hclt damit geschuttelt werden. Dann wird rasch filtriert und
auf Pepsin und Chymosin gepruft. Bei Ausfihrung der Pepsin-
probe bei Koérpertemperatur zeigt es sich bald, ob das Filtrat
noch viel Pepsin enthédlt, in welchem Falle man das Filtrat
noch einmal in derselben Weise mit Magnesia behandelt.
Man wiederholt dieses Verfahren, bis man ein Filtrat erhalt,
welches Milch kraftig koaguliert, wahrend es nur sehr schwach
auf Fibrin wirkt. Gewdhnlich erreicht man dieses Itesultat
nach dreimaliger Behandlung mit Magnesia und im Laufe von
mAeniger als 112 Stunde. Wenn man so weit gekommen ist,
daB das letzte Filtrat unter oben angegebenen Verhéltnissen
die Milch in 1 Minute koaguliert, wahrend das Fibrin nach
1 Stunde zwar stark gequollen, aber sonst kaum sicher ange-
irifien ist, so ist das Filtrat flir weitere Verarbeitung brauchbar.

Das Filtrat reagiert stark alkalisch, aber trotzdem ist es
nicht zweckmafig, dasselbe zwischen den verstehiedenen neuen
behandlungen mit Magnesia zu neutralisieren oder anzusauern,
aeil hierdurch der Gehalt desselben an Magnesia stetig anwéachst.
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Auf der anderen Seite wird aber sowohl die Pepsin- wie die
Chymosinwirkung durch langere Einwirkung der alkalischen
Reaktion dbgeschwacht. Hieraus entsteht — da die Pepsinproben
immer einige Zeit erfordern — eine gewisse Schwierigkeit, die
man indessen in der Weise umgehen kann, dafl man durch
einen Vorversuch mit 100 ccm die Anzahl der nétigen Fallungen
und die erforderliche Zeit ermittelt und dann erst den Haupt-
versuch ausfihrt.

Pawlow und Parastschuk haben am Hundemagensaft
die Beobachtung gemacht, dal} das alkalisch reagierende Fil-
trat; wenn man es unmittelbar ansauert, sich tribt, einen Nieder-
schlag ausscheidet und peptisch unwirksam ist. L&Rt man es
dagegen einige Stunden neutralisiert stehen, so entsteht nun
beim.Ansauern kein Niederschlag und es ist peptisch wirksam.
Durch eine langer dauernde neutrale Reaktion des Mediums soll
also das Pepsin aus einem latenten in einen tatigen Zustand
Ubergehen.

Da ich seit vielen Jahren nicht nach dieser meiner Methode
gearbeitet habe, weil3 ich nicht, wie die Kalbsmé&geninfusionen
in dieser Hinsicht sich verhalten. Ich weill nur. daB ich oft
und wohl am Oftesten unmittelbar angesauert habe; aber ich
kann mich nicht erinnern, dafl ich die obenerwahnte Triibung,
bezw. den Niederschlag beobachtet habe, und ebensowenig kann
ich einige Annotationen hiertber finden. Anderseits weil3 ich
auch, daB ich,wenn ich verhindert war, die Arbeit unmittel-
bar zu Ende zu fihren, und infolgedessen das neutralisierte
Filtrat gegen 24 Stunden stehen lie}, das nun angeséuerte Fil-
trat peptisch unwirksam oder fast unwirksam gefunden habe.
Vielleicht war dies nun wiederum eine zu lange ~eit; und da
ich keine besonderen Untersuchungen, in dieser Richtung aus-
gefiihrt habe, will ich gern annehmen, dal die Kalbsinfusionen
und der Hundemagensaft in dieser Hinsicht in derselben Weise
sich verhalten. Wenn dem aber so ist, muf man natirlich
eine Reaktivierung des Pepsins vermeiden, und da dies durch
unmittelbares Ansduern erreicht wird, ist es unbedingt zu emp-
fehlen, das Endfiltrat unmittelbar anzusduern. In mehreren
Fallen habe ich auch das (neutralisierte) Filtrat erst mit ein
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wenig Bleizucker und dann das neue Filtrat mit Bleiessig ge-
féallt. diesen zweiten Niederschlag mit verdinnter Schwefelsaure
zerlegt und dann das saure Filtrat zu der zweiten Phase der
Methode verwendet. Dieses umsténdlichere Verfahren ist aber
nicht notwendig und hat den Nachteil, da noch weitere Mengen
des Chymosins verloren gehen. Man kann das obengenannte,
magnesiumsalzhaltige, ungesduerte Filtrat direkt zu der zweiten
Phase verwenden.

Diese Phase besteht darin, daB man dieses Filtrat mit
einer Losung von Cholesterin in Alkohol und etwas Ather rasch
vermischt und kraftig umschuttelt. Daun sammelt man das
Cholesterin auf ein Filtrum. wéascht mit Wasser, schlammt;
das Cholesterin sehr lein in nicht zu viel Wasser auf, setzt
Ather hinzu und schittelt leise. Die untere wasserige Losung
wird lasch von der oberen datherischen Choiesterinlésung ge-
trennt und in eine groRe, flache Schale hmeinfiltrierL damit
ein Verdunsten des Athers erleichtert werde., Statt einer Losung
von Cholesterin in Alkohol-Ather habe ich auch mehrere Male
eine LoOsung von Stearinseife in Wasser benutzt, um das Chy-
mosin aus der sauren L@sung auszufallen.

Diese zweite Phase ist der schwierigste Teil des Verfahrens™
und man mifglickt oft, ohne daB ich die Griinde hierzu sicher
angeben kann. In diesem Teile ist also das Verfahren ent-
schieden einer Verbesserung bedurftig.' und ich bin auch darauf
bedacht gewesen, eine solche vorzunehmen.« In erster Linie
multe ich jedoch die Methode zur Darstellung chymosinfreier
Pepsinlosungen einer-erneuten Prifung Unterziehen, und aus
dem Grunde wurde ich gendétigt, mit der Revision und Umar-
beitung der in diesem Abschnitte beschriebenen Methode bis
auf weiteres anstehen zu lassen.

Nach dieser Methode habe ich nun Enzvmlésuhgen dar-
gestellt. welche beim Sieden sich nicht trubten. die Xantho-
proteinsdurereaktion nicht gaben und weder von Alkohol noch,
"on Gerbsaure geféallt wurden. Solche Losungen koagulierten
die Milch in dem Verhéltnisse 1: 5 in 5 Minuten oder weniger,
wéhrend sie bei Gegenwart von 0.2° HCI gekochtes Fibrin
im Laufe von 12 Stunden bei Korpertemperatur nicht merkbar
verdauten.
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Ich kann jedoch nicht umhin, gegen die volle Beweiskraft
dieser Versuche nunmehr einige Bedenken zu hegen. Durch
die obige Ather- oder Alkohol-Atherbehandlung werden beide
Enzymwirkungen abgeschwdacht, und man konnte deshalb an-
nehmen, daB in diesen Chymosinldsungen sehr kleine Pepsin-
mengen noch vorhanden waéren, welche bei den Verdauungs-
versuchen bei Korpertemperatur ebenso wie das Pepsin des
Hechtmagens so leicht zerstort werden, dafl ihre Wirkung nicht
zur Geltung kommt. Dies ist ein zweiter Grund, die oben ge-
schilderte Methode einer erneuten Priifung zu unterwerfen.

Aber selbst wenn diese meine Bedenken berechtigt wéren,
so lehrt diese Methode jedenfalls, dal? man nach ihr die beiden
Enzymwirkungen durch ein und dasselbe Mittel in sehr verschie-
denem Grade schwéchen kann, und diese Tatsache gewinnt an
Interesse, wenn man hiermit die Versuchsresultate von Pawlow
und Parastschuk vergleicht.

Diese Versuche von Pawlow werden auffallenderweise
wiederholt als ein Beweis gegen die Brauchbarkeit meiner Me-
thode und als eine Stitze fur die Lehre vgn der Identitat des
Pepsins und Chymosins angefiihrt, wahrend sie nach meiner
Ansicht weder das eine noch das andere beweisen. Pawlow
hat nie die zweite, sondern nur die erste Phase meiner Methode,
also nur die Einwirkung der Magnesia studiert. Ich hatte ge-
funden, da man nach dieser Methode ein Filtrat erhalten kann,
welches Milch kréftig labt, wéhrend es keine oder fast keine
Verdauungskraft hat. Die Richtigkeit dieser meiner Angabe hat
Pawlow vollauf bestatigt und anerkannt. Die Unfahigkeit des
Filtrates, Fibrin zu verdauen, erklérte ich durch die Annahme,
dal es ganz oder fast ganz pepsinfrei war. Nun hat Pawlow
getunden, daRR das Filtrat allerdings kein aktives, sondern nur
ein inaktives Pepsin enth&lt, welches man unter gewissen Vor-
aussetzungen reaktivieren kann. Meine Annahme in diesem
Punkte war also unrichtig. Nun kann man die Reaktivierung
des Pepsins dadurch verhindern, dall man das Filtrat ohne vor-
hergegangene Neutralisation mit Salzsdure ansauert, und warum
sollte es nicht mdglich sein, aus diesem Filtrate durch die zweite
Phase der Methode eine von wirksamem Pepsin freie Chymo-
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sinlosung darzustellen? Nun kann man sagen, dal3 es mir doch
nicht sicher gelungen ist, pepsinfreie Chymosinlésungen darzu-
stellen, denn sie waren vielleicht von inaktivem Pepsin verun-
reinigt. Diese Mdglichkeit gebe ich gern zu und Uber die Rein-
heit einer Enzymlésung ist es nicht der Milhe Wert, zu streiten;
in der Realitdt ist es aber nach meiner Meinung gleichgliltig,
ob meine Chymosinlgsungen kein Pepsin tberhaupt oder nur
ein unwirksames Pepsin enthielten. Dies @ndert namlich nichts
an der Tatsache, daR ich Losungen habe darstellen konnen,
welche nur die Chymosinwirkung zeigten.

Es ist auch wichtig, dal Pawlow zu &hnlichen Resultaten
in der Hauptsache gekommen ist, und ich erlaube mir hier fol-
genden Passus aus seiner Arbeitl) zu zitieren. «Als wir ver-
suchten, die milchkoagulierende und proteolytische Wirkung ries
nach Schitteln mit Magnesiumcarbonat gewonnenen Filtrates
genauer zu vergleichen, konnte uns die hervorragende Unpro-
portionalitdt beider Wirkungen nicht entgehen. Wahrend wir
aus der milchkoagulierenden Wirkung des Filtrates schlieRen
konnten, dal} das entsprechende Ferment eine Verminderung,
welche einigemal bis einige Zehner von Malen betrug, erfahren
hatte, war von dem proteolytischen Fermente, seiner Wirkung
nach zu urteilen, nur noch ein Bruchteil, welcher einige Hun-
dertstel bis Tausendstel des anfanglichen Wertes ausmachte,
ubrig geblieben.» Auf der néchsten Seite heil3t es, daB sie (die
Verfasser) zugeben mufiten, «dal Alkalien das proteoly-
tische Ferment starker zersetzen, als wie das milch-
koagulierende»,2) und endlich wird in der Tabelle XVI ein
Versuch mitgeteilt, in welchem durch Schitteln mit Magnesium-
carbonat die labende Wirkung aufl n, die verdauende stérker
als auf [!"00 herabgesetzt wurde. Derselbe Versuch zeigt, dafi3
durch Neutralisation und ein nach einigen Stunden voi genommenes
Ansduern beide Enzymwirkungen zum Teil wieder hergestellt
werden, aber wiederum nicht in demselben Grade. Die Reak-
tivierung der Pepsinwirkung fand ndmlich in viel héherem tirade
als die der Chymosinwirkung statt.

") Diese Zeitschrift. Bd. XLII, S. 41t).
*) Die Heraushebung dieser Zeilen rihrt von mir her. O. H



01 of Hammarsten.

Durch diese Untersuchungen glaubt nun Pawlow «der
althergebrachten Meinung, dal! die proteolytische und die milch-
koagulierende Fermentwirkung spezilischen Fermenten ange-
boren, jeglichen Boden unter den FuRen* entzogen zu haben.
Dies ist mir nicht recht verstdndlich und ich kann dieser An-
sicht nicht beitreten. Wenn die peptisch fast unwirksame, aber
Milch koagulierende Ldsung kein wirksames Pepsin enthélt,
sondern nur einen Stoff, welcher in solches Ubergefiihrt werden
kann, schlief3t dies wohl nicht die Maoglichkeit aus, daR die
zwei KnzymWirkungen an zwei verschiedene Enzyme gebunden
sind. Eine solche Mdglichkeit muf? wohl im Gegenteil sehr
plausibel erscheinen.

Auch der Umstand, daB nicht nur die eine Enzymwdrkung,
sondern beide gleichzeitig aufgehoben, bezw. abgeschwacht und
wieder erweckt werden konnen, schlielt nicht eine solche Mdglich-
keit aus. Wenn beide in gleich hohem Grade beeinfluBt wurden,
waére es etwas anderes; aber die Beobachtung, dalR man zwei
Enzymwirkungen in ungleich hohem Grade vernichten oder
schwachen kann, dirfte man wohl schwerlich als einen Be
weis fur die Anwesenheit nur eines Enzymes heranziehen
konnen. Wenn man eine LOésung mit zwei Enzymen hatte,
von welchen das eine leichter zerstort und gelahmt, aber auch
umgekehrt leichter reaktiviert ward als das andere, so ist
wenigstens theoretisch eine Versuchsanordnuug mdglich, durch
welche man bei passend starker Zerstérung und Lahmung
mit darauffolgender Reaktivierung die urspringliche Relation
zwischen den zwei Enzymwirkungen wiederherstellen konnte.
Selbst wenn es durch eine passende Versuchsanordnung ge-
lingen wuirde, durch das von Pawlow ausgearbeitete Ver-
fahren die urspriingliche Proportionalitat zwischen Pepsin- und
Chymosinwirkung wieder herzustellen, wirde dies also nicht
die Identitat der Pepsin- und Chymosinwirkung beweisen kénnen,
und ein solches Versuchsresultat — welches nicht in der
Arbeit von Pawlow und Parastschuk vorliegt _ ware
leicht mit der Annahme von zwei Enzymen in Einklang zu
bringen. Fur die Tatsache dagegen, da man durch ein und
dasselbe Reagens unter ganz denselben Versuchsbedingungen
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von zwei Enzymwirkungen die eine mehrere hundertmal starker
als die andere herabsetzen kann, trotzdem es nur ein Enzym
oder richtiger nur eine Enzymwirkung geben soll, kann ich
keine befriedigende Erkl&rung finden

I11. Darstellung chymosinfreier Pepsinlésungen.

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, daB man die
saure Enzymldsung bei 40° o6der einer etwas hoheren Tem-
peratur erwarmt. Das Kalbschymosin wird hierbei rascher als
das Pepsin zerstort, und man kann folglich nach einiger Zeit
eine Losung erhalten, welche nicht mehr labend wirkt, wahrend
sie dagegen Eiweil} verdaut.

Es ist selbstverstandlich, daB man keine bestimmte Zeit
angeben kann, innerhalb welcher dieses Resultat erreicht wird.
Das eine Mal kommt man friher, das andere spater zum Ziele,
denn die notige Zeit hangt auBer von der Temperatur auch
von dem Sduregrade und dem Reichtum der angewandten
Losungen an Enzym und an EiweiRstoffen ab. Da die letzteren
die Enzyme gegen das Erhitzen schitzen und da sie die Sdure
teilweise binden, ist es leicht ersichtlich, daR man je nach der
\erschiedenen Konzentration wechselnde Resultate erhalten mu.
Line durch Selbstverdauung erhaltene, sehr unreine Infusion
gibt dementsprechend auch ein ganz anderes .Resultat als eine
kalt bereitete, welche viel weniger konzentriert ist. Dies hat
auch Fuld») richtig erkannt. Ihm gelang es namlich nicht,
das Chymosin im Laufe von mehreren Tagen zu zerstoren,
und den Grund hierzu sucht er darin, daB . seine Ld&sungen
wahrscheinlich viel starker als die meinigen gewesen sind.

Um die Beweiskraft der von verschiedenen Forschern er-
haltenen Resultate beurteilen zu kdnnen, ist es also notwendig,
die Versuchsbedingungen, unter welchen sie gearbeitet haben,
genauer zu kennen; und aus dem Grunde teile ich in dem
Folgenden nicht nur die Resultate, sondern auch die notigen

Daten einiger Versuche mit.
Versuch 1. Kalbsinfiision 0.179° o feste Stoffe und 0.2°- HCI.
Nach der Neutralisation mit Alkali Koagulation der Milch 1: 1o in 2 Mi-

* Ergebnisse d. Physiol., Jahrg. I, Abt. I, S. 479.
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nuten bei 37,5° C. Erwarmung bei 33—37° wahrend 48 Stunden. Nach
der Neutralisation Milchgerinnung in 32 Minuten. Nach Erwarmung,
98 Stunden: die neutralisierte Losung verlabte nicht die Milch in 6 Stunden,
die nicht erwdrmte, neutralisierte Infusion wirkte dagegen in 2 Minuten.
Verdauung nach Mettl) in 21 Stunden bei 36—37° C.
Kontrolle 2,1 mm = 4,1.
Erwarmt 1—11 » = 1]1.
Bei einem Quadratverhéltnis der Pepsinverdauung von rund
4 . 1 koagulierte also die Kontrollprobe in 2 Minuten und die
erwarmte Probe nicht in 6 Stunden. Um zu prifen, ob eine
Reaktivierung des durch das Alkali geschwachten Enzyms bei dem
Wiederansauren stattgefunden hatte, wurde die auf0,1 °/o HCl an-
gesduerte Losung, welche Faserstoff gut verdaute, 24 Stunden
stehen gelassen und dann mit CaCO03 neutralisiert. Das Filtrat

koagulierte nicht die Milch im Laufe von 6 Stunden.
Versuch 2. Kalbsinfusion 0,101° o feste Stoffe. 0,2°/0 HCI. Er-
warmung ,auf 38—39° C. 12 Stunden und dann auf 40-42° wéahrend
30 Stunden, also insgesamt 42 Stunden. Nach der Neutralisation mit
Alkali koagulierte die Infusion nicht die Milch in 6 Stunden; die nicht
erwarmte Kontrollprobe, ebenfalls mit Alkali neutralisiert, koagulierte die
Milch in nmd 1 Minute. Verdauung nach Mett bei 37—38° C. 24 Stunden.

Kontrolle 3 mm = 9.
Erwarmt 19 * =* 36.

Das Quadratverhaltnis der Pepsinwirkung war also hier
in der nicht erwdarmten Kontrollprobe nicht dreimal so grof3
wie in der erwarmten, und trotzdem koagulierte die letztere
die Milch nicht in 6 Stunden, die Kontrollprobe dagegen in
rund 1 Minute. Es findet sich also hier ebenso wenig wie in
dem vorigen Versuche eine Spur von Parallelitdt der beiden
Wirkungen. Es wurde hier auch der Versuch gemacht, die
erwarmte Probe mit CaC03— teils direkt und teils nach der
Neutralisation mit Alkali, Wiederansduren und Stehenlassen
24 Stunden vor der Neutralisation mit CaCO3 — zu neutralisieren.
In beiden Féllen fand keine Gerinnung der Milch in 6 Stunden
statt. Die Kontrollprobe koagulierte unter &hnlichen Verhalt-
nissen in weniger als t Minute.

Il Es gilt hier selbstverstandlich, daf3, wie Gberall, wo nicht anderes
gesagt wird, die Verdauungsversuche mit den erst neutralisierten und
dann wieder angesauerten Infusionen ausgefiihrt wurden.
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Versuch 3. Kalbsinfusion 0,163° * feste Stoffe, 0,2°0 HCI. Nach
der Neutralisation mit Lauge koagulierte sie die Milch in etwa 50 Se-
kunden. Nach Erwdrmung auf 41—43° 10 Stunden: Gerinnung in 21 Mi-

nuten; nach neuen 6 Stunden bei 43—4-4°; Gerinnung in 42 Minuten. Es
wurde nun 11 Stunden bei 43—45° C. erwarmt, also insgesamt 27 Stunden.
Nach der Neutralisation mit Alkali: keine Milchgerinnung in  Stunden;
nach der Neutralisation mit CaC03: Koagulation in gegen 4 Stunden.

Verdauung nach Mett 24 Stunden bei 37—38° C

Kontrolle 1,8—2 mm = 3,01.
Erwarmt 0,8—1 * = 0,81.

In diesem Versuche fanden sich also noch Spuren von
Chymosin, indem die erwdarmte Probe nach der Neutralisation
mit CaC03 in gegen 4 Stunden koagulierte. Die mit Alkali
neutralisierte Kontrollprobe koagulierte aber die Milch in 50 Se-
kunden oder rund in einer Minute. Vergleicht man hiermit
das Quadratverhéltnis der Verdauung «rund) 4,5: 1, so tritt
der vollstandige Mangel an Parallelitat der beiden Enzym-
wirkungen Klar zutage.

Versuch 4. 0,170@b feste Stoffe. 0.2°0 HCI. Die nicht erwarmte,
mit Alkalilauge neutralisierte Kontrollprobe koagulierte dm Milch in 11 * Mi-
nUen. Erwdrmung 7 Stunden bei — 45 und 2 Stunden bei — 47° C.
Miichgerinnung nach 2 Stunden 20 Minuten. Neue Erwarmung bei 44—45° G.
wahrend 3 Stunden. Milchgerinnung (nach der Neutralisation mit Alkali
and nicht in R stunden statt: die rnit CaC03 neutralisierte Infusion koa-
giiiierte die Milch in 134 Stunden. Nach neuem Erwarmen auf 44—45°
3 stunden, also insgesamt 15 Stunden, koagulierte die mit CaCO03 neu-
::Ui>ierte Infusion nicht die Milch in 7 Stunden.

Verdauung nach Mett bei 3S-30" C. wéhrend 20 Stunden.
Kontrolle 2.2 mm = 4.8.
Erwarmt 12 > = 14.

Nach einer 15 Stunden dauernden Erwérmung auf 44—45°,
meistens 45°, und einem 2 stdndigen Erwarmen auf — 47° C..
‘,ar also die Infusion dermaRen frei von Chvmosin geworden,
mif. sie nach der Neutralisation mit CaCo3 die Milch nicht in
' Munden verlabte. Die Pepsinwirkung war dagegen nicht
?anz auf Vs des urspringlichen Wertes herabgesetzt worden.
A-0 auch hier ein vollstandiges Auseinandergehen der beiden
h .zymwirkungen.

Gegen die nun mitgeteilten Versuche'kann man die Ein-,
I endung machen, dafl ich mit Natronlauge oder mit CaCO03



04 0 lof Ham marston,

neutralisiert hatte, und daR alle die Fehler oder Fehlschlisse,
welche aus der Neutralisation hervorgehen kénnen, hier zur
Geltung kamen. Es war deshalb notwendig, auch hier die
Neutralisation zu vermeiden und die S&urewirkung nur durch
Verdunnung mit Wasser auszuschalten. Dies habe ich auch
schon in diesem Versuche Nr. 4 gemacht, und das Resultat
war folgendes. Die erwdrmte Losung, mit destilliertem Wasser
auf die Verdinnungen */s, I1h und D12 gebracht, koagulierte
nicht die Milch in 7 Stunden; die nicht erwédrmte Kontrolle
probe koagulierte dagegen die Milch in resp. 1, 215 und 412 Mi-
nuten. Die nach 7 Stunden nicht geronnenen Proben koagulierten
alle fest und typisch in etwa 1 Minute nach Zusatz von 1 ccm
mit Alkali neutralisierter Kontrolldsung.

Versuch; 5. 0,216°/« feste Stoffe, 0,2°/%0 HCI. Erwdrmung ins-
gesamt 10 Stunden, nadmlich 12 Stunden bei 45—46° und 4 Stunden bei
47° C, Die erwdrmte Losung koagulierte nach der Neutralisation mit

Alkali die Milch nicht in 6 Stunden; nach der Neutralisation mit GaCO,
koagulierte sie die Milch in 3 Stunden 22—25 Minuten.

Verdauung nach Mett in 24 Stunden bei 38—39° C.
Kontrolle 3.1 mm = 0,61.
Erwarmt 10 » = 3,61. —

Es wurde nun ein Verdinnungsversuch mit Wasser gemacht. Die
zu 13, %, "ja verdinnte, erwdarmte, saure Infusion koagulierte nicht die
Milch in 7 Stunden (feste Gerinnung nach Zusatz von 1 ¢cm neutrali-
sierter Kalbsmageninfusion). Die Kontrollprobe in den Verdinnungen
16. ‘/i*, 1*4 und =48 koagulierte die Milch in resp. 20 Sekunden, 45 Se-
kunden. 1 Minute 20 Sekunden, 2l/x Minuten, 5! * Minuten.

In diesem Versuche war also durch das 16stlindige Er-
hitzen das Chymosin nicht ganz vollstandig zerstort worden,
indem namlich die mit CaCO03 neutralisierte Infusion die Milch
nach 3 Stunden 22—25 Minuten koagulierte. Dal} die Wirkung
dieser Spuren nicht nach der Verdinnung mit Wasser sich
kund gab, beruht darauf, daR bei der Neutralisation mit
CaCO03 erstens die Konzentration der Enzymldsung nicht ge-
andert und zweitens das die Gerinnung sehr beschleunigende
CaCl? gebildet wird. Durch die Neutralisation mit CaCO03 schallt
man also besondere, die Koagulation begtinstigende Verhaltnisse.

Durch das Erwarmen war also diese Infusion bis auf
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Spuren chymosinfrei geworden, die Pepsinwirkung war aber

nicht ganz auf ein 's herabgegangen.

Versuch 6. Kalbsinfusion, 0,192¢/s feste Stoffe; 0,2«/« HCI Nach
dem Erwdrmen auf 45” wahrend 8 Stunden koagulierte die mit Wasser
auf V« verdiinnte, nicht neutralisierte Losung die Milch in 21 Minuten.
Die saure, nicht erwarmte Ldsung mufite mit Wasser zu verdinnt
«erden, um der erwdrmten Ldsung einigermalen &quivalent zu werden,
In dieser Verdinnung koagulierte die Kontrollprobe die Milch in 18 Mi-
nuten. Es wurden nun die beiden, fast adquivalenten Losungen auf den
Sduregrad 0.1»,« HCI gebracht, unter Beobachtung, dal’ der Vcrdiinnun»s-
grad beider hierdurch nicht gedndert wurde, und dann die Fibrinprobe
““gestellt. Die erwdrmte Losung verdaute den Faserstoff in 40-50 Mi-
nuten. die beziiglich der Chymosinwirkung mit ihr dquivalente Kontroll-
lisung in 5«,—6 Stunden.

Die saure Infusion wurde nun weitere 12 Stunden bei 45_4f3_4(;5«
mvarmt. also insgesamt 20 Stunden bei 45—46«/,°. Sie koagulierte nun-
ni-lir die Milch weder nach Verdlinnung mit Wasser auf | noch nach
der Neutralisation mit CaC:03 im Laufe von 6 Stunden. Die mit Wasser
auf *3 verdunnte Kontrollprobe koagulierte in 35 Sekunden.

Verdauung nach Mett 20 Stunden bei 37—38° 0.

Kontrolle 3 mm =1
Erwarmt 14—16 » = 2.25.
Der Versuch zeigt also, dafll die beiden Proben, die er-

warmte und die nicht erwdrmte, wenn sie. nach teilweiser Zer-
storung des Chymosins in der ersteren, durch Verdiunnung der
letzteren mit Wasser beziglich der Chymosinwirkung ungefahr
aquivalent gemacht worden, in der peptischen Fahigkeit einen

so groBen Unterschied zeigten, dal dieselbe Fibrinmenge von
der erwdarmten in 40-50 Minuten und von der verdunnten
Kontrollprobe dagegen erst nach 5»/*—6 Stunden verdaut wurde.
Kr zeigt ferner, daR man die Chymosinwirkung vollstandig auf-

heben konnte, ohne den Pepsingehalt um mehr als um5U herab-
zusetzen. - ' .

Versuch 7. Kalbsinfusion 0,312°© feste Stoffe, 0,2° 0 HCl Nac
dem Erwédrmen auf 45-46«,° wéhrend 8 Stunden koagulierte die nie!
neutralisierte, mit 2 Volumen Wasser auf «'s verdiinnte Infusion die Mile
erst nach 50-53 Minuten. Die mit 2 Volumen Wasser verdiinnte nid
erwarmte Kontrollosung koagulierte die Milch in 30-35 Sekunden.’ Nac

erdunnung mit Wasser zu w/» und auf den Sauregrad 0,2 °0 HCI ec
bracht, war die Kontrollprobe der erwérmten Lésung bezuglich der Lai

? LZiemlich &quivalent, indem sie mit 2 Volumen Wasser verdiinr
die Milch in 44 Minuten labte.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LVI.
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Dio erwarmte, nicht verdiinnte Lésung und die aquivalente, zu dem
Séauregrad 0.2° > HCI gebrachte Kontrolle (Verdinnung ' wurden nun
mit der Mettschen Probe bei 37,5—38.5° wéahrend 24 Stunden geprift.
Die Kontrolle verdaute gar nicht, die erwarmte 3,1 mm.

Fir die Fibrinprobe wurden beide mit Wasser (dem gleichen Vo-
lumen) auf den Sauregrad 0,1 °/o HCI gebracht.

Die Kontrolle verdaute nach 10—11 Stunden.
» erwarmte Infusion nach 50—00 Minuten.

Es wurde nun Ol* Stunden bei 45-46° und IU/* Stunde bei 48n C.
erwarmt.

Nach Verdinnung mit 2 Volumen Wasser f/a) oder nach der Neu-
tralisation mil CaCO, koagulierte die erwarmte Infusion die Milch nicht
in 6 Stunden. Beide Lo6sungen, unverdiinnt (0,2°/0 HCI), wurden nach
Mett geprift bei 38—30° C. wahrend 24 Stunden.

Kontrolle 4,9—5.1 mm = 25.
Erwarmt 28—3,0 » = 8,41.

Hier sieht man wiederum, wie die Chymosinwirkung durch
Erwérmen der sauren Infusion vernichtet werden kann, ohne
daR die Pepsinwirkung um mehr als etwa 2/s herabgesetzt wird.
Der Mangel an Parallelitat der beiden Wirkungen ist auch sehr
stark. Zwei Infusionen, die beziglich der Labwirkung annéhernd
aquivalent waren, wirkten so verschieden stark peptisch, daR
die eine das Fibrin in etwa 1 Stunde, die andere erstin 10 bis
11 Stunden verdaute.

Sémtliche hier mitgeteilten Versuche zeigen also, daf} es
wirklich  mdglich ist, durch Erwarmen einer sauren Kalbs-
mageninfusion die Chymosinwirkung, mit Erhaltung der ver-
dauenden Wirkung, zu vernichten. Die hierzu erforderliche
Zeit kann, wie voraussichtlich war, wechseln. Bei héherer Tem-
peratur ist sie kirzer und umgekehrt. Da es natirlich ein
Vorteil ist, moglichst bald mit den Versuchen fertig zu werden,
habe ich in der letzten Zeit durch Anwendung hoherer Tem-
peraturen die Zeit des Erwarmens abgekdirzt. Ich habe keinen
Nachteil hiervon gesehen, und es scheint fest, als ware im
Gegenteil ein mehr kurzdauerndes Erwarmen auf hohere Tem-
peraturen gunstiger fur die Erhaltung des Pepsins als ein langeres
Erwédrmen bei etwas niedrigerer Temperatur. Ich wage indessen
dies nicht bestimmt zu behaupten, denn zur Entscheidung dieser
Frage sind besondere Versuche notwendig. Wahrscheinlich
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kann jedoch die Methode durch systematische Untersuchungen
in dieser Richtung verbessert werden.

Die Versuche zeigen ferner, dal man das urspringliche
Verhéltnis der zwei Enzymwirkungen zueinander in einer Kalbs-
mageninfusion durch Erwarmen derselben vollstandig umkehren
kann. Dies-zeigt sich besonders deutlich bei den Mettsehen
Versuchen. Bei Verdinnung der nicht erwarmten Infusion mit
Wasser versagt namlich die Mettsche Probe friher als die
lierinnungsprobe, wahrend in der erwarmten Infusion, welche
nicht die Milch koaguliert, die Mettsche Probe positiv ausfallt.

Das wichtigste Resultat ist jedoch, dal man durch Er-
warmen pepsinhaltige Losungen darstellen kann, welche nicht
abend wirken, trotzdem man sie nicht mit Alkali neutralisiert
hat, sondern einfach durch Verdiinnung mit 2 Volumen Wasser
nie Saure unschadlich machte.l) Eine solche, mit 2 Volumen
Wasser verdiinnte Lo6sung verdaut nun nicht nur Fibrin, son-
dern auch, wie besondere Versuche zeigten, hartgekochtes
Huhnereiweild und das Eiwei? der Mettschen Roéhren. Hier
‘allen nun alle die Einwande und Erklarungsversuche, die man
auf der schadlichen Wirkung des Alkalis gegrindet hat, weg.
Venn ich nun ferner daran erinnere, dal} diese, nach 6 oder
7 Stunden noch nicht geronnenen Milch-Infusibnsgemenge nach
Zusatz von neutralisierter, nicht erwarmter Infusion typisch
gerannen, und daR also das Casein in dieser langen Zeit nicht
sichtbar verandert worden war, so zeigen diese Versuche, dal
las Pepsin, wenn die Anzahl der freien H-lonen zu niedrig
:n, auf die Milch ohne Wirkung bleibt. Ob das Pepsin bei
Uner starker sauren Reaktion die Milch koagulieren kann oder
>ei grolBerer Konzentration seiner Losungen erst bei noch nie-
drigeren S&uregraden als in meinen Versuchen auf die Milch
unwirksam wird, muf3 Gegenstand einer besonderen Unter-

) Man wird es vielleicht inkonsequent linden, daf ich. prinzipiell

-V-n Versuche mit sauren Lésungen bin und trotzdem auf die nun mit-

¢ teilten Versuche grofles Gewicht lege. Da ich aber, in diesen Ver-

! hen die Saure durch Verdinnung mit Wasser unschadlich mache,

ninte dieser formell begriindete Einwand belanglos sein und nicht zu
li Rverstandnissen fiihren koénnen.
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suchung werden. Ich will deshalb hier die Versuchsresultate
nur so formulieren, dal? ich sage, dal man nach der obigen
Methode Pepsinlosungen darstellen kann, welche bei sehr schwach
saurer Reaktion auf die Milch unwirksam sind in einer Konzen-
tration, bei welcher sie. passend angesauert, sowohl Fibrin als
koaguliertes Eiweil3 verdauen. Dall ich unter solchen Um-
standen der Ansicht von Sawjalow und Gewin, dafll die
Milchgerinnung das erste Stadium der Pepsinverdauung ist, nicht
beipflichten kann, ist leicht verstandlich.

Gegen meine oben mitgeteilten Versuche macht man viel-
leicht die Einwendung, daB die erwdrmten sauren Infusionen,
trotzdem sie die Milch nicht koagulierten, dennoch nicht voll-
standig chymosinfrei gewesen sind. Diese Mdglichkeit will ich
gern zugeben; denn jede Reaktion hat eine Grenze ihrer Empfind-
lichkeit. Fir die hier vorliegende Frage ist dies jedoch gleich-
gultig. Wenn namlich diese erwarmten sauren Infusionen, trotz
einer Verunreinigung mit Spuren von Chymosin, die Milch nicht
koagulierten, tritt die Unwirksamkeit des Pepsins als milch-
koagulierendes Agens noch scharfer hervor.

Meine Untersuchungsresultate stehen, wie man sieht, nicht
im Einklange mit den Untersuchungen einiger anderer Forscher,
und ich bin darum genétigt, auch ihre Arbeiten ein wenig zu
besprechen.

Auf die Arbeit von Pawlow und Parastschuk,») die ich
schon in dem Vorigen besprochen habe, ist es nicht notwen-
dig, hier etwas naher einzugehen. Ihre Untersuchungen sind
namlich nach einem Prinzipe ausgefiinrt worden, welches nach
meiner Ansicht fur die Lésung dieser Frage nicht recht brauch-
bar ist und jedenfalls keinen Vergleich mit rneineh Versuchen
gestattet.

Dasselbe gilt zum groRen Teil auch von der Arbeit von
Sawitsch,2) welcher auch die Untersuchungen von Schmidt-
Nielsen3) zur Prifung aufgenommen und ihre Richtigkeit be-
statigt hat. Da er aber den Versuchsresultaten Schmidt-

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII.

*) Diese Zeitschrift, Bd. LV.
*) Diese Zeitschrift, Bd, XLVIII.
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Xielsens durch die Annahme einer schadlichen Wirkung des
Alkalis auf das Enzym die Beweiskraft absprechen will, so
muR ich hiergegen einwenden, dafl man dasselbe Resultat nach
meinen Untersuchungen erhélt, wenn man die Neutralisation
vermeidet und die S&ure nur durch Verdiunnung mit Wasser
schadlich macht. Diese Annahme von Sawitsch ist also
nicht stichhaltig, und ebenso wenig beweisend gegen die Ver-
buche von Schmidt-Nielsen ist die Angabe von Sawitsch,
iak er ein Zusammenfallen der beiden Wirkungen erhielt, wenn
Y+ vnr dem Zusatze der mit Alkali neutralisierten Infusion die
Mich angesauert hatte. Bei einer solchen Versuchsanordnung
mmn namlich ein Zusammenwirken von Pepsin und, Saure noch
nicht ausgeschlossen werden.
Saw itsch hat, wie so viele andere Forscher, mehrmals
Tin Auseinandergehen der beiden EnzymWirkungen beobachtet :
konnte aber in einigen Féallen durch Zusatz von grof3en
'h ngen CaCl2 die Differenzen in der Labungsfélligkeit wieder
Ausgleichen. Dies veranlaBt mich, einiges Uber die Wirkung
. ' CaCl2 hier zu sagen.
Durch Zusatz von so bedeutenden Mengen CaCl., wie in
' fwitschs Versuchen- 0,7-1 % CaCC, zu der Milch fihrt

man in die Versuchsanordnung ein neues Moment hinein, dessen
Deutung wir gegenwartig nicht klar beurteilen kénnen. In

U ser Hinsicht will ich daran erinnern, dal man durch der-
Atige und sogar kleinere CaCl2-Mengen die Gerinnung so
" trk beeinflussen kann, dal} sie sogar bei Zimmertemperatur

"4 momentan geschieht. Durch passenden CaCl,-Zusatz habe

;. auch die Gerinnungszeit fir eine und dieselbe, teils auf

und teils auf verdinnte Infusion auf so kurze Zeit,

-"—25 Sekunden, zusammendrangen koénnen, daB der Zeit-

R Tschied innerhalb der Beobachtungsfehler lag, -Wenn man
wie in dem einen Falle von Sawitsch. die Parallelitat
~ann hersteilen kann, wenn man die Gerinnungszeit durch

-.'atz von 0,7° 0 CaCl2 auf 35 Sekunden zusammengedrangt
kann man aus einem solchen \ersuche kaum sichere

"-mMisse ziehen.

Hierzu kommt nun aber auch ein anderer Umstand. Schon
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im Jahre 1877 habe ich gezeigt,l) dall es fir die Wirkung
des CaCl2 auf die Gerinnung ein Optimum gibt, oberhalb
welches das Kalksalz dieselbe wieder verlangsamt, eine Be-
obachtung, deren Richtigkeit spater von Lurcher?2) bestétigt
wurde. Wie dies Optimum unter verschiedenen Verhéltnissen
sich andert, habe ich nicht eingehender untersucht: wieder-
holt habe ich aber Falle beobachtet, wo ein Gehalt von 0.25
oder 0,5°/« viel kraftiger als ein Gehalt von gegen I°/o CaCl,
wirkte. Dementsprechend kann man auch fir eine und dieselbe
Enzymldsung in ungleichen Verdinnungsgraden, wie z. B. | m
und | 200, mit einer Kkleineren CaCl2-Menge (z. B. 0,25°/0) die-
selbe Gerinnungszeit fir die verdinntere Lésung wie mit einer
groRBeren GaGl2-Menge ¢z, B. 1°/o0) fir die konzentriertere zu-
stande bringen — in beiden z. B. 50 Sekunden.

Mit dem nun Gesagten habe ich nur daran erinnern wollen,
daR die Wirkung des CaCl2 ziemlich verwickelt ist und dai
man ohne tiefere Kenntnis seiner Wirkungsweise kaum Klare
und bindende Schlisse aus den Versuchen mit grof3en CauUl,-
Zusltzen ziehen konnen dirfte. Eine solche Kenntnis besitzen
wir noch nicht, und darum kann ich auch nicht den Vorschlag
empfehlen, daR man die Koagulationsmethode unter Zusatz von
grolen CaCl™-Mengen schon jetzt «als Klinisches Verfahren
zwecks Bestimmung der Fermente» im Mageninhalte prifen
sollte. Man muB erst darUber einig sein, ob die Verdauung
und die Milchkoagulation identische oder ganz verschiedene
enzymatische Prozesse sind, und im letzteren Falle mulZ man
erst die Wirkung der Kalksalze auf jede Enzymwirkung ge-
sondert studiert haben.

Den wichtigsten Beitrag zur Klarung der nun vorliegenden
strittigen Frage hat, wie es mir scheint, in neuester Zeit
Gew in3) durch seine sehr sorgfaltigen Untersuchungen geliefert.

Ge win bestreitet ebenfalls nicht die Richtigkeit der Unter-
suchungen von Schmidt-Nielsen, er spricht ihnen aber ebenso
wie Sawitsch die Beweiskraft aus dem Grunde ab, daR er

I) Nova Ada Reg. Soc. Scient. Upsal. Vol.,extr. ord. 1877.
¥ Pfluigers Archiv, Bd. LXIX.
ri Diese Zeitschrift. Bd. LIV.
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ebenfalls eine schadigende Wirkung des Alkalis bei der Neu-
tralisation beobachtet hat. Ich kann also gegen ihn dasselbe
wie gegen Sawitsch anfiihren, dal man namlich &hnliche
Resultate ohne Anwendung von Neutralisation erhalten kann,
und es konnte deshalb vielleicht Uberflussig erscheinen, etwas
ausfuhrlicher auf die Arbeit Gewins einzugehen. Da aber
Gewin in seinen eigenen Versuchen auch Beweise fur die
Identitat der beiden Enzymwirkungen zu linden glaubt, mufR
ich ein wenig bei seiner Arbeit verweilen.

Zwischen den Versuchsergebnissen von Gewin und von
mir besteht ein scheinbarer Widerspruch, insofern als er, selbst
nach tagelangem Erwérmen der Infusionen, nicht die Chymosin-
wirkung vernichten konnte, wahrend mir dies ziemlich leicht
und rasch gelang. Dieser Widerspruch ist jedoch, wie ange-
deutet, nur scheinbar und er findet in der ungleichen Ver-
Hichsanordnung seine Erklarung. Zum Teil liegt diese in den
ungleichen Temperaturen, bei denen wir gearbeitet haben, zum
wesentlichsten Teil dirfte sie aber in der verschiedenen Kon-
zentration unserer Enzymlésungen begrindet sein.

Ich habe absichtlich mit verdiinnten Ldsungen gearbeitet,
er hat aber eine «ziemlich konzentrierte* oder eine ‘'konzen-
trierte» LOsung angewandt, und dies macht einen grof3en Unter-
schied. Je reicher eine Ldsung an der zu zerstorenden Enzym-
substanz ist, um so mehr Zeit mul3 im allgemeinen die Zer-
storung erfordern. Je konzentrierter die Losung ist, um so
mehr Eiweil3 enthéalt sie; und da das Eiweil schitzend wirkt,
muB hieraus eine Verzogerung der Vernichtung der Enzym-
wirkung resultieren. Da es nun bekannt ist, dall Enzyme Uber-
haupt (und ebenso das Labenzym) um so leichter zerstort
werden, je Kkleiner ihre Menge in der Losung ist, so kdnnte
man im voraus erwarten, dal bei Anwendung von konzen-
trierteren LoOsungen ein Auseinandergehen der zwei Enzym-
wirkungen erst dann zum Vorschein kommen wtrde, wenn die
Enzymmenge etwas starker herabgesetzt worden ist. Dies ist
nun auch in einigen der Versuche Gewins der Fall; wenn
er aber zu diesem Punkte gelangt ist. betrachtet er den Ver-
geh nicht langer als beweisend, weil er glaubt, dal} bei ge-
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ringerem Enzymgehalte die Gerinnungs- und die Verdauungs-
proben nicht einander genau vergleichbar sind.

Als Beispiel will ich die Tabelle IV, S. 73, nehmen, in
welcher es um die Verénderungen einer konzentrierten Enzvm-
lasung sich handelt. Da Gewin viel Gewicht auf die schad-
liche Wirkung der Neutralisation legt und die mit neutrali-
sierter Losung angestellten Versuche als weniger beweisend
betrachtet, will ich hier und in dem Folgenden mich nur an
seine ohne Neutralisation ausgefiihrten Versuche halten. Ich
will also die Gerinnungsversuche mit saurer Infusion (Stab 5
und die Proteolyseversuche (Stab 6) vergleichen.

Durch Erwérmen wihrend 20 Tagen hatte er die Anderung
in der Chymosinwirkung nicht weiter bringen kdnnen, als dafl
die Gerinnungszeit von 5 zu 40 Sekunden sich verlangert hatte.
Die Proteolyse war gleichzeitig von 9,6 auf 1,1 herabgegangen.
Ein paar Tage spater andern sich aber die Verhéltnisse voll-
stdndig. In 10 Tagen (vom 2.—12. Marz) bleibt die Proteolyse
unverandert 0,19, wéhrend die Gerinnungszeit von 1 Minute
2n Sekunden bis zu mehr als 5 Stunden sich verlangert hatte
und die Chymosinwirkung also auf mehr als 1200 herabge-
sunken ist.

Hier tritt nun also der Mangel an Parallelitat sehr schlagend
zutage, aber sonderbarerweise erwahnt Gewin dies nicht. Er
sagt zwar S. 74, dal am 1. Mdrz die Proportionalitat aufhort;
aber er sagt auch, daf? man nun, wo die Gerinnungszeit 65 bis
80 Sekunden war, an der Grenze angekommen ist, «wo die
Enzymlosung zu schwach wird, um im Verhaltnis 2 : 8 mit ge-
niigender Genauigkeit Milch zur Gerinnung zu bringen, zur Ver-
gleichung dieses Ergebnisses mit demjenigen der Digestionsprobe *.
Ich gestehe, dall mir dies nicht recht verstandlich ist, und ich
glaube umgekehrt, dal} es von diesem Punkte ab fast leichter als
vorher war, die Unterschiede in der Gerinnungszeit zu beob-
achten. Wenn die Gerinnungszeit in 16 Tagen nur zwischen
10 und 40 Sekunden schwankt, so kann man leicht Fehler in
den Beobachtungen machen; wenn dagegen die Gerinnung an
einem Tage 1 Minute 10—15 Sekunden, 5 Tage spater 4L 2 bis
5! 2 Minuten und 5 Tage darnach mehr als o Stunden erfordert.
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so ist dies sehr leicht zu erkennen und die unvermeidlichen
Beobachtungsfehler sind belanglos. Wenn man zu dem Punkte
gekommen ist, wo die wenig empfindliche Mettsehe Probe nicht
langer brauchbar ist, so kann man ja (brigens zu der Fibrin-
probe Ubergehen.

Ich habe in meiner Versuchsanordnung grofles Gewicht
darauf gelegt, bedeutende und stark in die Augen springende
Unterschiede zu erhalten, und ich finde es sogar leichter, zu be-
stimmen, ob die Milch in ungefédhr 15 oder 30 Minuten, als ob
sie in 15 oder 30 Sekunden gerinnt. Wenn man mit so un-
sicheren Methoden wie der Mettsehen Probe und der Fibrin-
probe arbeitet, ist es auch notwendig, ziemlich grolRe Unter-
schiede zu erhalten, um die Versuchsfelder unschéadlich zu machen.
Die Fibrinprobe nach Bricke ist bekanntlich nur unter der
Voraussetzung brauchbar, dal man mit hinreichend verdiinnten
Losungen arbeitet: wenn man dies aber tut und die Verdauung
in der einen Probe 1—2 Stunden und in der anderen 8 oder
12 oder noch mehrere Stunden erfordert, so werden die un-
vermeidlichen Beobachtungsfehler bedeutungslos.

Ein prinzipieller Unterschied in den Untersuchungen von
Dewin und mir liegt also darin, dal} er wenigstens in mehreren
Fillen mit konzentrierten und ich mit verdinnteren Enzyml6-
.vingen arbeitete. Inder Anwendung von konzentrierten Lésungen
liegt auch vielleicht der Grund, warum seine Resultate zum
Teil so schwer verstandlich und einander widersprechend sind.
Lin paar Beispiele aus seinen Tabellen werden dies zeigen.

Aus dem oben angegebenen Grunde will ich mich auch
nier nur an die Versuche mit nicht neutralisierten Ldsungen
halten, und ich erlaube mir, hier einen Auszug aus der Tabelle II
> 66 zu machen:

Ich habe mir erlaubt, diesem Auszuge aus der Tabelle
auch die Zahlen, welche die Abnahme der Enzymwirkungen
angeben, beizufiigen. In 5 Tagen war also die Proteolyse auf
gegen 15 herabgegangen. Wie verhdlt es sich aber mit der
uhymosinwirkung? Nach dem Stabe 9 zu urteilen, ist sie auf
I 2 un(* also bedeutend weniger als die Proteolyse, nach dem
“tabe 10 dagegen aufl 21, also reichlich viermal starker als die
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Proteolyse, herabgegangen, und trotzdem handelt es sich hier
um eine und dieselbe erwdrmte, saure LOdsung.

9 10 11
Saure Losung

Datum L cem-f- 1cem 0.2 com + 1,8 ¢€m 44 com 4+ 54* cem
Wasser. Wasser. 0.2% HCI.
Gerinnung in Sek. Gerinnung in Min. Proteolyse
I Mai 5 j 1*3 i 32,49
6 " H4-37 0,76
Abnahme . Cx \»l J Vm

Ahnlichen schwerverstandlichen und einander widerspre-
chenden Versuchsergebnissen begegnet man, wenn auch nicht
gleich stark hervortretend, beim Vergleiche der Stabe 6, 7 und
« derselben Tabelle und bei einer kritischen Prifung der Tabelle I11.
Liner Abnahme der Proteolyse zu rund > (Stab 11) entspricht
hier eine Abnahme der ChymosinWirkung, in dem einen Stabe dt)
zu ‘/2r, und in dem anderen (10) zu ./s,5, und doch ist die
Losung in beiden Fallen eine und dieselbe. Ahnliche MiRver-
haltnisse findet man in derselben Tabelle Il in den Staben (I,
7 und 8 und sogar in dem Abschnitte B, in den Versuchen mit
der nicht erwarmten Kontrolldsung.

Ein Blick auf den obigen Auszug aus der Tabelle Il zeigt,
dal! der Unterschied zwischen den Ldsungen (Stab 9 und 10)
nur in einer ungleich starken Verdinnung mit Wasser besteht
Man sieht also, daR eine und dieselbe Ldsung, wenn sie reicher
an Enzym und Saure ist, eine bedeutend geringere Abnahme
der Chymosinwirkung anzeigt, als wenn sie armer an Enzvra
und Saure ist, und demselben Verhalten begegnet man auch in
der Tabelle IlI.

Soll man nun die Abnahme der Proteolyse mit der Chy-
mosinwirkung im Stabe 9 oder im Stabe 10 Tabelle Il vergleichen ?
In dem einen Falle hat die Chymosinwirkung weniger stark,
in dem anderen bedeutend starker als die Proteolyse abgenommen,
und in keinem der beiden Falle findet man eine Parallelitat in
der Abnahme der beiden Enzymwirkungen. Mirscheint es schwer.
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in diesen Versuchen eine Stutze fur die Identitat der Pepsin-
und Chymosinwirkung zu sehen.

Gewin hat Ubrigens selbst. S. 58 und 59, einen Versuch
mitgeteilt, in welchem es ihm gelungen ist, eine Pepsinldsung
darzustellen, welche auf Milch unwirksam war. Eine LOsung
des gereinigten Schweineenzyms in 0,2°/0 HCI wurde mit ge-
kochtem und fein zerriebenem Huhnereiweil3 angerihrt und an
einen kihlen Ort gestellt. Nach 21 Stunden wurde filtriert
Dieses Filtrat, in der Ublichen Weise mit Milch vermischt, rief
weder nach Neutralisation mit CaCO” noch bei saurer Reaktion,
mit 2 Volumen Wasser verdinnt, oder sogar unverdinnt, in
5—06 Stunden Gerinnung hervor. Von den Mettsehen Rdhren
verdaute es in 21 Stunden 0.33 mm. Dies ist nun allerdings
keine kraftige Pepsinverdauung; aber die Mettsclie Probe ist
auch eine wenig empfindliche Pepsinprobe. Legt man neben
den Mettschen Rohren einige Stdbchen von geronnenem Eiweil
in die zu prifende saure Pepsinlésung hinein, so findet man
oft die letzteren volilstandig oder groRtenteils verdaut, bevor
noch 0,1—0,2 mm des Roéhrcheninhaltes verdaut worden sind.
Mit der Fibrinprobe kann man noch rascher kleine Pepsinmengen
nachweisen. Da das von Gewin untersuchte Filtrat zu der
Mettschen Probe positiv sich verhielt, beweist dies ganz sicher,
dal’ es Pepsin enthielt, wahrend es keine Chymosinwirkung zeigte.

Ich kann also nicht finden, dal die zugunsten der Iden-
titdt der Pepsin- und Chymosinwirkung bisher angefuhrten Ver-
suche besonders beweiskréaftig sind.

Wie stellen sich nun meine Untersuchungsresultate zu den
verschiedenen Ansichten in dieser strittigen EnzymfrageV

Dal} sie sich alle mit der Annahme von zwei verschie-
denen Enzymen oder Enzymwirkungen leicht vereinbaren lassen,
ist ohne weiteres klar; aber sie sind ebensogut nach der Hypo-
these von Nencki und Sieber erklarlich. Man kann sich nam-
lich wohl vorstellen, dal3 das groRe Enzymmolekil beim Kalbe
reich an labenden Seitenketten, bei dem Pferde und mehreren
anderen Tieren dagegen arm an solchen ware. Das Vernichten
der Labwirkung bei Erhaltung der PepsinWirkung, durch Er-
warmen einer sauren Kalbsinfusion, hatte man sich nach dieser
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Hypothese in der Weise vorzustellen, da die labenden Seiten-
ketten leichter und rascher als die peptisch wirkenden ange-
griffen werden, so da man zuletzt nur Molekile erhalt, welche
keine wirksamen, labenden Seitenketten mehr tragen. Das bei
verschiedenen Tieren beobachtete gleichzeitige Vorkommen von
labender und peptiseher Enzymwirkung 1aBt sich natdrlich sehr
leicht mit einer solchen Hypothese in Einklang bringen.

Dieses, nicht nur in der Tier-, sondern auch in der Pflan-
zenweit so hdufig beobachtete gleichzeitige Vorkommen von
Labwirkung und Proteolyse ist wohl auch der wichtigste Grund
gewesen, warum man so eifrig die beiden Wirkungen von einem
und demselben Enzym hat herleiten wollen. Da ich im Jahre
1872, wohl als erster, das gleichzeitige Auftreten von Lab- und
Pepsinwirkung bei den verschiedensten Tieren und in den aller-
meisten Fallen unter Verhéltnissen, wo von einer Milchverdau-
ung nie die Rede sein konnte, beobachtet hatte, war auch
mein erster Gedanke der, dal} beide Wirkungen von demselben
Enzym herrihrten, oder dal das eine Enzym eine Modifikation
oder ITnwandlungsprodukt des anderen sei. Meine nach ver-
schiedenen Richtungen ausgefiihrten und in verschiedener Weise
modifizierten Versuche lieferten indessen keine Anhaltspunkte
fur eine solche Annahme und ich konnte, ohne den Tatsachen
Gewalt anzutun, nur zu dem Schlisse kommen, da es um
zwei verschiedene Enzyme sich handelte.

Es ist mir auch fortwéhrend schwer, meine Versuchs-
resultate mit der Annahme nur eines Enzyms oder einer Enzym-
wirkung zu vereinbaren, und das sowohl, wenn ich an die
Ansicht von Pawlow wie an die von Sawjalow und Gewin
mich halte.

Nach Paw low gibt es kein besonderes Labferment und
keine spezifische Labwirkung Uberhaupt. Die Labwirkung ist
nach ihm nur die umgekehrte, also synthetische Wirkung des
Pepsins.  Einer solchen Ansicht ist es jedoch kaum mdglich
beizupflichten. Eine Rickbildung des Caseins aus seinen Ver-
dauungsprodukten wére allerdings die umgekehrte Wirkung des
Pepsins; fir die Annahme, dal das Paracasein durch eine
Synthese aus dem Casein entstehe, hat man dagegen wohl
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keine Anhaltspunkte. Gegenwartig neigt man wohl auch am
meisten zu der entgegengesetzten Annahme, dal’ die Paracasein-
bildung das Resultat einer Proteolyse unter Abspaltung von
einer Albumose (dem Molkeneiweil3) ist. Ich wei3 auch nicht,
ob diese Pawlowsehe Ansicht allgemeinere Zustimmung ge-
funden hat.

Nach der anderen Ansicht, von Sawjalow und Gewin,
ist die Milchgerinnung nichts anderes als eine Pepsinverdauung,
«eine maskierte Verdauung des Caseins oder der Anfang der-
selben. Gegen diese Ansicht spricht schon der Umstand, daf3
die Paracaseinbildung bei Abwesenheit von H-lonen und sogar
bei Gegenwart von HO-lonen verlaufen kann, wahrend das
Pepsin, so weit bekannt, nur bei Gegenwart von freien H-lonen
wirkt. DaR das Pepsin gewissermafRen eine Ausnahme fir das
Casein machen sollte, indem es diesen Stoff auch bei Abwesen-
heit von H-lonen verdauen wirde, ist eine wenig zusagende
Annahme. Lege ich nun hinzu, dal} das Pepsin bei Gegenwart
von einer kleineren Menge H-lonen, wie meine Versuche zeigen,
Uberhaupt nicht sichtbar auf das Casein in der Milch einwirkt,
so kann ich nicht die Milchgerinnung als eine maskierte oder
beginnende peptische Verdauung des Caseins auffassen.

Die Unwirksamkeit der sehr schwach sauren Pepsin-
I6sungen auf die Milch dirfte man auch nicht durch die An-
wesenheit von hemmenden Stoffen, welche wéhrend des lang-
dauernden Erwdarmens der sauren Infusionen gebildet worden
sind, erklaren konnen. Wenn solche hypothetische Stoffe die
Wirkung des Pepsins auf hartgekochtes Eiweil} nicht hemmen,
ist es schwer einzusehen, warum sie seine Wirkung auf einen
so leicht verdaulichen Eiweil3stoff wie das Casein hemmen
sollten. Man konnte zwar annehmen, dal sie die Wirkung
des Pepsins nicht bei stark saurer Reaktion, sondern nur bei
der in den Milchversuchen vorhandenen sehr schwach sauren
Reaktion hemmen kdnnten; in dem Falle muften sie aber wahr-
scheinlich noch besser bei neutraler Reaktion hemmend wirken.
Dem ist aber nicht so, wie aus den Versuchen von Schmidt-
Nielsen!) hervorgeht.

n Diese Zeitschrift, Bd. XLV1II.
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Dall die erwéarmten, sauren Infusionen auch bei der
schwachen, in den Milchversuchen vorhandenen S&uremengen
nicht hemmend wirken, habe ich durch besondere Versuche
kontrolliert, und als Beispiel fiihre ich hier das Resultat eines
solchen Versuches an. Mit 1 Volumen einer sauren Kalbs-
mageninfusion wurden 19 Volumen derselben erwarmten, auf
Milch unwirksamen, sauren Infusion gemischt und als Kontrolle
vermische ich 19 Volumen Sdure von demselben S&uregrade
(0,2 °/o HCI) mit 1 Volumen der nicht erwarmten Infusion. Dann
werden beide mit je 2 Volumen Wasser verdinnt und also auf
den Verdunnungsgrad | eo gebracht. Beide wurden nun in dem
gewdhnlichen Verhaltnisse 1: 10 mit Milch gepriift. Die Kontroll-
probe koagulierte in 4 Minuten und die andere in 4 Minuten
5 Sekunden. Es fand also keine hemmende Wirkung statt.

Wenn ich also keine, infolge des Erwérmens gebildeten
hemmenden Stoffe nachweisen konnte, so ware es auf der
anderen Seite denkbar, dall wéhrend des Erwarmens Substanzen
vernichtet werden, welche fir die Wirkung des Pepsins auf die
Milch notwendig sind. Das Pepsin allein bewirkt keine Hydro-
lyse, diese kommt erst dann zustande, wenn eine genligende
Menge freier H-lonen vorhanden sind. Man kénnte nun vielleicht
annehmen, dal} das Pepsin auch die Milchgerinnung erst bei
Gegenwart einer zweiten, noch unbekannten Substanz bewirken
konne. Wenn das Pepsin bei Gegenwart von H-lonen Eiweil}
verdaut, nennt man dies eine Pepsinwirkung, und wenn es mit
Hilfe einer anderen Substanz Milch koaguliert, wére dies also,
was man bisher eine Chymosinwirkung genannt hat. Nach
dieser Hypothese konnten also beide Prozesse eine Wirkung
desselben Enzyms sein. Das ungleiche Verhéltnis zwischen
den beiden Wirkungen bei verschiedenen Tieren konnte in
diesem halle von einem ungleichen Reichtum an der zweiten
Substanz herrithren, und wenn man durch Erwéarmen die Chy-
mosinwirkung vernichtet, wirde dies nicht durch die Zerstérung
eines besonderen Enzymes, des Chymosins, sondern durch die
Zerstorung der Hilfssubstanz zu erkléaren sein.

Gegen eine solche Hypothese kann man indessen sogleich
einwenden, daB sie mit dem Vorkommen von Enzymldsungen,
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«eiche Milch koagulieren, aber Eiweill nicht verdauen, un-
vereinbar ist. Da ich aber aus oben (Ahsch. II) angefihrten
Grinden den mit solchen Losungen ausgefuhrten Verdauungs-
versuchen keine vollig bindende Beweiskraft zuerkennen kann,
ist ein solcher Einwand bis auf weiteres nicht ganz entscheidend.
Die wenigen Versuche, die ich, von dieser Arbeitshypothese
ausgehend, bisher ausgefiihrt habe, sprechen allerdings nicht
zugunsten derselben; da aber solche Versuche nur in den
Wintermonaten mit Vorteil auszufihren sind, habe ich diese
Frage nicht weiter verfolgen kdnnen.

Es ist mir also gegenwartig nicht moglich, meine Unter-
suehungsresultate mit der Ansicht von der Identitat des Pepsins
und Chymosins in Einklang zu bringen. Das wiederholt beob-
achtete gleichzeitige Vorkommen von labender und proteoly-
tischer Wirkung im Tier- und Pflanzenreiche nétigt wohl Gbrigens
nicht zu der Annahme, dal} beide Prozesse identisch sind. Halten
wir uns an das Pepsin, so ist es wohl nicht ganz ausgeschlossen,
dak das Chymosin die Wirkung des ersteren beglnstigt oder
in irgend einer Weise beeinfluBt, eine Mdglichkeit, die man
bisher, wo man nur mit gleichzeitig labend und proteolytisch
wirkenden Pepsinldsungen gearbeitet hat, nicht hat prifen konnen.
Ks ware ja auch moglich, daf das sogenannte Chymosin eine
hei dem Ubergang der Zymogene in Enzyme beteiligte Substanz
oder dabei entstandenes Nebenprodukt sei, welches aus dem
Grunde die proteolytischen Enzyme regelmaRig begleitet. Es
sind auch andere Mdglichkeiten denkbar, und das Wesent-
lichste, welches auch in erster Linie die Aufgabe dieser meiner
Arbeit war, ist also, sachliches Material, welches als Grund-
lage einer fortgesetzten Diskussion dieser schwergelGsten Enzym-
frage dienen konnte, zu liefern.

Nachdem diese Untersuchungen abgeschlossen waren und
das Manuskript fast ganz fertig war, ist eine neue Arbeit von
N- P. Tichomirow uber die Wirkung der Alkalien auf das
Eiweillferment des Magensaftes erschienen. (Diese Zeitsehr™_
Ed. L\, Hft. 2) Da ich nicht mit alkalischen Infusionen ge-
arbeitet habe, berihrt diese Arbeit nur wenig die meinige.
Tichomirow hat indessen in dieser Arbeit neue Beweise dafir
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geliefert, dall man die eine Enzymwirkung viel starker als
die andere ldhmen kann und daB beide auch gar nicht in
gleichem Grade reaktiviert werden. Er hat auch bei passender
Versuchsanordnung die urspringliche Relation beider Enzym-
wirkungen wiederherstellen kénnen, ein VVersuchsresultat, welches,
wie ich oben (S. 60) schon gesagt habe, vorauszusehen war
und Uber dessen Beweiskraft ich mich ebenfalls dort geduRert
habe. Die wenigen Milchgerinnungsversuche, die er mitgeteilt
hat, sprechen auch nach meiner Auffassung eher gegen als fiir
die ldentitdt der beiden Enzymwirkungen. Da aber diese Ver-
suche mit stark sauren Infusionen ausgefiihrt wurden, also nach
einer Methode, welche keine sicheren Schllisse, sei es in der
einen oder anderen Richtung gestatten, so wage ich nicht, ein
bestimmtes Urteil Uber dieselben auszusprechen.



