Uber die milchkoagulierende und proteolytische Wirkung der
Rinder- und Kalbsmageninfusion und des natirlichen Kalbs-
magensaftes.l)

Von

A. Rakoczy.
Mit zwei Abbildungen im Text.

(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der kais. .St.-Wladimir-Uiiiver-it.it in
Kiew.)

(Der Redaktion zugegangen am 2ti. Juli ituo.j

Wenn man die Geschichte der Frage von der ldentitat
des Pepsins und Chymosins, die bereits ungefahr 10 Jahre
lang in der physiologischen Literatur auf der Tagesordnung
steht, verlolgt, so lenkt folgender Umstand die Aufmerksamkeit
auf sich. Die ursprungliche Lehre vom Labferment (Chymaosin)
als einem Ferment, das Milch koaguliert und ganz bestimmte
andere Eigenschaften besitzt, wurde von Hammarsten2) (und
spater von A. Schmidt3)) auf Grund seiner Untersuchungen
von Mageninfusionen von Kalbern aufgestellt und weiter aus-
gebaut, und erst in der Folge wurde die Gegenwart des neuen
Ferments auch bei verschiedenen anderen Tieren vermerkt,
wobei die Forscher sich mit der blofRen Feststellung der milch-
koagulierenden Fahigkeit begnugten, ohne die diesem Ferment
von Hammarsten zugeschriebenen Eigenschaften im einzelnen
nachzupriifen. So entstand die dualistische Anschauung, die
das Vorhandensein des Pepsins und Chymosins im Magen der
meisten Tiere annimmt. Die Anhanger der Identitatstheorie

‘) -Mitgeteilt am 4./1.1910 (alt. St.) in der physiologischen Sektion
des XIl. Kongresses russischer Naturforscher und Arzte in Moskau

¥*) Hammarsten, Malys Jahresber., Bd. 1. 1872. S. 118.

Y A. Schmidt, Ibid., Bd. IV, 1874, S. 100.
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(Nencky und Sieber,l) Pekelharing,?) Pawlow und Pa-
rastschuk,3) Jakoby,4) Sawitsch,b) Sawjalow,6) Gewvvini)
u. a.j, von denen die selbstdndige Existenz des Chymosins
von verschiedenen Gesichtspunkten aus geleugnet wird, gingen
einen anderen Weg : ohne auf Alter und Art des Tieres Ruck-
sicht zu nehmen, schopften sie ihre Hauptbeweise aus Be-
obachtungen an den Verdauungsséaften von erwachsenen Hunden
und ergénzten dieselben durch Versuche am Magensaft des
Menschen (Migai und Sawitschg)), an verschiedenen fabrik-
maéfig hergestellten Pepsin- und Labpréparaten und an Schweine-
mageninfusionen und verallgemeinerten ihre Beobachtungen,
dabei dem urspringlichen Quell der Lehre vom Chymosin —
den Magenfermenten von Kélbern~ am allerwenigsten Auf-
merksamkeit zuwendend. Somit gehen diese beiden nur auf
den ersten Blick einander entgegengesetzten Theorien in ihrer
Argumentation von einem vollig verschiedenen faktischen Ma-
terial aus.

Die zahlreichen zugunsten der ldentitdt von Pepsin und
Chymosin angefiihrten Beweisgrinde gehen im wesentlichen
auf den Satz hinaus, dal} die proteolytische und milch-
koagulierende Wirkung des Magensaftes untrenn-
bar sind und sich stets einander parallel &andern.
Unter natidrlichen Verhéltnissen gelangt stets neben der pro-
teolytischen auch die milchkoagulierende Wirkung zur Beob-
achtung, wobei das quantitative Verhaltnis (die Proportionalitat)
zwischen der Kraft beider Wirkungen, sowohl bei unter ver-
schiedenen Versuchsbedingungen mit den Saften einer und
derselben Tierart (Hund) angestellten Versuchen, als auch bei

) Nencki und Sieber, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 291.
*) Pekelharing, lbid., Bd. XXXV, S. 30.
) Pawlow und Parastschuk, Ibid., Bd. XLII, S. 41,
4) Jakoby, Biochem. Zeitschrift, Bd. I. S. 53.
Sawitsch, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 84
6) Sawjalow, Ibid., Bd. XLVI, S. 307.
;) Gewin, Ibid., Bd. LIV, S. 32.
*) Migai und Sawitsch, Ibid, Bd. LXIII, S. 405.
") Die Versuche von Gewin und van Dam, die Mageninfusionen
von Kalbern betreffend, werden weiter unten besprochen werden.
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der Vergleichung der Verdauungsséafte von Tieren verschie-
dener zoologischer Arten bestandig bleibt: 2 Safte, die durch
die entsprechende Verdinnung auf ein und dieselbe Verdauungs-
kraft gebracht wurden, koagulieren Milch ceteris paribus in
dem gleichen Zeitraum, und umgekehrt verdauen 2 auf ein
und dieselbe milchkoagulierende Kraft gebrachte Séfte gleich
stark. Alle auf die Trennung dieser Fermente gerichteten
kiinstlichen Verfahren erreichen ihr Ziel nicht, da die bei den-
selben zur Beobachtung gelangende Vernichtung einer der
Wirkungen durch den Einflu? des Reaktionsmediums bedingt
wird und bei entsprechender Versuchsanordnung die verschwun-
dene Wirkung sich wieder einzustellen vermag.

Diese Séatze sind wissenschaftlich begrindet und voll-
kommen beweiskraftig; sie sind aber nur in bezug auf diejenigen
Objekte anwendbar, an denen sie erhalten wurden. Man kann
als endgultig festgestellt erachten: 1. dall mit dem Pepsin und
uberhaupt mit allen proteolytischen Fermenten die F&higkeit,
Milch zu koagulieren, untrennbar verbunden ist; 2. da im
Magensaft des Menschen und des Hundes, wie auch in Préa-
paraten aus Schweinemégen und bei den Wirbellosen kein
Chymosin (im Sinne Hammarstens) vorhanden ist und endlich
3. daB alle bis jetzt untersuchten Labpraparate eine mehr oder
minder maskierte proteolytische Wirkung aufwiesen. Diese Tat-
sachen beweisen aber noch nicht, dal das Chymosin in den
Magen von Kalbern und anderen in dieser Richtung noch nicht
untersuchten jungen S&ugetieren nicht existiert.

Da ich nun aus diesem Grunde die Hauptthesen Ham-
marstens als unwiderlegt ansah, unternahm ich es, die von
Pawlow und Parastschuk und anderen Anhéngern der Iden-
titatstheorie ausgearbeiteten Methoden auf die Erforschung der
verdauenden und milchkoagulierenden Wirkung der Magen-
infusionen verschiedener Tiere anzuwenden und begann meine
Versuche mit der Untersuchung dieser Eigenschaften in den
Mageninfusionen von Kélbern und erwachsenen Rindern; die
Wahl gerade dieser Objekte hatte den Vorzug, dal man die
milchkoagulierende Wirkung der Verdauungsfermente an der
Milch eines Tieres derselben Art bestimmen konnte; denn
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wenn das neugeborene Tier spezielle Vorrichtungen (Ferment)
fur die Koagulation der ihm als Nahrung dienenden Milch be-
sitzt, so mufdten dieselben bei einer solchen Versuchsanordnung
aufs scharfste hervortreten.

Die Untersuchungen wurden nach folgendem Plane aus-
gefuhrt:

1. Vergleichung der proteolytischen und milchkoagulie-
renden Kraft der kinstlichen Magenséafte (Mageninfusionen)
des erwachsenen und neugeborenen (saugenden) Tieres.

2. Untersuchung der Einwirkung langandauernder Erwaér-
mung im Brutschrank (bei 40° C.) auf die fermentativen Eigen-
schaften ebenderselben Safte.

3. Versuche, die die Trennung der Fermente bezweckten.

Als Hauptmaterial fur die Versuche dienten Magenschleim-
hautinfusionen von Kalbern und Rindern; aul’erdem wurden
einige Versuche mit Labpraparaten (Lab-Grubler und Lab-
Kahl baum) angestellt: die wichtigsten Versuche wurden am

natdrlichen Magensaft eines Kalbes nachgepruft.

Methodik.

Fur die Untersuchungen wurden die Labmagen (Abomasus) von
im Schlachthaus gel6teten Tieren genommen; das Alter der erwachsenen
Tiere war nicht genau bekannt; hei der Wahl von Kalbsmagen nahm
ich sowohl die GroRe des Magens als auch die Beschaffenheit des Inhalts
(ich wahlte nur solche, die ausschliellich Késemilchschollen enthielten!
und zum Teil die Farbe der Schleimhaut zur Richtschnur. Ich bemerkte
namlich, dall die Magenschleimhaut bei sehr jungen Kalbern bleich zu
sein pflegt, wéahrend sie bei erwachsenen Tieren von rosaroter Farbe ist.

Die Infusionen wurden nach Ham marstenl) hergestellt: die gut
mit kaltem Wasser ausgewaschene und leicht mit Filtrierpapier abge-
trocknete Schleimhaut des Fundusteils des Magens wurde mit einem Uhr-
glas abgeschabt und mit 10—15 Teilen 0,2- oder 0,18°/oiger (n/«0) HCI-.
Losung unter Zusatz von einigen Tropfen Toluol in der Kalte (bei 2 bis
8° (..) aufbewahrt: n~cli etwa 24 Stunden wurde die erhaltene Infusion
durch Filtrierpapier filtriert und nach Zusatz einiger Tropfen Toluol in
den Eisschrank gestellt; mitunter wurden die Infusionen steril durch den
Tonlilter filtriert und in einem sterilen Gefa aufbewahrt. Das Filtrieren
durch einen Tonfllter schwécht die fermentative Wirkung betrachtlich
ab, dafur erhdlt man aber vollkommen klare Infusionen, die sich lange

®) Hammarsten, Diese Zeitschrift, Bd. LYI, S. 26.
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unverandert erhalten und bei langandauernder Erwérmung im Thermo-
staten nicht triben.

Die GefaRe wurden mit stromendem Dampf oder kochendem Wasser
sterilisiert.

Die proteolytische Kraft wurde nach Mett (10—18 und mehr
Stunden bei -10° (.) bestimmt. Die Rohrchen wurden mit mit Glas-
scherben geschutteltem und durch Flanell tiltrierlem llihnereiweil3 gefullt.
Zur Bestimmung der proteolytischen Kraft sehr schwacher Infusionen
und ebenso in den Fallen, wo man eine Erwdarmung zu vermeiden hatte,
gelangte mit Alkohol-Ather fixiertes und hei 40° C. getrocknetes (Sawja-
low!)) Gritznersches Fibrin-Karmin oder gewohnliches unter Glycerin
aufbewahrtes Fibrin zur Anwendung. Die milchkoagulierende Kraft wurde
gewohnlich bei HO—U)° C. durch Zusatz von 1 ccm saurer (0.2% oder
n «0-HCI) Infusion zu 10 ccm Milch bestimmt, wobei zur Kontrolle stets
mit der entsprechenden Menge nur von Saure allein versetzte Milch auf-
gestellt wurde; durch wiederholte Versuche (berzeugte ich mich davon,
daB zur Féllung des Caseins aus der Milch durch die S&urewirkung allein
nicht weniger als H ccm 0.2%igo HCl auf 10 ccm Milch erforderlich
sind. AuRerdem wurden in einigen Fallen mit »;io-NaOH (mit Lackmoid)
oder mit CaCO03 neutralisierte Infusionen benutzt. Fur jede Versuchsreihe
wurde ein und dieselbe vollkommen frische oder im Eisschrank mit
Chloroform aufbewahrte Milchporlion benutzt. Die Milch wurde stets
von ein und derselben Kuh genommen. In einigen Versuchen wu'rde die
milehkoagulicrende Kraft nach dem Verfahren von Morgenrot-*)Fuld:) )
bestimmt: die Infusion (0,2°>ige HCI) wurde systematisch 10. 15, 20,
>0mal usw. mit 0.2°/eiger HCI verdiinnt, in eine Reihe von Redgenz-
gléaschen je 10 ccm auf 8° C. abgekihlte Milch gegossen und in jedes
derselben je 1 ccm der verdinnten Infusion — folglich gleiche Mengen
HCI, aber verschiedene Fermentmengen — hinzugesetzt. Alle Reagenz-
glaser wurden fir ** Stunde in den Eisschrank i8° C.) und sodann auf
0 Minuten in ein auf 40° C. temperiertes Wasserbad gestellt, worauf das
Verdiunnungsmaximum (resp. das Minimum an Fermentgehalti, bei welchem
unter den gegebenen Bedingungen die Milchkoagulation noch erfolgt, fest-
gestellt wurde. Diese Methode ist ihrer Prézision halber sehr empfehlens-
wert, erfordert aber leider sehr viel Zeit und erweist sich daher in
denjenigen Fallen, wo man genétigt ist, gleichzeitig eine groRere Anzahl
von gleichartigen Bestimmungen auszufiihren, als unanwendbar.

) L c. S. 319.

¥ Morgenroth, Zentralbl. f. Bakteriol.,, Bd. XXVI. 8. 346.

Y Fuld, Hofmeisters Beitr., Bd.ll, S. 109. — Minch, med.Wochen-
schrift, 1902, S. 465.

4) Becker, Hofmeisters Beitr.,, Bd. VII, S. 89.
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I. Da$ Verhéltnis zwischen proteolytischer und milchkoagulierender
Wirkung in Abhangigkeit vom Alter.

Wie bereits erwédhnt, mul3 laut der Lehre der Unitarier
die Proportionalitat zwischen der milchkoagulierenden und pro-
teolytischen Kraft sowohl in den Grenzen einer und derselben
Tierart, als auch bei der Vergleichung der Verdauungssafte
von Tieren verschiedener zoologischer Arten erhalten bleiben.
Pawlow und Parastschuk und spater Sawitsch haben das
an den auf verschiedenartige Nahrung hin, oder aus den ver-
schiedenen Teilen des Verdauungstraktus abgesonderten Ver-
dauungssaften des Hundes gezeigt. Migai und Sawitsch
vermerkten die gleiche Proportionalitat im Magensaft des Hundes
und des Menschen und Sellierl) hat das VVorhandensein dieser
Proportionalitdt bei verschiedenen Arten von wirbellosen Meer-
tieren beobachtet.

Im Widerspruch zu diesen Angaben fihrt Hammarsten-)
eine Reihe von Beispielen an, die das Fehlen der Propor-
tionalitat beider Wirkungen in Mageninfusionen von Kalbern,
Pferden, Huhnern und Hechten beweisen.

Die Verminderung der milchkoagulierenden Fahigkeit der
Mageninfusionen von Wiederk&uern mit dem Alter ist langst
bekannt (Fuld3), und in der Technik benutzt man zur Be-
reitung von Labprédparaten die Magen gerade von Kalbern und
nicht von erwachsenen Tieren.

Die folgenden Zahlendaten zeigen, dall das Verhéltnis
zwischen beiden Wirkungen in Mageninfusionen von Kalbern
und Rindern ein verschiedenes ist. Zum Vergleich wurden in
gleicher Weise hergestellte Infusionen genommen; die milch-
koagulierende Kraft wurde durch Zusatz von 1 ccm saurer
Infusion zu 10 ccm Milch bei 40° G bestimmt.

l. Infusionen 1 : 10 (0,2°/oige HCI):

Rinderinfus. koag. 7" verd. (16 Stunden) 11,25 mm
Kalbsinfus. » < 5" * (16 * ) 35

) Sellier, Compt. rend. soc. biol.,, Bd. LXVII, S. 237.
¥*) Ham marsten, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 26.
n) Fuld. Ergehn, d. Physiol., Bd. I, S. 473.
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[I. Infusionen 1 :10 (0,2°/oige HCI):

Rinderinfus. koag. 120" verd. (1« Stunden) 11.0 mm
Kalbsinfus. »  fast momentan * (16 » ) 7.5 >
[1l. Infusionen 1:10 (n20-HCI):
Rinderinfus. koag. 135" i verd. (18 Stunden» 6.5 mm
Kalbsinfus. »  5—10" (18 » ) 6,6 »

IV. Infusionen (n/20-HGI) mit n,20-HCI bis zu gleicher Ver-
dauungskraft verdinnt:1)

Rinderinfus. koag. 8 = 480" | verd.(16 Stunden) 1,0 mm
Kalbsinfus. oV = 20" | » (16 » )10 *
V. Infusionen (nl20-HGI) durch ein Tonfilter filtriert und
mit n/20-HCI bis zu gleicher Verdauungskraft verdinnt:

Rinderinfus. koag. 5*/»' = 330" verd. (14 Stunden) 4,0 mm
Kalbsinfus. » < 10" y (14 * )41

VI. Infusionen (n 20-HCI) mit n20-HGI bis zu gleicher Ver-
dauungskraft verdinnt; zur Ausgleichung der Quantitaten von
Beimengungen, die etwa beschleunigend oder hemmend auf die
Wirkung der Fermente einzuwirken vermdchten, zur Rinder-
infusion ein gleiches Volumen auf 90° (bis zu volliger Vernich-
tung der Fermente) erhitzte Kalbsinfusion hinzugesetzt und
umgekehrt:

Rinderinfus. (+ erh. K) koag. 10" = 000" | verd. (14 Stunden) 3.0 mm
Kalbsinfus. (-J- * R) < 10" » (14 » )20

VII. Dasselbe, nur die Infusionen mit n/20-HCl bis zu
fast gleicher milchkoagulierender Wirkung verdinnt:

Rinderinfus. (-j- erh. K) koag. 12' = 720" , verd. (10 Stunden) 2.0 mm
Kalbsinfus. (-f- > R) » 8" = 480" . > (10 » ) 0 »

Die angeflihrten Beispiele zeigen, dalesindenGrenzen
einer und derselben Tierart keine Proportionalitat
zwischen der milchkoagulierenden und proteolytischen
Wirkung gibt — beim jungen Tiere herrscht die milchkoagu-
lierende, beim erwachsenen die proteolytische vor. Bei gleicher
Verdauungswirkung zeigt die Kalbsinfusion eine um ca. 20—60
mal groRere milchkoagulierende Kraft als die Rinderinfusion.

*) Beim Verdinnen nahm ich das(Schiutz-Bo rissowsche) Quadrat-
wurzelgesetz zur Richtschnur.
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Il. Der Einflu langdauernder Erwarmung im Brutschrank
bei 39—40°.

Diese Frage stellt einen der am meisten verwickelten
Punkte in der Lehre von den Magensaftfermenten dar. Nach
Ham marsten .wird das Chymosin des Kalbsmagens nach
2-tdgigem Erwadrmen der sauren Infusion bei 39-40° zerstort,
wahrend das Pepsin last unverandert bleibt. Pawlow und
Parastschuk und spater Sawitsch bewahrten natirlichen
Magensaft vom Hunde lange Zeit hindurch (mehr als 1 Monat)
im Brutschrank auf und fanden, dal} beide Wirkungen — die
proteolytische und milehkoagulierende — parallel abnehmen und
gleichzeitig endgtiltig vernichtet werden, woraus sie schlossen,
daR das Chymosin Uberhaupt nicht gesondert vom Pepsin zer-
stort werden kann; diese Versuche haben eine der Hauptstiitzen
fir den Aufbau der Identitatstheorie abgegeben. Von den
ubrigen Forschern haben Bangl) und Schmidt-Nielsen?) an
Kalbsmageninfusionen die Ham mars tenschen Ergebnisse
bestatigt, wahrend andere, wie z. B. Jakoby, Fuld, Gewin
u. a. m. zu negativen Resultaten gelangten. Zur kritischen Be-
sprechung dieser Untersuchungen werde ich nach der Darlegung
meiner eigenen Versuche schreiten.

Die Infusionen wurden in eine Reihe von sterilen Erlenmeyersehen
Kélbchen gegossen, die verkorkt und in den Brutschrank bei einer Tem-
peratur von 39—f{" C. gestellt wurden. Nach einer bestimmten Zeit

-4 Stunden) wurde je ein Kolben hervorgeholt. Um den Einfluf3
von Zufélligkeiten auszuschlieen, wurden alle dem Brutschrank entnom-
menen Kdélbchen im Eisschrank aufbewahrt und die Bestimmungen der
fermentativen Kraft aller Portionen gleichzeitig vorgenommen. Nach der
Bestimmung der milchkoagulierenden Kraft sdmtlicher Portionen wurden
Mett sehe Réhrchen zwecks Feststellung der Verdauungsfahigkeit in die
Kélbchen gebracht.

VII. Rinderinfusion (0,18°/0 HCI):

)y Bang. Pflugers Archiv, Bd. LXXIX, S. 425.
¥*) Schmidt-Nielsen, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 92.
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Dauer  Milchkoagulierende Wirkung Proteolytische Wirkung

der - i -
I R
zelt menge mm mm | menge

0 Stunden 2%¢ = 150" 4.4 3.8 14.4 1.44

24 » 3 = 180" 3,66 4,0 16,0 1.6

/8 » 4' = 240" 2,72 3,6 13,0 1.3

72- > 1P ==660" 10 3.2 101 | 1o

IX. Rinderinfusion (0,2°/0 HCI):

Milchkoagulierende Wirkung Proteolytische Wirkung

Mit U.aCO,
der Saure (0,2%0ige) Infusion neutralisierte V&' Rela-

Infusion daut tive

Quadrat

Gerin- RFeIat. Rel. Fermenr'][- Gerin- R™at. in Fer-
mung _ Fer- menge nac I Fer-
nungs ment-  Morgen- nungs’ ment- 16 Std.‘ ment-
Std.  ZCIt menge roth-Fuld ‘) zeli .menge mm mm  menge

Dauer

Erwar-

0 ™ 85 75 2" 1110 1125 126 79
24 20" 30 50 40" 75 105! 110 69
8 16" 37 50 60" 50 95 90 56
230" 20 30 120" 25 975! 9 59
% 35" 17 25 120" 1 25 75 56 31
144 60" 10 10 300" 1 40 16 4

In diesen 2 Versuchen ist der Unterschied im Erléschen
beider Wirkungen recht geringfiigig,2) was mit den von Paw-
low und Parastschuk am Magensaft des Hundes erhaltenen
Ergebnissen Ubereinstimmt.

Etwas ganz anderes wird bei den Kalbsmageninfusionen
beobachtet.

‘) Die Verdiinnung, bei der 1 com saurer Fermentldsung 10 ccm
Milch nach vorausgegangener \* stdndiger Einwirkung in der Kalte (hei
C.) in 5 Minuten bei 40° C. koaguliert.
*| Die verhéltnismaRig kleinen Unterschiede lassen sich teilweise
durch Beobachtungsfehler, hauptsachlich aber durch die Unvollkommen-
heiten der Methodik der quantitativen Fermentbestimmung erkldren.

Uoppe-Seylcr's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV1I1. 2H
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X. Kalbsinfusion i0,2°'0 HCI):

Dauer Milchkoagulierende Wirkung Proteolytische Wirkung
Edef Saure (0,2°0 HCI)  Mit CaC.0j neu-  Ver- | Rela-
rwar- . - ) Lo
tralisierte Infusion daut tive
mtini: Infusion | I Quadrat For.
hei 40° Koagu- Relative Koagu- Relative ooy men-

in Std. 1. ., Ferment- . ., Ferment-
* lalionszelt menge lationszeit menge inmm mm  Menge

0 <7 >1(140 20" 1800 40 1u0 278
12 45" 25,4 K 400 40 mo 278
24 180" 63  1200" 20 37 13f , 236
U 270" 42 3600" 10 34 116 20
48 330" 35 >3t 30 1 00 156
72 140" | 10— — 24 576 10
20 >3st @ — — 04 016

182 > — - - -

Xl. Kalbsinfusion (0,2°/0 HC1):

| tauer Milchkoagulierende Wirkung Proleolyt. Wirkung

0 . . Mit CaC.0., neu- Ver- Rela-
.. Saure (0.2°/0 H('.l) Infusion RO )
Erwar- ( (D tralisierte Infus. daut Qua- , tive

mung ) ) ] in Far-
hei 40" Koagu-! Relative  Nach ~ Koagu-j Relative 16 Std drat | ment-
in Std lations- Ferment- Morgen- lations- Ferment- '

zeit  menge roth-Fuld zeit = menge mm mm MeNge

0 < 5« >230 200 30" 44 35 121 121
12 20" (50 20 165" 8 —
24 75" 3 16 560" 2,36 3.0 9,0 9.0
56 120" 10 8 1320" 1 — —
48 120" 1D 8 >2St — 2.1 44 44
00 300" 4,0 5 : — —
06 12(H)" 1,0 3 — — 1,0 1,0 1.0
120 - 1 — -- — —
144 1800" 066 , — — — — —

Auf den Tabellen X und Xl fallt die Verdauungskraft
langsam und gleichmaRig, wahrend die milchkoagulierende sich
im Verlauf der ersten 2 Tage um mehr als 25 mal verringert
und sodann beginnt analog der verdauenden langsam zu fallen:
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wenn man aber zur Bestimmung der milchkoagulierenden Kraft
mit CaCO03 neutralisierte Infusion verwendet, so erweist sich
die letztere nach 2-tdgiger Krwirmung als unwirksam.

Der EinfluR der Erwarmung tritt noch anschaulicher her-
vor, wenn man die Resultate des Versuchs graphisch dar-
stellt: Auf der Abszissenachse die Erwarmungszeiten in Stunden,
auf der Ordinatenachse — die relativen Fermentquantitaton ver-
zeichnet, die fir die milchkoagulierende Wirkung nach dem
Zeitgesetz, fur die Verdauungswirkung nach dem Quadratwurzel-
gesetz berechnet wurden, indem man als Einheit die Ferment-
menge zu Ende des Versuchs annahm.

Die Rinderinfu-
sion  (Figur 1) FILJ 1 Aind«maeniafuAcal. (Uwudi VD)
zeigt ein fast par-
alleles Fallen bei-
der Wirkungen;
in der Kalbsinfu-

sion (Figur 2)
springt das Fehlen
des Parallelismus
scharf in die Au-
gen: die proteo- 10 21 X U

lytische  Kraft Erwérmungszeiten in Jlunde/u
sinkt gleichmaRig,
wahrend die milchkoagulierende im Laufe der ersten. 2 Tag;
sehr schnell fallt und beginnend mit dem 3. langsam, fast
parallel der proteolytischen sinkt; die Kurve der proteolytischen
Wirkung néhert sich einer wenig geneigten Geraden, die der
milchkoagulierenden erinnert an eine auf Assymptoten bezo-
gene Hyperbel. Solche Versuche wurden von mir vielmals
mit verschiedenen Infusionen und auch mit einer sauren LAsung
(n 20-HC1) von Grublersehem Labpulver wiederholt. Die ab-
soluten GroRenwerte der Abnahme der milchkoagulierenden Kraft
von Kalbsinfusionen variierten unbedeutend, vielleicht in Ab-
héngigkeit vom Alter der Tiere und von gewissen anderen Ver-
suchsbedingungen; ebenso wurde in Rinderinfusionen mitunter
eine gewisse Storung der Proportionalitdt beobachtet, die der-

28*
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Flgz (chIXX? jenigen der Kalbs-
infusionen analog,
aber nur in viel
geringerem Grade
ausgepragt war;
die endgiiltige
Vernichtung bei-
der Wirkungen
erfolgte mitunter
gleichzeitig, mit-
unter jedoch ge-
lang es, die eine
oder die andere
langer zu verfol-
gen, was augen-
scheinlich von der
Empfindlichkeit
der angewandten
Untersuchungs-
methoden abhing.
Der Charakter der

Kurven Dblieb
trotzdem im all-

o2 36 gemeinen  der
Enoamuiujszeitcn. in Jlundcn . .
gleiche: in der

Hinderinfusion fielen beide Wirkungen mehr oder minder
parallel, dagegen sank in der Kalbsinfusion und in Losungen
von Labpréparaten die proteolytische langsam und gleichmaRig,
die milchkoagulierende — in der Hyperbel. Diese Versuchel)

> Gegen die beschriebene Versuchsanordnung laRt sich ein wesent-
licher Einwand erheben: Zur Bestimmung der Verdauungskraft wurde
das Mett sehe Verfahren benutzt, das eine Erwdrmung im Verlaufe von
12-1(> Stunden verlangt; folglich gestattet das erwahnte Verfahren im
Grunde genommen Uberhaupt nicht, die eiweildverdauende Kraft einer gar
nicht erwarmten Infusion zu bestimmen; indessen kommt einer solchen
Bestimmung im gegebenen Falle eine gewisse Bedeutung zu, da die milch-
koagulierende Kraft gerade in den ersten 12—24 Stunden der Erwarmung
besonders stark abnimmt. Deshalb wurden zur Kontrolle gesondert Ver-
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stimmen bereits nicht mehr mit der ldentitatstheorie Uberein
und bestatigen in vollem Umfange die Ergebnisse von Hum**
marsten, Schmidt-Nielsen und Bang. Wenn wir an-
nehmen, dall das Pepsin an und fur sich stets eine
milchkoagulierende b ahigkeit besitzt, was auch von den
Anhangern der Dualitatstheorie nicht geleugnet wird, und
wenn wir gleichzeitig das Vorhandensein von Chy-
mosin mit den ihm von Hammarsten zugeschriebenen Eigen-
schaften in der Kalbsinfusion zugeben, so erklart sich
die ganze Erscheinung sehr einfach: die von der Kalbs-
infusion hervorgerufene Milchgerinnung wird durch
die Wirkung zweier Fermente — des Pepsins und
des Chymosins bedingt; im Verlaufe der ersten Tage der
Erwéarmung wird das Chymosin zerstort und es bleibt nur das
L epsin allein (brig, dessen milchkoagulierende Kraft nuri parallel
der proteolytischen zu fallen beginnt. In der Rinderinfusion
ist kein Chymosin oder nur sehr wenig davon vorhanden und
hier ist die Milchgerinnung hauptséchlich durch die Wirkung
des Pepsins bedingt, weshalb beim Erwédrmen beide Wirkungen
fast parallel sinken.

Ist eine solche Erklarung richtig, so missen zwei kinst-
liche Magensatte  Kalbs- und Rinderinfusion — von gleicher
Verdauungswirkung nach der Zerstorung des Chymosins in der
Kalbsinfusion, d. h. nach 2—3tagiger Erwarmung im Brut-
schrank, die gleiche milchkoagulierende Kraft zeigen.

XII. Infusionen n 20-HCI (vgl. Vers. IV):
Hinderinf. koag. 8 verd. (16 St.) 1,0 mm nach15st.Erw.b. 10'C. koag 3F
Kalbsinf. » 20", * (16 » )10 » | . » , » > 21
XII. Infusionen (0,2°/0 HCI).
Rinderinfus. koag. 155" ] verd. (12 St.) 5,8 mm nach 72st. Ervv. koag. 11'
Kalbsifys.:  » \10 » (12»)L1 » ; » > >
XIV. Infusionen ("'20-HCI) durch ein Tonfilter filtriert;
zur Rinderinfusion ein gleiches Volumen gekochte Kalbsinfusion

zugesetzt und umgekehrt:

suche mit der Verdauung von Fibrin und Fibrinkarmin bei Zimmer-
temperatur angestellt. Diese Versuche haben gezeigt, da im Laufe der
ersten 12 Stunden die Verdauungskraft der Kalbsinfusion nicht im ge-
ringsten abnimmt, sondern sich mitunter sogar etwas steigert (Aktivierungl.
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Rindcrinfus. koag. 150" vord. (12 St.) 3,6 mm nach 60sl. Erw. koag. 7!*
Kalhsinfus. » 10" » (12 ») 3,0 » » » » y 7

Die angefiihrten Beispiele bestatigen die gegebene- Er-
klarung: das Chymosin wird im Laufe der ersten 2—3 Tage
der Erwadrmung zerstort; in beiden miteinander zu vergleichen-
den Infusionen bleiben gleiche Pepsinmengen (brig und die
Koagulationszeiten néhern sich einander — es tritt eine Pro-
portionalitat beider Wirkungen auf, die vor der Erhitzung nicht
bestanden hatte.

Von derselben Annahme ausgehend, kann man ferner
erwarten, dall zwischen der milchkoagulierenden Wirkung der
Kalbs- und Binderinfusion die gleichen Unterschiede zur Be-
obachtung gelangen werden, die zwischen der Koagulation
durch Chymosin und Pepsin bestehen. Nach Hammarsten
liegt der Hauptunterschied darin, daR das Pepsin nur bei saurer
Reaktion Milch koaguliert, wéahrend das Chymosin seine Wir-
kung hei neutraler und sogar bei schwach alkalischer Reaktion
entfaltet. Nach den von Bangl) im Hammarstenschen Labo-
ratorium angestellten Untersuchungen hat sich herausgestellt,
daB die Pepsinpraparate auch bei Neutralisation Milchgerinnung
hervorrufen, dal3 sie aber viel empfindlicher der Neutralisation
gegenuber sind als das Chymosin, in hohem Grade durch CaCL
aktiviert werden, widerstandsfahiger gegen Erhitzung sind und
in verhaltnismaRig geringen Verdinnungen vom Zeitgesetz ab-
weichen. Bang schreibt diese Eigenschaften nicht dem Pepsin
selbst, sondern einem von ihm entdeckten Ferment — dem
Parachymosin, zu, das seiner Meinung nach in allen kauflichen
Pepsinpraparaten, sowie im Magen des Schweines und des
Menschen enthalten ist. Ohne einstweilen die Frage von der
Selbstandigkeit des Parachymosins zu berihren, werde ich im
folgenden mit diesem Namen die milchkoagulierende Wirkung
des Pepsins zum Unterschiede von der des Chymosins be-
zeichnen.
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Zu den Versuchen wurden durch ein Tonfilter filtrierte
Kalbs- und Rinderinfusionen (n/20-HCI) genommen; dieselben
wurden mit »/zo-HCI bis zu fast gleicher Koagulationszeit ver-
dinnt, sodann zu jeder derselben ein gleiches Volumen der
anderen bei 90° (bis zu volliger Vernichtung der Fermente) er-
hitzten Infusion hinzugesetzt, so dal die Aciditdt der zu ver-
gleichenden Infusionen, sowie der Gehalt derselben an Salzen
und anderen Beimengungen vollkommen gleich waren. Zu je
5ccm Milch wurden bestimmte Mengen n 10-NaOH, oderl112«-HCl,

oder CaCl, und sodann je 0,5 ccm saure in/20-HCI) Infusion
hinzugeflgt.

XV. EinflulR der Neutralisation.

Gerinnungszeit

Milch Saure Infusion
ccm Rinderinfus. Kalbsinfusion
5 CCINM e e -j— 05 36" 38"
5 » -f- 0,25 ccm », 10-NaOH -j- 0,5 14.5" 3,75"
5 » -fO.4 » » -f 05 40" 5

Der Zusatz von NaOH zur Milch ceteris paribus hemmt
in starkerem Malle die Koagulation durch Rinderinfusion.

XVI. EinflulR der HCI.

Zur Untersuchung der beschleunigenden Wirkung der HCI
rund des CaCl2) waren diese Infusionen nicht geeignet, da sie
an und fir sich zu kurze Koagulationszeiten gaben. Deshalb
wurden sie verdinnt: zur Rinderinfusion wurde noch einmal
ein gleiches Volumen gekochte Kalbsinfusion hinzugesetzt und
umgekehrt; im zweiten Versuch wurde jede der auf solche
Weise erhaltenen Lésungen noch 10mal mit n/2»-HCI verdinnt:

Die so erhaltenen Losungen wiesen folgende Wirkungen auf:

Rinderinfusion - . _ _ koag. 80" verd. in 12 Stunden 55 nun

Kalbsinfusion . . . . » 75" » y 12 0.25 »
Rinderinfus. 10mal verd. » 10 * y 12 1.4
Kalbsinfus. » » oy 13 *

» 12 0
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Gerinnungszeit

Milch Saure Infusion
ccm Rinderinfus. Kalbsinfusion
5cem . + 0,5 80" 75"
5 > -f 0,5 cem »io-HCl 4- 0,5 20" 31-

Dieselben Infusionen noch

iOmal mit n/io-HCI verdiinnt
5cem . e 0,5 10' 13'

> > -~ 05 cecm nito-HCI 4- 0,5 3 5.5'
Die beschleunigende Wirkung der HCI ist in der Kinder-
infusion scharfer ausgepragt als in der Kalbsinfusion.
XVIl. Einflul des CacCl.,.
Die gleichen Infusionen wie im vorhergehenden Versuch;
die hinzugesetzte CaCl2-Menge ist in Prozenten seines Gehalts
in der Milch angegeben:

Gerinnungszeit

Milch Saure Infusion
ccm Rinderinfus. Kalbsinfusion
5 ccm v+ 0,5 80" 75"
5 » mit 0,05°% CaCl* + 0,5 23" 32"
5 % 2 0lefe » + 0,5 12" 25"
Dieselben Ldsungen noch
[Omal mit n/t,-HCI verdiinnt
5 '+ 0,5 19' 13
* mit 0.1»« CaCl, + 0,5 110" 180"
5 » > 015°%0 » + 0,5 55" 140"
5> o 020 > 4% 0,5 43" 91"

Der Zusatz von 0,05—0,2°/o CaCl2 zur Milch erhoht in
starkerem Malie die milchkoagulierende Wirkung der sauren
(n jo-HGI) Rinderinfusion.

XVIII. EinfluB von CaCl2 auf die Milchkoagulation durch
mit NaOH (mit Lackmoid) neutralisierte Infusionen:

_ Mit n/io-NaOH Gerinnungszeit
Milch neutralis. Infusion
ccm Rinderinfus. Kalbsinfusion
5cCM...ccccccccnn.. . - 2 ‘ 90' 13

5 * mit 0,050 0 CaCl, -f- 2 45 45
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Die gleiche Wirkung wie in Versuch XVII hat das CaCl,
also auch bei der Koagulation durch neutralisierte Infusionen.

XIX. EinfluR der Verdiunnung (Zeitgesetz).

Die Infusionen (XVj 2, 4 und mehrmals mit «»»-HCl ver-

dinnt; Koagulation erreicht durch Zusatz von 0,5 ccm saurer
Infusion zu 5 ccm Milch ; folglich bestdndige S&duremenge, ver-

schiedene Fermentmenge:

Saure Rinderinfusion Kalbsinfusion
Milch  Ferment-  Ver- ) ]

lisung  ginnung  K<oagulationszeit Koagulationszeit

ccm beobacht, berechnet pegbacht. + berechnet
5 ccm -j- 0,5 — 31" 31 35" 35
5 » -F 0,5 2 mal 50" 62 70" 70
6 » -f- 0,5 4 » 08" 124 123" 140
« » =) 0,5 8 * 210" 248 215" 280
o * “j- 0,5 10 » 540" 496 450" 500
5 » -f 0.5 32 » 1980 992 1200" 1120
ooy -j- 0,5 64 » > |0 Std. 1984 2640 2244)

Die Rinderinfusion gibt schon bei einer Verdinnung von
32mal eine merkliche Abweichung vom Zeitgesetz und versagt
bei einer solchen von 64 mal ganz.

XX. Der Unterschied zwischen Rinder- und Kalb'sinfusion
iritt noch scharfer hervor, wenn man die Ferment- und HCl1-
Menge gleichzeitig verringert. Zu gleichen Milchmengen (5 ccm)
wurden verschiedene Mengen von sauren Infusionen hinzugesetzt,
wodurch die vorerwahnte Verringerung erhalten wurde:

Saure Infusion Koagulationszeit

Milch
ccm Rinderinfusion Kalbsinfusion ‘
5 ccm -j- 1 95" 110"
o » - 0,5 12’ h
5 » - 0,25 80" 30°

5 > 4- 0,16 330" 68"
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Der KiufluR der Erwarmung auf die milchkoagulierende
Kraft der Kinder- und Kalbsinfusion ist durch die oben aufge-
fithrten Versuche (VIII —XI) gentgend klargestellt worden.l)
Somit unterscheidet sich die Kinderinfusion durch den Cha-
rakter ihrer milchkoagulierenden Wirkung betréchtlich von der
Kalbsinfusion und zeigt die Eigenschaften des Para-
chymosins.

Wrenn die Kalbsinfusion bei der Erwarmung im Brut-
schrank im Laufe der ersten Tage all ihr Chymosin einbuft,
wahrend der groRte Teil ihres Pepsins unverdndert bleibt, so
muB eine solche erwarmte Kalbsinfusion nun die Eigenschaften
des Parachymosins, dhnlich wie die Rinderinfusion, besitzen.
Die folgenden Versuche bestatigen diese Annahme: Kalbs-
infusion (1 : 10 n,20-HCI) koaguliert 5—10", verdaut 6,6 mm.
In den Brutschrank gestellt; koaguliert nach 20 Stunden 22",
nach 14 Stunden 50", nach 60 Stunden 170", nach 84 Stunden 5'.
Ein Teil der nicht erwédrmten Infusion wird mit gekochter In-
fusion bis zur Koagulationskraft der 84 Stunden erwarmten io')
verdinnt. Man erhalt zwei Losungen, die eine gleiche Menge
Beimengungen und S&ure enthalten und eine gleiche milch-
koagulierende Wirkung bei Zusatz von 0,5 ccm saurer Infusion
zu 5 ccm Milch besitzen.

Die Ergebnisse der Vergleichung dieser LoOsungen sind
auf Tabelle XXI dargestellt:

") Die R«'Schreibung der Versuche mit der Erhitzung von mittels
NaOH iLackmoid) neutralisierten Infusionen auf 70° C. (nach Rang) gebe
ich hier nicht und will nur bemerken, daft es mir, ebenso wie Gewin.
sogar nicht gelungen ist, pepsinfreies Parachymosin aus Pepsinpraparaten
(Gribler) zu erhalten, und dall diese Versuche beim Vergleich von
Rinder- und Kalbsinfusionen unklare und nicht selten einander wider-
sprechende Resultate ergaben. Eine eingehendere Besprechung dieser
Versuche (in Verbindung mit den Untersuchungen von Pawlow und
Parastschuk und Tichomirow beziglich der Einwirkung von Alkalien
auf das Pepsin) wirde sich hauptsachlich mit der Frage von der Iden-
titdt des Pepsins und Parachymosins zu befassen haben und damit Uber
«ton Rahmen der gegenwartigen Abhandlung hinausgehen.
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XXL
Milch Saure Infusion Koagulationszeit

ccm Nicht erwarmt Erwarmt
) COMLciiiiins -J- 0.5 5 = 800" | 5 = 800"
s *f 1,0 55 87"
> » -|]-0,lccmn/io-NaOH-f 0,5 H5'= 510" 0,5 = 570"
* » » -~ 0.5 20" =1*200" 20" = 1500"
mit 0,025*0 CaClz -f 0.5 (55" ap
» » 0,05 ¢/ » 0,5 00" 87"
Yooy 0,1@0 > - 05 >< —

Der gleiche Versuch mit schwacherer Infusion (1 : 50
* >0-HCI): koaguliert 25", verdaut 2,8 mm; nach 60stindigem

Krwéarmen koaguliert 46'. Nicht erwarmte Infusion mit gekochter
<80mal) verdunnt, ergab Koagulation in 25°.

XXII.
Milch Saure Infusion Koagulationszeit
ccm Nicht erwarmt Erwarmt
5 CCM.iiies -J- 0.5 25" 40",
5 .......................... J_ 1’0 .V i 8
-f 0,5ccmn/*o-HCI-f- 0,5 O-
> 0 15 T4- 0,5 » | 2.5°
r » mit 0,05, CaCl2-j- 0,5 1-, 0.5
* 0,1°0 » -f 0,5 4' 1

Auf diesen 2 Tabellen (XXI u. XXII) tritt das verschie-
dene Verhalten der nicht erwarmten und erwarmten Infusion
zur HCI, zur Neutralisation und zum CacCl2 deutlich hervor:
m der ersteren (nicht erwarmten) lassen sich die Eigenschaften
des Chymosins, in der letzteren die des Parachymosins ver-
merken; somit bestéatigt sich also noch einmal, dal} in der
Kalbsinfusion 2 milchkoagulierende Fermente — das
Chymosin und Pepsin (Parachymosin) vorhanden sind,
wahrend in der Hinderinfusion das Pepsin (Parachy-
mosin) allein die Hauptrolle spielt.



HO A. Rakoczy,

Die angefiihrten Versuche beweisen zwar die Selbstandig-
keit der Wirkung des Chymosins in Kalbsinfusionen, es ist
jedoch moglich, daR dasselbe in Ubereinstimmung mit der Hypo-
these von Nencki und Sieber die Seitenkette einer Riesen-
fermentmolekel darstellt; diese Seitenkette wird unter gewissen
Bedingungen (bei Erhitzung, ebenso mit dem Alter — infolge
Veranderung der Lebensweise und Erndhrung) zerstort, wahrend
der tbrige Teil der Molekel (Pepsin) fortfahrt zu existieren.

Die von mir erhaltenen Resultate stimmen vollkommen
mit den Ergebnissen von Hammarsten, Bang, Schmidt-
Nielsen und Herzogl) tberein. Schmidt-Nielsen verglich
die proteolytische Wirkung 1—3 Tage lang erwarmter und nicht
erwarmter Kalbsinfusion, die auf die gleiche milchkoagulierende
Kraft gebracht worden waren, und fand, dafl die erwarmte
Infusion eine groRere Verdauungskraft und eine grolRere Emp-
lindiiehkeit gegen Ansauerung mit HCI ergab.

Herzog untersuchte die hemmende Wirkung des Asca-
ridensaltes (Antipepsin) auf Lab- und Pepsinpraparate und
konnte in den ersten Versuchen keine hemmende Wirkung
des Antipepsins auf die Milchkoagulation durch Lab vermerken,
wahrend die Koagulation durch Pepsin deutlich verzégert wurde .
in einer neuen Versuchsreihe erhielt er eine schwache hem-
mende Wirkung auch auf die Koagulation durch Lab und gelangte
zu dem Schlisse von der Indentitdt beider Fermente. Wenn
wir annehmen, daR die Koagulation durch Kalbsmageninfusionen
(oder Labpraparate) von der Wirkung, des Pepsins und Chymo-
sins bedingt wird, so muf} der Ascaridensaft (Antipepsin) eben
gerade eine geringfugige hemmende Wirkung ausiben,
entsprechend dem Pepsingehalt der Labpraparate.

.lakoby hat zu kurzdauernde (10 Min.) Erhitzungsversuch«'
'bei 13—440 C. und bei 50—520 C.) angestellt und fuhrt keine
ausfihrlichen Protokolle auf.

Was die Versuche von Gewin anbelangt, der zur Ge-
winnung der Fermente das Pekelharingsche Verfahren be-
nutzte, so sind dieselben, ebenso wie die Versuche der anderen

M Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. HOfi.
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Fnitarier, soweit es sieh um die ldentitat beider Wirkungen
in Pepsinpraparaten (Parachymosin), die im gegebenen Falle
aus Schweinemagen erhalten worden waren, handelt, durchaus
Uberzeugend, beweisen aber nichts fir das Nichtvorhandensein
des Chymosins im Kalbsmagen; schon allein das 5tagige Dige-
rieren bei 37° C. mufite den groRten Teil des in dem letzteren
enthaltenen Chymosins vernichten; die hierauf zwecks Reinigung
und Féallung zur Anwendung gelangende Dialyse dient, wie
gleich gezeigt werden wird, unter gewissen Bedingungen als das
bequemste Mittel zur Scheidung des Pepsins vom Chymosin in
Kalbsinfusionen. Dessenungeachtet erhielt Gewin einen Unter-
< hied in der Y\irkung von Schweine- und Kalbspréparaten.
Die Erklarungen, die er aus diesem Anlal gibt, werden weilet*
unten nach der Beschreibung meiner Versuche, welche die
Trennung der Fermente zum Gegenstand haben, gewdirdigt
werden.

IR. Trennung der Fermente der Kalbsiniusion.
A. Trennung vermittelst der Dialyse.

Die bis jetzt empfohlenen Methoden zur Trennung des
Chymosins vom Pepsin (von Hammarsten, Glaessnér,l,
Schrumpf?) und die verschiedenen technischen Verfahren)
sind auf die Anwendung von ziemlich komplizierten chemischen
Reaktionen gegrindet, die nicht ohne EinfluR auf die Fermente
selbst bleiben und zur Verunreinigung der erhaltenen Pr&pa-
rate fuhren; hierzu kommt noch, daR die von den Autoren
erzielte Trennung im Grunde genommen erst nach Vernichtung
einer der beiden Wirkungen eintrat. Pawlow und Parast-
schuck, Pekelharing3) und andere Anhénger der Identitats-
theorie haben gezeigt, dall in allen «reinen> Labpréaparaten
(Chymosinpréparaten), die gar keine proteolytische Wirkung zu
besitzen schienen, diese stets auf die eine oder andere Weise
nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grunde habe ich,

) Glaessner, Hofmeisters Beitr.. Bd. I, S. 1

¥) Schrumpf. Ibid., Bd. VI. S. 39.

b Pekelharing, Arch, des scienc. biolog. St.-Pétersbour”" Bd XI
S. 3«.
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als ich cs unternahm, meinen Schluf3folgerungen beziiglich des
Knthaltenseins von Chymosin und Pepsin in Kalbsinfusionen
(*me festere Grundlage zu geben, und bemiht war, diese Fer-
mente nach Maoglichkeit zu trennen, den Zusatz von chemischen
Reagenzien vermieden und ausschlieBlich physikalische Metho-
den benutzt.

Die Versuche mit dem Filtrieren durch Tonfilter ver-
schiedener Sorten gaben mir ebenso wie die Versuche einer
langdauernden Zentrifugierungl) keinerlei bestimmte Resultate,
und nun wandte ich mich der Dialyse zu.

Pekelharing®) hat im Jahre 1896 eine Methode zur
Herstellung von reinen Pepsinpréparaten empfohlen, die darauf
basiert, dafl bei der Dialyse von starken Mageninfusionen (vom
Schwein, Hund, Kalb), die 5 Tage lang bei 37° C. mit 0,5°/oiger
HCI digeriert worden, gegen strémendes Leitungswasser im
Verlaufe von 15—20 Stunden der Schlauchinhalt sich tribt und
einen aus. Pepsin bestehenden Niederschlag absetzt: dieser
letztere wird am besten bei 0,02°0 HCI erhalten und ist leicht
in 0,2°0o iger HCl und zum Teil in H20 l6slich. Pekelharing
bemerkte zufallig, daR seine Pepsinpraparate ungeachtet der
5 tagigen Digestion mit 0,5°/oiger HCl bei 37° C. die Fahig-
keit zeigten, Milch zur Gerinnung zu bringen: er hat aber fir
diese Krscheinung keine Erklarung gegeben.

Nencki und Sieber3) haben, gestutzt auf die Beobach-
tung von Schoumow-Simanowski, dall der auf 0° abge-
kihlte saure Magensaft des Hundes einen Niederschlag von
reinem Pepsin bildet, folgende Modifikation des Pekelharing-
sehen Verfahrens ausgearbeitet: sie dialvsierten natirlichen

*» van Calcar und Lobry de Bruyn gelang es, die Konzen-
tration von Salzen durch Anwendung von langdauernder.Zontrifugierun_r
zu verdndern. (Ree. de trav. chim. des Pays-Bas, Bd. XXIII, S. 21S
Nach < IOstindigem Zentrifugieren (1400 Touren pro Minute) konnte
ich bisweilen eine geringfligige Veranderung der Konzentration des Fer-
ments feststellen, die jedoch derart unbedeutend war, da von einer
Bestimmung der Proporlionalitatsstorung beider Wirkungen keine Re»l<-
sein konnte.

*» Pekelharing. Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 233.
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Magensaft vom Hunde gegen 20 Volumina destilliertes.\Wasser
im (mit 5°/oiger HCI bearbeiteten) Pergamentsehlauch im Laufe
von 24 Stunden, fullten hierauf den getribten Schlauchinhalt
in Zentrifugenflaschen, lieRen letztere 15 Stunden bei O/f stehen
und zentrifugierten. Nachdem sie sich davon Uberzeugt hatten,
dall das auf solche Weise erhaltene Praparat — ein klebriger
Niederschlag, der nach der Meinung der genannten Forscher
das reine Ferment des Magensafts darstellte — neben der pro-
teolytischen Wirkung das Vermogen besitzt, Milch zu.koagu-
lieren und Plasteine zu bilden, richteten sie ihr Augenmerk auf
die Untrennbarkeit dieser 3 Funktionen des Magensafts und
sprachen zur Erklarung derselben zum erstenmal in der Lite-
ratur® in Form einer Hypothese die Theorie von der ldentitat
der Magensaftfermente aus.

Bei der Dialyse wird nicht das gesamte Ferment geféllit:
Nencki und Sieber fanden, dall bei ihrem Verfahren wenig-
stens | a (20°/0) des Pepsins in Losung bleibt: Gewrin"unter-
suchte die Verteilung des eiweilRverdauenden und des milch-
koagulierenden Vermodgens zwischen Filtrat (Lésung) und Nie-
derschlag bei der Bearbeitung von Schweineinfusionen nach
dem Pekelharingschen Verfahren und fand, dafl die Propor-
tionalitat zwischen beiden Wirkungen hierbei nicht gestort wird

eine Tatsache, die als ein neues Argument zugunsten der
Identitatstheorie gedient hat.

Es gelang mir, mich davon zu Uberzeugen, dal} unter ge-

wissen Bedingungen der Dialyse der Kalbsinfusion beide Fer-

mente getrennt werden konnen. Ich machte den Versuch, das
Verfahren von Nencki und Sieber auf das Fallen von Pepsin

) Die ldentitatstheorie war im wesentlichen in anderer Form um
vinige Monate friher von Prof. Pawlow ausgesprochen worden, worauf
iv m se>ner diesen Gegenstand betreffenden Arbeit (vgl. Diese Zeitschrift,
Rd. XLII, S. 451—452) aufmerksam macht. Die Abhandlung von Nencki
und Sieber ist der Redaktion am 1. Ill. liKJl zugegangen, wahrend
Pawlow am 25. I. 1901 (alt. St.) in der Diskussion zum Vortrag von
Kurajeff Uber das Papayotin die Vermutung aussprach, daB sich alle
Wirkungen des Magensafts durch nur ein Ferment erklaren lassen. —
\crhandl. d. Ges. russ. Arzte zu St Petersb., Sitzungsprotokoll fiir das
-iahr 1000/1901, Sitzung vom 25. I. 1901 russisch).)



444 A. Rakoczy,

aus Kalbs- und Kindermageninfusionen anzuvvenden; es wur-
den dabei eben solche (mit 0,2°/oiger oder 0,18°/oiger HCli
in der Kalte zubereitete Infusionen benutzt, wie in den vor-
hergehenden Versuchen.

XXIII. In Pergamentschlduche (von ca. 4 cm Durchmesser]
wurden je 50 ccm Kalbs- und Rinderinfusion (0,2 °/o HCI) ge-
gossen und jeder derselben bei Zimmertemperatur (ungefahr
12 15° C.) gegen 1000 ccm destilliertes Wasser dialysiert.
h.s erwies sich, daBR nach 24 Stunden beide Infusionen voll-
kommen klar geblieben waren; da wechselte ich das Wasser
und setzte die Dialyse noch 24 Stunden lang fort, worauf beide
Infusionen sich stark tribten und nach 15—20standigem Stehen
in schmelzendem Eise einen grauweillen Niederschlag gaben,
der nach kurzdauerndem Zentrifugieren sich am Boden des
Zentrifugenzylinders absetzte, wahrend die Flussigkeit vollkom-
men durchsichtig wurde. Die Flussigkeiten wurden dekantiert,
filtriert und bis zu 0,2 °/0 HCI angeséuert (F), die Niederschlage
in o0,2°/oiger HCl gelost (N). Der Vergleich der milchkoagu-
lierenden und verdauenden Kraft des Filtrats (F) und der
Losung des Niederschlags (Nj ergab folgende Zahlenwerte:

Milchkoagulierende B i
Proteolytische Wirkung

Wirkung
Koagu- Relative Verdaut Relative
] Quadrat
lations- Ferment- in 10 St. Ferment-
zeit menge mm mm menge
ro, . Filtrat 135" 1
lunderinfus. ) o° 30,25 '
Niederschlag 20" 6,75 ILO 121 4
Filtrat 35"
Kalbsinfus. ) ' 2 8 '
Niederschlag 25" 1.4 7.0 56 11,6

In der Rinderinfusion ist die Proportionalitat beider Wir-
kungen fast erhalten geblieben, in der Kalbsinfusion ist sie in
scharf ausgepragtem MalRe gestort: bei fast gleicher milchkoa-
gulierender Kraft ist der Pepsingehalt des Niederschlags (Ni
um 11 mal groRer als der des Filtrats (F).

XXIV. 200 ccm Kalbsinfusion (1:5 n 20-HCI) wurden in
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gleicher \\ eise wie ira vorhergehenden Versuch in Portionen
von je 100 ccm dialvsiert, der Niederschlag in "."20-HCI.gel6st,
filtriert, von neuem dialysiert, gefallt, wieder in "/«-HCI geldst
und zum drittenmal dialvsiert, gefallt und in einer geringen Menge
" gelést (N). Ein Teil dieser letzteren Lésung wurde ca.
3mal mit n/20-HCI verdinnt (N,).

Alle 3 Filtrate wurden zusammengegossen (ihre Aciditat

betrug ungefahr 0,01 °/oHCI) und bis zu "/ao-HCI angesauert (F):

F (Filtrat) koag. 30" verdaut (12 Std.) ca. 0.1 mm
N (Niederschlag) » 35" j : 12 , ) 6.0 »
N, ( » ) » 65" \ » A2 > ) 3.0 ,

F chien der Proportionalitat noch scharfer ausgepragt als
im vorhergehenden Versuch.

Um in den zu vergleichenden Lo&sungen die Menge der
Salze und anderen Beimengungen auszugleichen, fugten wir zu
dem Filtrat ein gleiches Volumen kurze Zeit gekochten Nieder-
schlags (N~ 1y und zu N, ein gleiches Volumen gekochtes F
hinzu:

F (+ gekocht. N,) koag. 55" | verdaut (24 Std.) 0-0,1 mm
N (+ » F) » 180" | » (24 » ) 6.0 »

Das Fehlen der Proportionalitat ist ebenso stark in die
Augen springend: folglich ist eine Erklarung desselben durch
den EinfluR von Salzen oder anderen Beimengungen ausge-
schlossen.

XXV. Kalbsinfusion 1:10 n*o-HCIl. Die Dialyse wurde im
Kisschrank (bei 80 C), im Ubrigen aber wie bisher ausgefihrt;
Aciditdt des Filtrats ca. 0,004°/o HCI. Die Zentrifugenflasche
mit dem getriibten Schlauchinhalt wurde nicht in Eis, sondern
in den Eisschrank bei einer Temperatur von ca. 8° C. gestellt.
Filtrat bis zu n/20-HCI angeséuert (F): Niederschlag in n/20-HCI
gelost (N). F und N durch Versetzen mit n>0-HCI auf die
gleiche Koagulationszeit (gegen 30™) gebracht; zu F ein gleiches
Volumen gekochten N zugesetzt und umgekehrt:

) Die stdrkere Losung des Niederschlags N wurde zufélligerweise

«insgegossen, so daB fur die Ubrigen Versuche die Losung N, benutzt
wurde.

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 20
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F (-f gekocht. N). . . koag. 50" |  verdaut (18 Stunden) 0—0.1 mm
NG-- » F ... v 58" » (18 » ) 50
Kontrollportion (nicht

dialysierte Infusion) » 10" » (18 y ) 6<;

Diese Versuche beweisen, daf} die Fermente (Pepsin
und Chymosin) der Kalbsinfusion durch eine unter ge-
wissen Bedingungen erfolgte Dialyse mit nachfolgen-
der Abkuhlung und Zentrifugierung getrennt werden
kdnnen, wobei fast die ganze proteolytische Kraft in den
Niederschlag Ubergeht, wéahrend ein betrachtlicher Teil der
milchkoagulierenden Kraft in der Loésung (im Filtrat) bleibt.

Um eine bestimmtere Vorstellung von der quantitativen
Verteilung beider Fermente zwischen Niederschlag und Filtrat
zu erhalten, wurde folgender Versuch (XXVI) angestellt, in
welchem der aus einem bestimmten Volumen Infusion erhaltene
Niederschlag einmal in dem gleichen Volumen n 20-HCI und
ein anderes Mal in dem gleichen Volumen bis zu 'Vso-HCi
angesauerten gekochten Filtrats gel6st wurde. In Anbetracht
dessen, dal die Dialyse an und fir sich die Infusion nicht
nur von der HCI, sondern auch von den Salzen und anderen
leicht diffundierenden Stoffen befreit, die die fermentativen Wir-
kungen beeinflussen konnen, wurden die Losungen der oben-
erwahnten 2 Niederschldge sowohl mit der urspringlichen, als
auch mit der dialvsierten und von neuem bis zu n/20-HCI an-
gesauerten Infusion verglichen.

XXVI. 100ccm einer Kalbsinfusion (1:30 n'20-HCI) wurden
bei 10ft C. nach der angegebenen Methode gegen 20+20 Volumen
H*0 dialysiert; nach 24-1-24 St. wurde die Flussigkeit tribe
bei einer Aciditdt von 0,004°/o HCI: ein Teil der dialysierten
Infusion wurde bis zu n.20-HCI angesauert, wonach die Flussig-
keit ganz klar wurde (2); der Rest der dialysierten Infusion
wurde in 2 gleiche Portionen von je 40 ccm geteilt, letztere
in 2 Zentrifugenzylinder gegossen und nach 5stédndiger Ab-
kiihlung bei O0° zentrifugiert. Die Niederschlage setzten sich
als grauweiBe schleimige Schicht am Boden des Zentrifugen-
zylinders ab. Die Flissigkeiten wurden abgegossen, filtriert und
bis aufn 20-HCI angesduert (3). Der Niederschlag aus dem einen
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Zylinder wurde in 40 ccm n,'se<>-HCl (4), der aus dem anderen
stammende in 40 ccm gekochten und abgekihlten angestiuerten
Filtrats gelost (5). Die Bestimmung der proteolytischen und
milchkoagulierenden Kraft der unsprunglichen Infusion (1) und
der 4 aus ihr erhaltenen Lésungen ergab die folgenden Werte:

ill Ursprungl. Infusion koag. < 10" verdaut (12 Stund.) 41 mm
(2» Dialysierte  » ) 10" > (12 » ) 40 >
iHi Filtrat............... 20" v (122 » )01-02 ¢
(4) Niederschlag in

Il io-HCI geldst » d2" » o (12 ) 40
i"i Niederschlag in ge-

kocht. Filtratgelést »  HO" » o (12 ) as >

Die Vergleichung dieser GroRRenwerte zeigt, dal ungefahr
die Halfte des Chymosins in der Losung (im Filtrat) zurtick-
bleibt (Vergleich von 1 und 2 mit 3), wahrend fast das gesamte
Pepsin geféllt wird (Vergleich von 1 und 2 mit 4 und 5). Bei
dieser Trennungsmethode bewahrt jedes der beiden Fer-
mente die ihm eigene Wirkungsweise in vollem Um-
fange, weshalb hier nicht die Rede davon sein kann, dal} die
milchkoagulierende Kraft des Filtrats vom Pepsin abhéngt, dessen
eiweildverdauende Wirkung sich aus irgend einem Grunde nicht be-
tatigen kann, ein Einwand, der von Pawlow und Parastschuk
und anderen Unitariern gegen die Methoden von Hammarsten
und Glaessner erhoben wurde.

Wenn bei einer solchen Bearbeitung der Kalbsinfusion im
Filtrat das Chymosin zurtickbleibt, in den Niederschlag aber das
Pepsin Ubergeht, so missen zwischen der milchkoagulierenden
Wirkung des Filtrats und der Lésung des Niederschlags ceteris
paribus die gleichen qualitativen Unterschiede bestehen, wie
zwischen dem Chymosin und Parachymosin (Pepsin), und zwar
ein verschiedenes Verhalten langdauerndem Erwérmen im Brut-
schrank, sowie der Neutralisation, HCI und demCaCl2 gegentiber.

XXVIL Einwirkung der Erwdrmung im Brut-
schrank bei 40° C. Die Losungen aus Versuch XXIV wurden
benutzt, nur verdinnten wir Nt der geringen vorhandenen Menge
wegen noch mit n/20-HCI:
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Filtrat i
. Niederschlag
Mdchkoagulierende Proteo- i
(ler Wirkling lytische Protgolytlsche
Krwar Wirkung Wirkung
tilling  Koagu-  Relative ﬂ:;m?n Koagu- Relative Verd. Qua- dat.
in std  lations- Ferment- yer. lations- Ferment- 1¢'5; . §2F Féh:.
zeit menge dauungi  zeit menge .\ hun menge
0 85" 154.0 25" | 56 80 90 202
« 92" 50 N 501 28 oo 1,09
IS 18= 780" 69 schwach 5! 187 27 70 16
50 90"=5100" 1.0 w 1,0 21 44 10

graphisch ausdrticken, so er-

vii*v »im ui uci uda oilmen cier
milchkoagulierenden Wirkung noch scharfer ausgeprégt ist als

in der Kalbsinfusionskurve zu Tabelle X (Fig. 2). Umgekehrt
ergibt die Lésung des Niederschlags ein schwaches Fallen dieser
Wirkung, das sich der Kurve der Rinderinfusion (Fig. 1 zu
‘lab. VIII) n&hert; ein vollkommener Parallelismus im Sinken
beider \\ irkungen des Niederschlags wird jedoch nicht beob-
achtet, was wahrscheinlich durch im letzteren zurtickgebliebene
Chymosinreste bedingt ist.

XX\ 1. Einflul? von HCI, Neutralisation und CaCl2.
*00 ccm Kalbsinfusion (1 : 10 n,20-HCI) wurden in Portionen
von je 100 ccm gegen 20 Volumina destilliertes Wasser dialy-
siert. Nach 24 Stunden wurde das Wasser gewechselt und
nach weiteren 24 Stunden die stark getribten Schlauchinhalte
(Aciditat gegen 0,005°/0 IIC1) in Zentrilugenzylinder gegossen;
nach 12stdndigem Stehen in schmelzendem Eise und Zentri-
iugieren erhadlt man vollkommen klare FlUssigkeiten Uber grau-
weillen schleimigen Niederschldgen. Dieselben wurden dekan-
tiert, filtriert und bis zu n 20-HCI angeséuert (F,). Die Nieder-
schlage wurden in 100 ccm "/20-HCI geltost (N,). Beide LO-
sungen (bj und N,) wiesen eine sehr grof3e milchkoagulierende
Kraft (10“) und keinen deutlichen Unterschied in ihrem Ver-
halten zu CaCl2 und zur Neutralisation auf; das lieR sich da-
durch erklaren, daR dank dem grolRen Chymosingehalt der
Infusion ein betrachtlicher Teil desselben vom Niederschlag
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mitgerissen wurde und die Pepsin- (Parachymosin-) Wirkung
(in Nj maskierte. Zur Entfernung des Chymosins wurde die
Losung des Niederschlags (N,) einer 2. Dialyse unterworfen, der
nach der Fallung erhaltene Niederschlag in 50 ccm " »0-HCI ge-
I6st (Nf), zum drittenmal dialysiert und der nun erhaltene
Niederschlag, der sich nur noch in geringer Menge bildete, in
15 ccm n 20-1IC1 geldst (N3). Diese letzte Losung zeigte .jetzt
beim Vergleich mit dem stark verdunnten Filtrat (F,) deutlich
die Eigenschaften des Parachymosins:

Milch Saure Ferment- T !

| [6sung | N,
5CCM..iiiiice, e 0,0 8 | 1P.
5 » mit 0,05°% CacCl,f- 0,5 120" ho"
5 » » 01°0 -]

0,5 04" 33",

Zum Ausgleich der Quantitaten der Beimengungen wurde
Fi mit einem gleich groflen Volumen von gekochtem Nt ge-
mischt und umgekehrt; FI (+ gek. N3) verdaut in 24 Stundend:
N3 (+ gek. F,) — 4 mm.

Die Zeiten der Milchkoagulation bei Zusatz von 0,5 ccm

saurer Fermentldsung zu 5 ccm Milch, zu der n20-1ICI, oder
CaCl2, oder nlio-NaOH hinzugeliigt worden, sind auf der unten-

stehenden Tabelle vermerkt:

Milch F%g{]%gt- Koagulationszeil
ccm Filtrat (Ft) jNiederschlag (N,

SCCMuiiiin . 4- 0,5 19,0' > 350"
5 4- 1,0 45' 4.25'
5 » -f-0,25 ccm n/.0-NaOH 4- 05 m* > 0 SM.
5 » +05 » ) 4- 1,0 3sv >5
5 » 4~10 » nlo-HCl 4. 05 - i 6'
0 » mit 02°%% CaCll 4. 0.5 2.5/ = 150" 4"
5 » 025°% > 4- 0,5 2 120": 1" = 60"

Der Unterschied zwischen der milchkoagulierenden Wirkung
des Filtrats (Ft) und des Niederschlags (N3) tritt vollkommen
deutlich hervor, folglich ist im Filtrat Chymosin, im Nieder-
schlag (Nj) Pepsin (resp. Parachymosin) vorhanden. Diese
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Resultate widersprechen den gegen die Bangschen Unter-
suchungen gerichteten Erklarungen Gewins. Der letztere hat
seine Versuche mit nach P ekel haring hergestellten Préparaten
angestellt, d. h. er digerierte die Magenschleimhaut 5 Tage lang
mit 0,5% HCI, dialvsierte sodann gegen strémendes Leitungs-
wasser und untersuchte die erhaltenen Niederschldge. Unge-
achtet einer solchen Bearbeitung blieb ein Teil des Chymosins
olienbar unzerstort, weil die Praparate von Kalbsmagen im
Vergleich mit denen von Schweinemagen immerhin einen quali-
tativen Unterschied in der milchkoagulierenden Wirkung auf-
weisen. Gewiti richtete sein Augenmerk auf das Vorhanden-
sein einer schleimigen Substanz in der Kalbsinfusion, die bei
der Dialyse zusammen mit dem Ferment geféllt wurde. Diese
Substanz schiitzt nach Gewins Meinung das Ferment gegen
die Wirkung von Alkalien und verleiht Uberhaupt vom Stand-
punkt der Identitatstheorie dem Pepsin des Kalbsmagens den
Charakter des Chymosins. In meinen Versuchen befand sich,
worauf ich wiederholt hingewiesen habe, die schleimige Sub-
stanz gerade im Niederschlag, der dessenungeachtet die Eigen-
schaften des Parachymosins aufwies, wahrend die nach Aus-
scheidung des Niederschlags erhaltene Losung (Filtrat™ die des
Chymosins zeigte, so daB die Gewinsche Erklarung hier-
durch widerlegt wird.

Bei dem von mir benutzten Verfahren erhdlt man im
Grunde genommen eine unvollstandige Trennung der Fermente ;
der Niederschlag enthélt noch eine betrachtliche Menge Chy-
mosin; obwohl das Filtrat gekochtes Huhnereiweill nicht ver-
daut, so besitzt es immerhin eine schwache proteolytische
Wirkung, die stets mit Hilfe von Fibrin oder Fibrinkarmin
nachgewiesen werden kann. Durch wiederholtes Bearbeiten
des Niederschlags nach derselben Methode 4Rt sich augen-
scheinlich vollkommen chymosinfreies Pepsin erhalten. Was
nun das Filtrat anlangt, so ist es mir bis jetzt nicht gelungen,
aufzuklaren, ob seine proteolytische Wirkung eine untrennbare
Eigenschaft des Chymosins ausmacht, oder ob sie von in der
Losung zuruckgebliebenen Pepsinresten herriihrt.  Ich stelle
gegenwartig Versuche in dieser Richtung an.
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Das Gelingen des Versuchs, d. h. eine mehr oder minder
vollstdndige Trennung der Fermente hangt von der Beobachtung
verschiedener geringfligiger Bedingungen ab, unter denen es mir
gelungen ist, die folgenden zu vermerken:

1. Bei der Dialyse starker Infusionen (1 : 10 — 1 : 30)
erfolgt die vollstandigste Fallung des Pepsins und die Filtrate
zeigen bei groRer milchkoagulierender Kraft eine sehr schwache
proteolytische Wirkung; dagegen enthalt der Niederschlag neben
dem Pepsin betrachtliche Chymosinraengen; aus schwacheren
Infusionen féllt reineres Pepsin aus, seine Fallung ist jedoch
weniger vollstandig und ein bedeutender Teil desselben wird
in der Losung (Filtrat) festgehalten.

2. Die beste Temperatur fur die Dialyse ist 8—12° C. (Eis-
schrank): bei hoheren Temperaturen wird im Filtrat mehr
Pepsin festgehalten.

3. Die Verwendung des Toluols ist nicht gunstig, da das-
selbe bisweilen den Flocken des ausfallenden Niederschlags
anhaftet, die, anstatt sich am Boden abzusetzen, an die Ober-
flache kommen; bei der Dialyse benutzt man besser Thymol.

4. Die Féllung des Niederschlags erfolgt bei einem Gehalt
von 0,01 °/0 HCI und weniger, am besten aber, bei 0,005 bis
0. 004 °/o HCI.

5. Fur die Vollstandigkeit der Fallung ist, wie es scheint,
der Wechsel des Wassers von wesentlicher Bedeutung: die
Dialyse gegen 40 Volumina destilliertes Wasser im Laufe von
1, 2 und mehr Tagen ergibt viel schlechtere Resultate als die
Dialyse gegen 20 Volumina Wasser, das nach 24 Stunden ge-
wechselt wird.

6. Bei der Dialyse gegen flielendes gewohnliches Wasser-
leitungswasser gelingt die Trennung der Fermente nicht.

7. Die Dialyse von 3 Tage bei 40° C. erwarmter Infusion
ergab keine Trennung.

Das beschriebene Verfahren unterscheidet sich von. dem
ihm am né&chsten stehenden von Nencki und Sieber durch
folgende Eigentiimlichkeiten:

a) Die vollstandigste Pepsinféallung erfolgt bei 0,01—0,005t ¢
HCI und nicht bei 0,02 °/o HCI, wie das die genannten Autoren
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am Magensaft des Hundes und Pekelharing an digerierten
Mageninfusionen von verschiedenen Tierenl) beobachtet haben.
b) Der Niederschlag hat einen deutlichen Schleimcharakter.
c) Das Pepsin wird vollkommen oder fast vollkommen
(so z. B. in Vers. XXVI) geféallt, wahrend bei Nencki und
Sieber nicht mehr als 4,a des gesamten Pepsins gefallt wurden

Diese Besonderheiten kénnen mit grof3er Wahrscheinlich-
keit dadurch erklart werden, daf in der Infusion Mucin ent-
halten ist, das bei 0,18°/0 HCI in Ldsung bleibt und bei der
Dialyse infolge der verringerten Aciditat und der Abnahme der
Salzmengen aus derselben gefallt wird;2) die Fallungen von
Mucin reiBen die Pepsinreste und einen Teil des Chymosins
mit und verleihen dem Niederschlag den erwahnten schleimigen
Charakter. Unmittelbar durch den Versuch wurde gezeigt, dal3
die Losung des Niederschlags in verdunnter NaOH durch Essig-
saure getrubt wird, und daB sich diese Triibung im UberschuR
derselben nicht 16st.

Trennung des Pepsins und Chymosins in kauflichen
Labpraparaten.
XXIX. Labpulver Grubler. I°/oige Ldsung in n*o-HCl koagu-
liert in 30" wverdaut (12 Stunden) 2,0 mm.
Nach Dialyse und Fallung:
Filtral * « « 2 koagul. 50-45", verdaut (12 Std.) 0 mm
Niederschlag (in ‘/s des gekochten Filtrats geldst)
koagul. 65—80", ¥ (12 » ) 5.0 »
XXX. Labpulver Kahlbaum. [°/oige Lésung in n/io-HCI.
Nach Dialyse und Féllung:

................................................ koagul. 175"
Niederschlag in n/*o-HCI gelést. . » 178"

") Zum Vergleich habe ich einen Versuch mit dem natirlichen
Magensaft von Hunden unternommen. Bereits nach 24stindiger Dialyse
gegen 20 Volumina destilliertes Wasser erhielt man eine reichliche
Tribung, die nach Abkuhlung und Zentrifugierung einen Niederschlau
ergab. Der Vergleich des Filtrats mit der Losung des Niederschlags
zeigte, dal3 bei der Dialyse des Hundemagensafts die proteolytische und
milchkoagulierende Wirkung proportional zwischen Filtrat und Nieder-
schlag verteilt waren.

*) Die Gewinnung des Mucins aus den Submaxillardriisen nach
dein Verfahren von Hammarsten (Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 177 u.ff)
erfolgt unter sehr ahnlichen Bedingungen.
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Filtrat -f gekochter Niederschlag . koagul. 5', verdaut 112 Stil.» O mm
Niederschlag-f gekochtes Filtrat . » 5'V. » \12 » ) 10>
In beiden Fallen erhielt man eine deutliche Trennung

B. Trennung durch Extrahierung mit HCI von
verschiedener Konzentration.

Die oben beschriebenen Versuche mit der Trennung des
Pepsins und Chymosins vermittelst der Dialyse haben gezeigt,
dal} sich das Pepsin vom Chymosin durch eine geringere L06s-
barkeit in sehr schwacher HCI unterscheidet: daher war zu
erwarten, dal3 die Trennung auch unter anderen Bedingungen
gelingen wiirde, so z. B. bei der Neutralisation saurer Infusionen,
bei entsprechender Ansduerung neutraler Infusionen und bei
Extrahierung der Schleimhaut in der Kalte mit sehr schwacher
HCI. Die Mehrzahl der in dieser Richtung angestellten VVersuche
ergab negative Resultate mit Ausnahme der letztgenannten
Modifikation, bei der eine vollkommen bestimmte Stoérung der
Proportionalitat beider Wirkungen erhalten wihle.

XXXI. 20 g abgeschabte Kalbsmagenschleimhaut wirden
in der Reibschale mit 20 ccm n,20-HCI gemengt und in 2 gleiche
Portionen A und B geteilt. Zu A wurden 90 ccm destilliertes
Wasser, zu B 90 ccm n 20-HCI hinzugefiigt und folglich Infu-
sionen mit n>200 (A) und " 20-HCI (B) erhalten. Beide Portionen
wurden in den Eisschrank gestellt, nach 24 Stunden filtriert,
A bis zu n/20-HCI angeséauert, beide Portionen durchVerdinnung
mit n,20-HCI auf die gleiche Milchkoagulationszeit gebracht, zu
A ein gleiches Volumen von gekochtem B hinzugesetzt' und
umgekehrt.

A (n/»00) -}- gekocht. B koag. 62" | verdaut (20 Stunden) < 1.0 mm
B (nftu) -j- » A > 65" » (20 » ) 25 »

XXXII. 30 g abgeschabte Kalbsmagenschleimhaut wurden
mit 30 ccm n/20-HCI gemischt, 270 ccm Wasser hinzugesetzt
und das Gemisch bei 8° C. stehen gelassen. Nach 24 Stunden
wurde die Infusion filtriert, das Filtrat bis zu n/do-HCI ange-
sauert (A). Der Filterrickstand (d. h. die bereits mit »WHCI
extrahierte Schleimhaut) wurde nun nochmals mit 300 ccm
n/20-HCI extrahiert und nach 24 Stunden filtriert (Bj. Beide
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Infusionen wurden durch Verdinnung mit «/go-HCI auf die gleiche
rnilehkoagulierende Kraft gebracht.
A -f- gekocht. Fi koag. 105" , verdaut (20 Stunden) 0 mm
B ~I » A > 105" ‘ > (2) > )1 o
Diese beiden Versuche zeigen, daR beim Extrahieren mit
"2 -HCIl hauptsidchlich Chymosin in Losung geht, wahrend
beim Extrahieren mit 1120-HCI beide Fermente in die Infusion
ubergehen. Analoge, jedoch weniger scharf ausgepragte Resultate
ergibt die Extrahierung zuerst mit Wasser und dann mit » 20-HCI.

Ahnliche Versuche wurden mit Labpraparaten angestellt.

XXXII. 1,0 g Kahlbaumsches Labpulver wurde 7* Stunde bei
1°° ¢ "nt :)0 ccm Wasser extrahiert, filtriert und bis zu n/w-HCI (A)
angesauert, der Ruckstand mit ;>0 ccm n/*0-HGI wéhrend °/* Stunde
extrahiert und filtriert (Bj; A wurde mit n'l0-HCI verdiinnt.

A -f gekocht. B koagul. 95" | verdaut (14 Stunden) 1.0 mm
R-f 3 A 420" ! » (14 » )18 »

XXXIV. 2 Losungen von Gr tibler schem Labpulver in n/too-HCI iA)
und in »au-1ICI (B):

A -f- gekocht. B koagul. 50" . verdaut (80 Stunden) 4.0 mm
B J A » 210" | » (30 » )80 »

In beiden Féllen erhielt man eine deutliche Trennung.

IV. Versuche an natirlichem Kalbsmagensaft.

Die zuvorkommende Liebenswiirdigkeit und langjahrige
Erfahrung meines geehrten Kollegen, des Herrn Privatdozenten
|. Delgowski, ermoglichten es mir, meine Versuche am natir-
lichen Magensaft eines von ihm operierten Kalbes nachzuprifen.

Die Operation, die in der Bildung eines isolierten kleinen
Magens nach Pawlow bestand, wurde am 19./XIl. 1909 an
einem 9tdgigen Kalbe ausgefihrt. Das Kalb lebte 3 Monate
im Laboratorium; die Sektion zeigte, dal der kleine Magen
(Lange 7 cm, Querdurchmesser 2,25 cm) aus dem Fundusteil
des Abomasus herausgeschnitten war. Die Schleimhaut des
letzteren und die des kleinen Magens sind dem Aussehen nach
vollig gleichartig und gaben gleichwirkende Infusionen; die
Sondenuntersuchung und die Probe mit dem Wassereinlauf
zeigten, daR zwischen Abomasus und kleinem Magen Kkeine
\ erbindung bestand. Uber die Einzelheiten der Operation,
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die, soweit mir bekannt, am Kalbe zum erstenmal ausgefihrt
wurde, ebenso wie Uber die Beobachtungen des Ganges der
Magenverdauung bei einem Wiederk&uer, wird Herr Privat-
dozent Belgowski seinerzeit selbst Mitteilung machen, ich
aber will mich mit der Darlegung der von mir mit dem Magen-
saft dieses Kalbes angestellten Versuche, die unmittelbar auf
die trage vom Enthaltensein von Chymosin im Kalbsmagen
Bezug haben, begniigen.

Am 5. lage nach der Operation Milchnahrung. Es wurden
mehrere Kubikzentimeter triibe neutrale Flissigkeit erhalten,
die nach dem Ansduern proteolytische und milchkoagulierende
Wirkung zeigte.

Am 6. tage gelang es, 10—15 ccm Klaren, in geringer An-
zahl braunliche Hocken enthaltenden, sauren Saft zu sammeln.
Gunzburgsehe Reaktion positiv. Freie HCI 30°) (= 0,11 °/0),
Gesamtaciditat 40~ 1 ccm Saft koaguliert 10 ccm Milch bei
40f C. in 28—30*

Beginnend mit dem 7. Tage wurde der Saft nach der
Milchfutterung gesammelt und im Laufe des Tages konnte
man bis zu 50—100 ccm davon erhalten; die Sauremenge
nahm im Laufe des ersten Monats zu. Die freie HCl schwankte
von 40 85 und (Imal) sogar bis 108, die Gesamtaciditat von
50—95 und 113. Deutliche Veranderungen der proteolytischen
und milchkoagulierenden Kraft konnten wahrend der Beob-
achtungszeit (1 Monat) nicht vermerkt werden.

XXXV. Einflul der Erwarmung im Brutschrank.
Der am 8. Tage nach der Operation gesammelte Saft hatte
eine Gesamtaciditat von 50; freie HCI 40; 10 ccm Milch bei
40° C. werden koaguliert: von 1 ccm sauren Saftes in 20“
von 1 ccm mit NaOH neutralisierten Saftes in 105, von 1 ccm
mit CaCO03 neutralisierten Saftes in 35

) Als Indikator fur die Bestimmung der freien HCI diente in der
Regel Dimethylamidoazobcnzol, mitunter das Gunzburgsehe Reagens,
zur Bestimmung der Gesamtaciditat Phenolphthalein. Die Aciditat ist
uberall durch die Anzahl von Kubikzentimetern n/io-XaOH ausgedriickt,
die zur Neutralisation von 100 ccm Saft nétig sind : zur Berechnung des
HCI-Prozents ist der erhaltene Aciditatswert mit 0,00365 zu multiplizieren.
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Erwarmt 0 Stunden koag. 20" verdaut in 12 Stunden 3.0 mm
» 24 * » 80" » y 12 » 30 »
48 » » 185" | » y 12 » 30" »

In Anbetracht dessen, daR bei der Verdauung nicht scharf
ausgepragte EiweiRgrenzen im Mettsehen Rohrchen erhalten
wurden, konnte man an die Gegenwart von hemmenden Sub-
stanzen im Saft denken; deshalb wurde der Versuch mit dem-
selben Saft in 5facher Verdunnung mit n™o-HCl wiederholt.

Erwatiut 0 Stunden koag. 90" verdaut (12 Stunden) 2.0 mm
» 24 » » 180" » (12 » ) 210 »
»48 » » 480" » (12 > > 10,
y 00 » > 1080" « (12 » ) 14
Bei der Erwdrmung wurden die gleichen Resultate er-
halten wie fur die Kalbsrnageninfusion — rasches Sinken der

milchkoagulierenden Kraft bei verhéltnismaRig langsamem Fallen
der eiweiBverdauenden. Ebensolche Versuche mit den gleichen
Resultaten wurden mehreremal mit Saften wiederholt, die 2
und 3 Wochen nach der Operation erhalten wurden. Bei der
graphischen Darstellung der Ergebnisse erhielt ich Kurven,
die denen ahnlich waren, die flr die Kalbsinfusionen erhalten
worden waren, obwohl das Sinken der milchkoagulierenden
Kraft im naturlichen Safte weniger scharf ausgepragt war.

Versuche mit der Trennung der Fermente durch die
Dialyse.

XXXVI. Der gleiche Saft wie in Versuch XXXV; 40 ccm

wurden nach der beschriebenen Methode bei 12—150 C. dialvsiert:

Filtrat koag. 47-41" | verdaut (12 Stunden) 0,1 mm
Niederschlag » 50—47" f » (12 » )35 »

XXXVII. Ein anderer Saft (Gemisch von Saften einiger
Tage) .

Filtrat koagul. 90" ] verdaut (12 Stunden) 2,0 mm
Niederschlag * 90" j » (12 > ) 5%
XXXVIII. Saft von einigen Tagen. Gesamtaciditat 50:
Magensaft koag. 30" verdaut (12 Stunden) 2.0 mm
»  dialys. u. anges. » o 3BY Lo (12 » )70 »
™y » 90™; (12 oy )20

Niederschi, in gek. Filtrat geh » 80" » (12 » )0 o
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XXXIX. Einflull von HCI, NaOH, CaCl2 Saft von
einigen Tagen (19.—21. 1.). Gesamtaciditdt 64 (0,2°/0 HCI)*
nach der Dialyse Aciditat 0,006®/0 HCI. Filtrat und L6ésung des
Niederschlags mit "iVHCI verdiunnt:

Hitrat koag. 165", Niederschlag koag. 1SO".

Gemische hergestellt: Filtrat + gleiches Volumen ge-
kochter Niederschlag (verd. in 14 St. ca. 0,5 mm) und umge-
kehrt: Niederschlagslésung mit gekochtem Filtrat (verd. in
14 St. 3,6 mm); die erhaltenen Ldsungen hinsichtlich des Ein-
ilusses von HCI, Neutralisation und CaCl* untersucht:

Koagulationszeit

Milch Fermentlosung
ccm Filtrat  Niederschlijg
D5 CCML.cciiiiiiiiiie, + 05 5,5/ 8"
6 » —+05ccm nfio-Hfll  -f- 0.5 110" 78"
5 » +0.2 » nio-NaOH + 0,5 12' > 60"
5 » mit 0,05°/0 CaCl, . . + 05 100" 60"
5 » » 01° »oooL L+ 0,5 65" 41"
$ » » 015°% » ..+ 0.5 40" 20"

Das lillrat zeigt die Eigenschaften des Chymosins, der
Niederschlag die des Pepsins (Parachymosins). Somit ist es
uns gelungen, die an den Infusionen erhaltenen Ergebnisse am
natiirlichen Magensaft zu bestatigen, und zwar zeigte sich, daf3
bei Erwarmung im Brutschrank das Chymosin friher zerstort
wird als das Pepsin und dafl beide Fermente mit Hilfe der
Dialyse getrennt werden konnen.

SchlieBlich mdchte ich hier noch die Schluf3folgerungen
von van Dam bertcksichtigen, dessen letzte Arbeit zu einer
Zeit erschien, als die meinige fast schon beendet war. In dieser
Arbeit tritt van Dam als Anhédnger der ldentitatstheorie auf.
Gleich den anderen Unitariern identifiziert er die milchkoagu-
lierende Wirkung des Schweinsenzyms mit der der Kalbsmagen-
mfusion, — d. h. er indentifiziert von unserem Standpunkt aus
das Parachymosin mit dem Chymosin — und stltzt seine Haupt-
beweise auf Versuche mit Schweinsenzym. Auf Grund der oben-

‘) van Dam, Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 316.
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erwahnten Erwagungen sind nun aber an erwachsenen Tieren
unbestellte Versuche in der Frage von der selbstandigen Exi-
stenz des Chymosins nicht als beweiskraftig zu betrachten, wes-
halb ich hier nur diejenigen Versuche des genannten Forschers
besprechen werde, die die Kalbsinfusion betreffen.

van Dam fand, daB sich in der Kalbsinfusion die F&hig-
keit, Paracaseinkalk bei fast neutraler Reaktion (Methodik nach
van Dam'ii zu verdauen, parallel ihrer milchkoagulierenden
Fahigkeit &ndert. Diese Tatsache, die unsere Kenntnis der
Eigenschaften des Chymosins erweitert, widerspricht nicht im
geringsten der dualistischen Anschauung: wenn das Chymosin
imstande ist, spezifisch auf das Casein einzuwirken und es zur
Gerinnung zu bringen, so ist es nicht unmdglich, dafl diese
spezifische Wirkung nicht auf das Stadium der Paracaseinbil-
dung beschrankt bleibt, sondern weitergeht.

Er hat ferner gezeigt, dal3, wenn man die Gerinnungsver-
suche nicht bei Korpertemperatur, sondern bei 250 C. und
weniger anstellt, sich der Unterschied zwischen der milchkoa-
gulierenden Kraft der im Brutschrank erwarmten und der der
nicht erwarmten Kalbsinfusion als geringer erweist, so daR bei
dieser Bedingung (25° C.) bis zu einem gewissen Grade ein
Parallelismus zwischen milchkoagulierender und proteolytischer
Wirkung in die Erscheinung treten kann, dessen Ausfall in den
bei Korpertemperatur angestellten Versuchen scharf in die Au-
gen springt. Die gleiche Einwirkung der Gerinnungstemperatur
habe auch ich in meinen (in der gegenwartigen Arbeit nicht
aufgefiihrten) Versuchen beobachtet, z. B.:

Kalbsinfusion...................... koag. bei 40° in 10" bei 25° in 2" verd, 5 mm
» 21 Std. erwarmt »  * 40°* 30" » 25° » 5'» 41 »
* 00 » * ¥ % 40°» 120", > 25° » 7 * 320
Naturl. Kalbsmagensaft (Acid. 80)  koag. bei 40° in 25" bei 25° in 45’
» * 72 Std. erwdrmt »  » 40° »360" » 25° » 7,5

In der Kalbsinfusion erweist sic*h die milchkoagulierende
Kraft bei 40° um 12mal vermindert, bei 25° um 3,5 mal:
im Kalbsmagensaft bei 40° um 14 mal, bei 25° um weni-
ger als 2 mal. Wenn wir die Resultate dieser Versuche gra-

M van Dam, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 147.
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phisch wiedergeben wollten (vgl. Fig. 1 und 2), so ergabe sieh,
dal} die bei 40° erhaltene Gerinnungskurve sieh bei 25° streeken
und der Kurve der proteolytischen Wirkung nahern wirde.

Diese Erscheinung beweist durchaus nicht die Identitat
des Pepsins und Chymosins, sie betont im Gegenteil noch ein-
mal die verschiedenen Eigenschaften dieser Fermente.

Das Pepsin unterscheidet sich, wie bereits bemerkt wor-
den (Vers. XIX), unter anderem dadurch vom Chymosin, daf}
es bei verhaltnismaRig geringfligigen Verdlnnungen vom Zeit-
gesetz abweicht: es folgt aber, was schon vor 2 Jahren Gerberl)
gezeigt hat und jetzt von van Dam bestatigt wird, diesem Ge-
setz in groRerer Anndherung, wenn man die Gerinnungsver-
suche hei einer Temperatur von weniger als 30° C. ausfihrt.
Daher kann das Pepsin der Kalbsinfusion, in der es in ge-
ringer Menge enthalten zu sein pflegt, nach Zerstérung des
Chymosins seine milchkoagulierende Wirkung besser bei 25°
entfalten, als bei 40°, und die milchkoagulierende Kraft der
erwarmten Portionen wird verhadltnismél3ig erhoht. Eine ana-
loge Erscheinung erhélt man, wenn man die die milchkoa-
gulierende \\ irkung des Pepsins beschleunigenden Pedingungen
auf anderem Wege, indem man z. B. der Milch CaCl2 zusetzt,
schafft, den Versuch aber bei 40° durchfihrt:

1. Kalbsinfusion . . . koag. in 10! Milch mit 0,15°/« CaCl, — momentan
2- » 24 St.erw. » - 80" ! * » 0,15°% » 8"
3. » 48 » » »  » 250" | » * 0,15°0 » 15"

Die milchkoagulierende Kraft der 3. Portion ist ohne Zu-
satz von CaCl2 8 mal und bei Zusatz desselben nur 2 mal ge-
ringer als die der 2. Portion.

Ein anderer Grund der Streckung der Gerinnungskurve
liegt, wie es scheint, in der groReren Empfindlichkeit des Chy-
mosins der Herabsetzung der Gerinnungstemperatur gegenuber:

Kalbsinfusion koag. bei 40) in 4' bei 28° in 12
Rinderinfusion » * 40u » 8' »28°» 175

Beim Herabsetzen der Temperatur von 40° auf 28! koa-
guliert die Kalbsinfusion (Chymosin) um 3 mal, die Rinderin-
fusion um 2 mal langsamer. Der gleiche Unterschied im Ver-

) Gerber, . R. soc. biol.. Bd. LXIIl, 1907. S. 575.
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halten zur Cerinnungstemperatur ergib feich auch zwischen
Filtrat (Chymosin) und Niederschlag, di™® in einem der Ver-

suche mit der Dialyse von Kalbsinfusftm erhalten worden:

Filtrat (n*o-HCI) koag. bei 45° in 55 bei 40°in 65" bei 26° in *25'
Niederschlag ( » ) > » 45" » B5"j » 40° » 67" » 26° » 11

Somit werden in den bei einer Temperatur von weniger
als 000 angestellten Koagulationsversuchen einerseits gunstige
Bedingungen fir die Pepsinwirkung, anderseits fur die Chy-
mosinwirkung > ungunstige geschaffen, weshalb die Koagula-
tionskurve, die in ihrem Anfangsteil hauptsachlich die Chymo-
sinwirkung, in ihrem Endteil die des Pepsins zum Ausdruck
bringt, sich streckt und eine der Kurve der proteolytischen
I\ irkung mehr parallele Lage einnimmt. Umgekehrt werden
in den bei einer Temperatur von 40° angestellten Versuchen
gunstigere Bedingungen fur die Chymosin- und weniger ginstige
fir die Pepsinwirkung geschaffen, so dal} die erstere scharfer
hervortritt.

SchluRfolgerungen.

Die Indentitatstheorie, welche die von den Verdauungs-
safteil von Hund und Mensch, den Mageninfusionen verschie-
dener erwachsener Saugetiere und anderer Tiere und in meinen
Versuchen — von Bindermageninfusionen hervorgerufenen Koa-
gulationserscheinungen in zufriedenstellender Weise erklart, er-
weist sich jedoch als unzulanglich, wenn es sich um den Magen-
saft von Kalbern handelt.

Man ist gezwungen zuzugeben, dafl im Kalbsmagen aulier
dem stets eine milchkoagulierende Wirkung entfaltenden Pepsin
Chymosin vorhanden ist, dem diejenigen Eigenschaften zukom-
men, die ihm von Hammarsten und den anderen Dualisten
zugeschrieben werden. Die vom kunstlichen oder natir-
lichen Kalbsmagensaft bewirkte Milchkoagulation ist

V) Offenbar wird bei einer Temperatur von weniger als 30° nicht
der Prozell der fermentativen Wirkung des Chymosins selbst, sondern
die (ierinnsclbildung gehemmt, weshalb bei der Morgenrot-Fuldschen
Methode (Vers. XI. Kolonne 3), wo die Bildung der Gerinnsel bei 40"
serfolgt, die hemmende Wirkung der niedrigen Temperatur nicht be-
obachtet wird. (Vgl. Kuld, Hofmeisters Beitr.. Bd. Il. S. 169.)
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als eine komplizierte Erscheinung, als die Summe der
Wirkungen beider Fermente — des Pepsins und des
Chymosins anzusehen: deshalb fuhrt die Beseitigung des
einen von diesen Fermenten nicht zu volliger Vernichtung; ler
milchkoagulierenden Kraft, sondern nur zu der entsprechenden
Verringerung derselben.

Durch Erwarmen von saurem (0,18 — 0,20 HCI) kunst-
lichem oder natUrlichem Kalbsmagensaft im Brutschrank bei
40° C. kann das Chymosin im Laufe von 2—4 Tagen zerstort
werden, wahrend der grufte Teil des Pepsins mit der ihm
eigenen milchkoagulierenden Wirkung diesen Prozel3 Uberdauert:
daher erfolgt bei der Erwarmung wahrend der ersten
Tage ein stark ausgepragtes Sinken der milchkoagu-
lierenden Kraft, nicht aber deren vdllige Vernichtung.

Mit dem Alter des Tieres verschwindet das Chy-
mosin und die Milchkoagulation durch Bindermagen-
infusionen ist offenbar nur durch die Wirkung des
Pepsins allein bedingt.

Vermittelst der Dialyse gegen 20 + 20 Volumina
destilliertes Wasser im Laufe von 24+24 Stunden
mit nachfolgender Abkuhlung bis auf 0° und Zentri-
fugierung (unter Beobachtung der in Vers. XXIIl und weiter
angegebenen Bedingungen) koénnen beide Fermente, des
kUnstlichen und naturlichen Kalbsmagensafts getrennt
werden, ohne dal3 eine Stdérung ihrer Funktionen ein-
tritt: samtliches oder fast samtliches Pepsin wird
gefallt, wahrend ein betrachtlicher Teil des Chymo-
sins in Losung bleibt. (Vers. XXVI.)

Die Trennung der Fermente des Kalbsmagens
lant sich auch teilweise durch Extrahierung der
Schleimhaut zuerst mit Wasser oder sehr schwacher
(nl:>00)-HCI (Chymosin), sodann mit starkerer (n/*0)-HCI
(Pepsin und das noch zurickgebliebene Chymosin)
erreichen.

In den kauflichen Labpréparaten (Griblerund Kahlbaum)
sind gleichfalls Pepsin und Chymosin enthalten, die durch beide
Verfahren trennbar sind.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. 30



Zwischen der milchkoagulierenden Wirkung der
Kalbs- und Hinderinfusion besteht nicht nur ein quan-
titativer, sondern auch ein qualitativer Unterschied:
dieser letztere kommt in einem verschiedenen Ver-
halten zu HCI, Neutralisation und CaCl2? zum Aus-
druck und ist dem von Bang beschriebenen Unter-
schied zwischen dem Chymosin der Kalbsinfusion und
dem Parachymosin der Schweinemageninfusion und
des menschlichen Magensafts vollig analog. Die glei-
chen qualitativen Unterschiede lassen sich auch an
den aus Kalbsmagensaft (vermittelst der beschrie-
benen Methoden) gesondert erhaltenen Fermenten
(Pepsin und Chymosin) feststellen. Dieses verschie-
dene Verhalten zu HCI, NaOH und CaCl2 lai3t sich
nicht durch die Anwesenheit von Beimengungen oder
Uberhaupt durch die Versuchsbedingungen erkléaren,
sondern ist offenbar in der Natur der Fermente selbst
begrindet.

Analoge Versuche, die von mir nach demselben Plane
an den Magenfermenten verschiedener anderer Tiere ausge-
fuhrt wurden, sind noch nicht verdffentlicht. Auf Grund der
bis hierzu erhaltenen Ergebnisse kann ich bereits schlie3en,
dalR ein seinen Eigenschaften nach mit dem Chymosin des
Kalbsmagens identisches oder demselben &uf3erst nahestehendes
milchkoagulierendes Ferment in den Magen nicht nur von neu-
geborenen Wiederkauern — Schaf und Ziege—, sondern
auch von neugeborenen Pferden und Schweinen ent-
halten ist. Hingegen ist es mir bis jetzt nicht gelungen, bei
den erwachsenen S&dugetieren — sowohl der erwahnten Tier-
arten als auch anderer —, wie auch bei anderen Wirbel- und
wirbellosen Tieren irgend welche Anzeichen fur das Vorhan-
densein eines selbstandigen milchkoagulierenden Ferments nach-
zuweisen. Ein solches Resultat erscheint auch vom biologischen
Standpunkt als das am meisten annehmbare: laut der ldenti-
tatstheorie ist die proteolytische Wirkung untrennbar mit der
milchkoagulierenden verbunden ; deshalb gelangt bei allen Pep-
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sin produzierenden Tieren auch eine milchkoagulierende Wir-
kung, die hier eine zuféllige Begleiterscheinung darstellt, zur
Beobachtung: von jungen, sich ausschlieBlich mit Milch néh-
renden Saugetieren wird jedoch ein spezielles milchkoagulieren-
des Ferment produziert, das mit dem zunehmenden Alter ver-
schwindet.

Was nun die Frage von der selbstdndigen Existenz des
anderen Labferments — des Parachymosins Bang — anbelangt,
so habe ich dieselbe in meinen Untersuchungen nicht berihrt.
Es steht zu erwarten, dall diese Frage in verneinendem Sinne
entschieden werden wird — dafir sprechen sowohl das bereits
vorhandene umfangreiche experimentelle Material, als auch all-
gemeinbiologische Erwagungen; somit wird sich die Theorie
der lIdentitat des Pepsins und Chymosins in eine Theorie der
Identitat des Pepsins und Parachymosins verwandeln.

Kiew, 10. 23. VII. 1910.
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