Notiz zur Pepsin-Chymosinfrage.

Von
J. F. B. van Hasselt.

(Der Redaktion zugegangen am 8. November 1910.)

In einer kirzlich erschienenen, sehr interessanten Arbeity
kam W. van Dam zum SchluR, daf kein Grund mehr vor-
liege, zwischen proteolytischem und koagulierendem Enzym im
Magensaft zu unterscheiden. Chymosin und Pepsin seien iden-
tisch; nur den &dufReren Umstdnden zufolge trete bald die eine,
bald die andere Wirkung in den Vordergrund.

Ich mochte mir aber erlauben, einige Beobachtungen be-
kannt zu geben, welche sich nach meiner Ansicht nicht gut
mit dieser Auffassung vereinigen lassen.

Einer der bemerkenswertesten Befunde van Dams war
die Tatsache, daB gereinigte Enzymldsungen (im besonderen
Schweinemagenenzym) auf ganz hervorragende Weise von den
Hydroxvlionen der Milch geschadigt werden, so dal} die bei
Bruttemperatur gefundenen Gerinnungszeiten kein Mal flr das
koagulierende Enzym sind. Diesem Befunde kann ich durch-
aus beipflichten: 4 ccm eines solchen Labs brachten eine be-
stimmte Menge Milch bei 370 in 140 Sekunden zum Gerinnen;
2 ccm hatten Uberhaupt keine Wirkung mehr.

Beim Arbeiten mit durch Salzsdure angesduerter Milch
kann man aber verlaRliche Zahlen bekommen.

Die bendtigte Menge Saure wurde, da die mir zu Gebote
stehende Milch der hiesigen Zentrale oft erhebliche. Schwan-
kungen im Labwerte zeigte, jedesmal festgestellt. Im allge-
meinen war ein Zusatz von 2 ccm n-HGI pro 100 ccm Milch
notig (15 ccm wurden von 1 Tropfen Handelslab, Verdinnung

‘) Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 316.



172 J. F. B. van Hasselt,

1 : 20 in etwa D/2 Minute zur Gerinnung gebracht). Mit diesem
Séurezusatz war offenbar der neutrale Punkt erreicht, denn
selbst bei sehr geringer Vermehrung des Sauregehaltes gerann
die Milch beim Erwarmen auf 37° schon von selbst. Auch
wurde gefunden,l) daR bei diesem S&uregrade der Caseinkalk
schon etwas angegriffen wird, was bei geringeren Sduremengen
noch nicht stattfindet.

Jedenfalls wird der OH-lonengehalt wohl auf ein Minimum
reduziert sein. Die Gerinnung derartig angesduerter Milch ist
zwar weniger genau zu beobachten wie von gewdhnlicher; nach
einiger Ubung war es aber moglich, den Gerinnungspunkt mit
der notigen Scharfe, festzustellen.

Fur die Gerinnungsversuche nahm ich 15 ccm auf 37°
erwarmter Milch, welche mit einigen Tropfen Lablésung ver-
setzt wurden; die verdauende Wirkung wurde nach Mett be-
stimmt. Sowohl fiir die Gerinnungs-, als fur die Verdauungs-
versuche stellte ich so viel wie mdoglich, durch Verdinnung,
Losungen von derselben Enzymwirkung her. Etwaige stérende
Einflisse wurden dadurch reduziert, sodall das Verhéltnis der
Enzymkonzentrationen einfach den Verdinnungen entsprach.

Neutrale Lésungen.

Kalbsmagenextrakt

Schweinemagenextrakt

Enzym-  Gerinnungs- ) Enzym-  Gerinnungs-
menge zeit menge zeit
Tropfen Sekunden t Tropfen Sekunden
1 240 25 4 160 62
120 50 6 110 90
4 60 100 8 80 125
10 60 166

Nach zweimal wiederholter Reinigung durch Fallen mit
Ammoniumsulfat und Dialysieren gegen verdinnte Salzsdure
erhielt ich untenstehende Werte. Da die Enzymlésungen sauer
reagierten, wurde, um den S&uregrad der Milchenzymmischung

) van Dam, Beitrag zur Kenntnis der Labgerinnung. Diese Zeit-
schrift, Bd. LVIII, S. 310.
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konstant zu halten, immer dieselbe Menge Enzymlésung (3 Tropfen
auf 15 ccm Milch) — aber in verschiedenem Verhéltnis mit
HCI verdiinnt — zugegeben.

Saure Ldsungen.

Gereinigtes Kalbsmagenenzym  Gereinigtes Schweinemagenenzym

Verdinnung ~ GerinnuNgszeit o yinnyng  Gerinnungszeit
Sekunden Sekunden
1:60 120 1:40 250
1:50 100 1:30 190
1:40 90 1:20 130
1:30 60 1:10 65

Zum Schlu® lieR ich das Enzym' auf gesauerte Milch
bei 0°C. einwirken, bei welchem Versuch eine etwaige scha-
digende Wirkung also mdglichst ermaRigt wird. Die Losungen
wurden so weit verdinnt, bis die Gerinnungszeit (bei 37°)
dieselbe war (50 Sekunden). Einige dunnwandige Rohrchen, mit
Milch beschickt, wurden nun bei 0° in Eis abgekihlt und da-
nach mit Enzym vermischt. Nach gemessenen Zeiten wurde
die Milchenzymmischung in ein Wasserbad von 37° gebracht
und die Zeit bestimmt, nach welcher Gerinnung eintrat. Als
Vergleichspunkt wurde die sofortige Gerinnung der Milch
beim Eintauchen in das Wasser angenommen. In diesem Falle
also hatte die Enzymwirkung blo3 bei O° stattgefunden.

Die Mischung stand bei 0° C. Dann Gerinnung nach
Kalberlab 5 Minuten 240 Sekunden

15 » 60

25 » 10 » (sofort)
Schweinelab 15 » 90

25 » 30

30 15 » (sofort)

Bei 0° hatte also das Kalbsmagenenzym die Milch in
25 Minuten zum Gerinnen gebracht, wéhrend dazu das Schweine-
magenenzym 30 Minuten gebrauchte. Das bei 0° gefundene
Verhdltnis beider Enzyme ist also dasselbe wie das bei 37°
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gefundene und man darf also annehmen, dal bei dieser Témpe-
ratur mit angesauerter Milch keine Enzymvernichtung statt-
findet.

Ich stellte mir die erforderlichen Enzymlésungen dar durch
Extrahieren von getrockneten Kalber- und Schweinemagen.
Soweit mir bekannt, verwendeten bisher die meisten Forscher
dazu frische Magenschleimhéute, welches Rohmaterial viele
Unannehmlichkeiten hat, da die Enzymldsungen meist durch
groRere Schleimmengen verunreinigt und daher schwer filtrier-
bar sind. Wenn man aber die Magen vorher trocknet, ist
dieser Ubelstand beseitigt, auRerdem ist die Ausbeute an Enzym
5—10mal groRer. Diese Tatsache ist, meiner Ansicht nach,
auch fir die Pepsin-Chymosinfrage nicht ohne Bedeutung. Das
Enzym kommt augenscheinlich im frischen Magen hauptsach-
lich noch in inaktivem Zustande vor, oder es bildet sich erst
beim langsamen Absterben der Zellen, wie dies auch beim
Pankreas beobachtet worden ist. Néhere Untersuchungen miissen
diese Frage Kklarlegen.

Eine bestimmte Menge eines zerkleinerten Magens wurde
bei Zimmertemperatur wéhrend 14 Tagen mit einer 0,l°/oigen
HCI-Losung digeriert. Nach dem Abfiltrieren zeigten die Extrakte
neutrale Reaktion. Eine Reinigung wurde durch Ausfallen mit
(NH4)2S04 und Dialysieren gegen verdiinnte Salzsdure (6 ccm N
pro 100 ccm) vorgenommen.

Gerinnung Verdauung in 15 Stunden
Kalbsmagenenzym 1:180, )
3 Tropfen, 120 Sekunden unverddnnt 7 mm
Schweinemagenenzym 1:20, N 7
3 Tropfen, 130 Sekunden

Bei gleicher verdauenden Kraft hatte das Kalbspraparat
eine 9 mal kréftigere Labwirkung. Wiederholung der Reinigung
anderte in diesem Verhdltnisse nichts.

Ich wandte mich jetzt zur Priifung von Handelspréparaten.
Solche sind immer mit ziemlich grofRen Mengen Salz konserviert,
welches (Pawlow, Gewin) die Verdauung stark stort. Es
wurde daher durch Dialysieren gegen HCI entfernt, welche
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Operation noch den Vorteil hat, daB die proteolysestdrenden
Substanzen dadurch beseitigt werden konnen (Gewin). Es
wurden gepruft: flissiges Handelslab 1 : 15000, Labpulver
1: 100000 (beide van Hasselt) und pulverférmiges Handels-
pepsin Ph.-N 111, welches in Wasser geldst (5°/0) ebenfalls
gegen 0,2°/oige Salzsaure dialysiert wurde. 50 ccm fllssiges
Handelslab ergaben im Dialysator 70 ccm FlUssigkeit.

Gerinnung Verdauung in 48 Stunden
Handelslab ») 1:20, . ,
1 Tropfen, 125 Sekunden dialysiertes Lab, unverdinnt, 9 mm

5°/oige Pepsinlésung unverdinnt, .

2 Tropfen, 120 Sekunden Pepsin, ’ b
Pulverlésung 1:10, 105 Sekunden Pulverlésung, unverdinnt, 2 mm
Pepsinldsung 1:2, 90 > Pepsinlosung, » 5

Bei derselben peptischen Kraft ist das flissige Lab etwa
13, das Labpulver 27 mal kréaftiger in seiner Wirkung als das
Pepsin.

Die Kalbspraparate, auch die durch Dialyse gereinigten,
zeigten also eine bedeutend kréftigere Labwirkung wie das Pepsin.

Gewin ist es gegliickt, aus Handelslab durch Fallen mit
Essigsdure ein kraftiges proteolytisches Enzym herzustellen.
Ich habe diesen Versuch wiederholt, dabei aber nicht bloR
den Niederschlag, sondern auch das Filtrat auf beide Enzvm-
wirkungen untersucht, um so womdglich einen Einblick in das
quantitative Verhalten beider Enzyme zu bekommen. Dabei
stellte sich heraus, daR der von Essigsaure erzeugte schleimige
Niederschlag nur sehr unvollkommen in 0,2°/oiger HCI 16s-
lich war.

Auf dieselbe Weise wurde auch die Fallung des Enzymes
mit Kochsalz geprift, welches, wie unten gezeigt werden
wird, einen Niederschlag erzeugt, der starke Labwirkung zeigt,
jedoch nur schwach verdaut.

Der Pepsingehalt des Handelslabs wurde gefunden durch
Vergleich mit einer 5°/oigen Pepsinlésung (Ph.-N 111). 50 ccm

*) Der Gerinnungsversuch wurde mit undialysiertem Lab ausgefihrt.
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des Labes ergaben beim Dialysieren gegen Salzsaure 70 ccm

Flussigkeit.
Die 5°/oige Pepsinlésung verdaute 6 mm.
Das dialysierte Lab » 9

Nach Umrechnung auf 50 ccm Flussigkeit findet man,
dal das Handelslab ebenso kraftig verdaut, wie eine 16°/oige
Pepsinlésung.

50 ccm Handelslab wurden durch Dialyse vom Salz be-
freit, danach mit verdiinnter Essigsaure gefallt. Die Flissigkeit
vermehrte sich auf 65 ccm; der Niederschlag wurde in 20 ccm
HCI aufgelost; das Filtrat gegen 0,2°0 HCI dialysiert.

Gerinnung Verdauung
Handelslab, 1:20, ofni -
1 Tropfen, 150 Sekunden 5°/oige Pepsinlosung 3,5 mm

Fallung, unverdinnt,
2 Tropfen, 75 Sekunden

Filtrat, 1:2, i %
1 Tropfen, 75 Sekunden Filtrat, 5

Nach Umrechnung auf 50 ccm findet man:
Handelslab enthélt: Chymosin 100°/0, Pepsin 16°/o.
Davon gefunden:

Fallung, unverdinnt, 5 »

»

Im Niederschlag 2°lo 4°/o
Im Filtrat 26°/o 130/0
Zusammen 28°/o 17»/o0.

Die durch Féllen mit Essigsdure und Wiederaufldsen des
Niederschlages hergestellte Enzymlésung ist also nur von
scheinbar kraftiger verdauenden Wirkung, wie das Handelslab.
Das Verhéltnis beider Enzymwirkungen wird dadurch zugunsten
des Pepsins geandert, weil das Chymosin nur unvollstandig in
Losung gebracht werden kann.

Bei der Ausfallung durch NaCl wurden folgende Zahlen
erhalten.

100 ccm Lab (dasselbe wie oben) wurden durch Séttigen
mit Kochsalz ausgeféllt, der Niederschlag wurde in 50 ccm
Wasser geldst. Fur den Gerinnungsversuch (ungeséduerte Milch)
wurde die Ldésung nicht von Salz befreit, fur die Digestion
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wurde dies natdirlich durch Dialyse fortgeschafft, dabei ergaben
50 ccm Filtrat 86 ccm; die Losung des Niederschlages anderte
ihr Volumen nicht.

Gerinnung Verdauung
Handelslab 1:20, opn -
5 Tropfen, 260 Sekunden 5 °/oige Pepsinlésung 6,8 mm
Filtrat, unverdinnt, . .
5 Tropfen, 120 Sekunden Filtrat, unverdiinnt, 85 »

Handelslabl) 1:20,
5 Tropfen, 225 Sekunden

Losung des Niederschlages 1:20,  gsung, des Niederschlages, unver-
5 Tropfen, 180 Sekunden dunnt, 4,5 mm

Nach Umrechnung auf 50 ccm findet man:
Handelslab enthélt: Chymosin 100°/0, Pepsin 16°/o.
Davon gefunden:

Im Niederschlag 63*/0 1,1°/o
Im Filtrat 16°/o 13,4°/«
Zusammen 79°/o 14,5°0

Zieht man die bei der Bereitung unvermeidlichen Ver-
luste in Betracht, so werden beide Enzymmengen hier also
fast vollstandig zurlickerhalten.

Es wurden weiter die Enzymwirkungen von Magen ganz
junger Kalber mit solchen von Tieren, welche schon 2 Monate
alt waren (Graskélber), verglichen. Ich lieR mir 50 solcher
Magen trocknen. Nach dem Zerkleinern wurde die Masse gut
durcheinander gemischt und davon eine homogene Probe ge-
nommen. Auf dieselbe Weise wurde mit «niichternen» Kalbs-
magen, d. h. Magen von Milchkalbern verfahren. Je 200 g
wurden mit 2 1 10°/oiger NaCl-Lésung wahrend 14 Tagen aus-
gelaugt. Die Klar filtrierten Losungen wurden zum Gerinnungs-
versuche bloB verdlinnt, zur Verdauung durch Dialysieren gegen
HCI von Salz grindlich befreit. 50 ccm «niichternes» Extrakt
ergaben 67 ccm; 50 ccm «Graskalb» — Extrakt 65 ccm.

I) Der Versuch wurde mit anderer Milch ausgefiihrt.
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Quadratzahlen,

Gerinnung Verdauung umgerechnet auf
50 ccm
Handelslab 1:20, 5°/oiges Pepsin,
6 Tropfen, 310 Sekunden unverdiinnt, 2 mm -
Nichternes Kalb 1:20 Nichternes Kalb,
6 Tropfen, 220 Sekunden unverdunnt, 3,1 mm 12,0
Graskalb 1:10, Graskalb,
0 Tropfen, 440 Sekunden unverdiinnt, 4,5 mm 26.0
1:10

10 Tropfen, 220 Sekunden ¥ - —

Hieraus ergibt sich, daB, wahrend der Labgehalt des Gras-
kalbmagens bis auf ein Viertel des des niichternen Magens
sinkt, der Pepsingehalt in derselben Zeit verdoppelt wird.

Es ist eine allbekannte Tatsache, daR die «niichternen»
Kalbsmagen reicher an Chymosin sind, wie Magen von alteren
Tieren. Es darf nicht wundern, da das junge Tier, welches
noch ganz auf Milcherndhrung angewiesen ist, zu deren Ver-
dauung mit einem spezifischen Milchenzym (Chymosin) ausge-
ristet ist. Wenn es sich entwickelt und zu seiner Ernédhrung
nicht nur Milch allein bekommt, wird auch weniger Chymosin
von den Magendrusen ausgeschieden werden; zur selben Zeit
aber wird das andere eiweillverdauende Enzym, das Pepsin,
mehr in den Vordergrund treten miissen. Dies steht in Uber-
einstimmung mit den beobachteten Tatsachen.

Naturlich konnte man, unter Annahme der Einenzym-
theorie, einwenden, dal} die kraftigere Proteolyse des Magens
alterer Tiere dem Umstand zuzuschreiben sei, daR dieser weniger
antipeptische Substanzen enthélt, wahrend die Verminderung
des Labwertes dadurch bedingt sein kénnte, daR sich zur selben
Zeit gerinnungshemmende Substanzen bildeten.

Auf die pepsinstorenden Substanzen komme ich unten
noch zuriick. Uber labhemmende Stoffe kann folgendes be-
merkt werden.

Ich bereitete mir einen Auszug aus Schweinemagen, durch
Extrahieren mit 10°/oiger Kochsalzlésung, wahrend 14 Tagen.

") Labvernichtung bei der Gerinnung findet nicht statt.
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Derselbe zeigte kraftig verdauende Wirkung, gleich einer
75°/oigen Pepsinlosung, und war also 5mal kréaftiger peptisch
wirksam wie das Handelslab, hatte aber nur 1ho von dessen
Labwirkung. In dieser enzymreichen, aber doch labschwachen
Fliussigkeit konnte also eine sehr grofle Menge labstérender
Substanzen sich befinden. Wenn man nun dieses Extrakt mit
gewoOhnlichem Lab vermischt, ware also eine bedeutende Ver-
ringerung der Labkraft zu erwarten.

Es wurde nun folgender Versuch gemacht. Das Extrakt
wurde gegen destilliertes Wasser bis auf etwa 0,5°/0 NaCl
dialvsiert, mit dieser Flussigkeit wurde das Handelslab, wie
Ublich, 1 : 20 verdunnt. Zur Kontrolle vermischte ich das Lab
mit Wasser (1: 20). Beide L&sungen blieben eine Viertelstunde
stehen. Der Gerinnungsversuch wurde mit nicht gesauerter
Milch ausgefuihrt. Das Schweinemagenpréparat rief darin tber-
haupt keine Gerinnung hervor.

Lab mit Wasser verdinnt, Gerinnung 285 Sek.
» » Schweinemagenextrakt, » 290 »

Eine nennenswerte Beeintrachtigung des Labwertes durch
Zugabe einer etwa zwanzigfachen Menge Schweinemagen-
extraktes war nicht zu beobachten und labhemmende Stoffe
waren also nicht nachzuweisen.

Wie schon oben (S. 175) bemerkt, zeigten die gereinigten
Kalbsmagenpraparate immer eine bedeutend kraftigere Labwir-
kung wie das Pepsin. Es ist mir nun gegliickt, beide Enzym-
wirkungen noch mehr von einander zu trennen und zwar durch
Séattigen der Enzymldsungen mit Kochsalz, wodurch ein flockiger
Niederschlag gebildet wird, welcher eine sehr starke Labwirkung,
aber geringe verdauende Kraft hat. Das Filtrat ist labarm,
zeigt aber kréaftige Proteolyse. Zur Bestimmung der Pepsin-
wirkung wurde die urspringliche Labldsung, sowie das Filtrat
durch Dialysieren gegen Salzsadure wieder grindlich von NaCl
befreit; 50 ccm Lab ergaben 70 ccm, 50 ccm Filtrat 86 ccm.
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Gerinnung * Verdauung

Handelslab 1:20, .
5 Tropfen, 260 Sekunden Handelslab, unverdiinnt, 9 mm

Filtrat, unverdiinnt, .
5 Tropfen, 120 Sekunden Filtrat 5

Nach Umrechnung auf die urspringlichen Flissigkeits-
mengen ist aus diesen Zahlen zu entnehmen, daB, wéhrend
84°/0 des Chymosins durch das NaCl gefallt werden, die Pepsin-
wirkung der Flussigkeit sich bloB um 15°/0 verringert.

Der Niederschlag wurde nun in Wasser aufgelost, die
Losung, welche eine nur ganz schwache Biuretreaktion zeigte,
war von kraftiger Labwirkung, hatte aber einen geringeren
Pepsinwert als das urspringliche Handelslab:

Gerinnung Verdauung

Handelslab 1:20,
1 Tropfen, 125 Sekunden o

Chymosin 1:20, . .
2 Tropfen, 112 Sekunden Chymosin, unverdinnt, 4,5 mm

5°/oiges Pepsin, unverdinnt, Pensi 75
2 Tropfen, 120 Sekunden epsin, » S

Das Chymosinpraparat war von 53 mal kraftigerer Lab-
wirkung wie das Pepsin.

Die Flussigkeit wurde abermals mit Salz gesattigt, der Nieder-
schlag abfiltriert, mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und
nach Aufnahme in Wasser und Fortschaffen des Salzes durch
Dialyse, wie ublich, analysiert.

Gerinnung Verdauung

Handelslab 1:20,
1 Tropfen, 105 Sekunden -

Chymosin 1:10,

2 Tropfen, 50 Sekunden Chymosin, unverdiinnt, 1 mm
5°/oiges Pepsin, unverdinnt, PeDsi 3
2 Tropfen, 75 Sekunden (?) epsin, ’ »

‘) Die Gerinnung wurde mit undialysierten Flussigkeiten in unge-
sduerter Milch ausgefiihrt; es wurde auch in Rechnung gezogen, dal3

5 Tropfen Filtrat (25°/0 NaCl) nur V« ccm, wahrend 5 Tropfen des ver-
dinnten Labs '/« ccm entsprechen.
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Umgerechnet auf dieselbe Verdauung hatte der zweite
Niederschlag einen 135 mal kréftigeren Ghymosinwert. Nach-

dem ich zum dritten Male mit NaCl ausgefallt hatte, erhielt
ich folgende Werte:

Gerinnung Verdauung

Handelslab 1:20, .
1 Tropfen, 90 Sekunden "

Chymosin 1 :40, . .
1 Tropfen, 90 Sekunden Chymosin, unverdiinnt, 2 mm

5°/oiges Pepsin, unverdiinnt, " Pepsin ) i+
3 Tropfen, 75 Sekunden ' P

Das Kalbsmagenenzym war jetzt von 900 mal kréaftigerer
Labwirkung als das Pepsin.

Zum SchluB habe ich dieses Praparat gereinigt nach
Pekelharingl) durch Dialysieren gegen destilliertes Wasser
und Ldsen des nach 24 Stunden gebildeten Niederschlages in
0,2°/oiger Salzsdure.

Gerinnung Verdauung

Handelslab 1:20,
1 Tropfen, 90 Sekunden

Chymosin 1:10, . .
2 Tropfen, 80 Sekunden Chymosin, unverdiinnt, 1,5 mm

5°/oiges Pepsin, unverdinnt, .

2 Tropfen, 90 Sekunden Pepsin, ’ 140 »

Das Chymosin war daher von 983 mal kréftigerer Lab-
wirkung als das Pepsin.

Fallit man die Resultate zusammen, so erhélt man fir
gleich starke Verdauung:
Kalbsmagenextrakt 13 mal kréaftigere Labwirkung wie eine Pepsinldsung
1. Niederschlag 53 » » » »
2. » 135 » » » » » »
3. » 900 » » » » » »
Derselbe gereinigt
nach Pekelharing 983 » » » » o "

Woraus ersichtlich ware, dal3 durch Aussalzen mit. Koch-
salz eine fraktionierte Fallung von Chymosin mdglich sei.

") Diese Zeitschrift, Rd. XXII, S. 233.

Hoppe-Seylcr's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXX.
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Die Peinigung nach Pekelharing wurde noch einige Male
wiederholt. Uazu diente ein anderes Prdparat. t)ie Chymosin-
wirkung der Losungen wurde gleich der des Handelslabs gemacht.

1. Peinigung verdaut I mm
2. » » 1 >
BV. Pepsinlésung » 9

1. Reinigung) :PepSi,,—1:8i

Es wurde nun zum dritten Male das Enzym durch Dialyse
niedergeschlagen, die Losung wurde bis auf die 112 fache Wir-
kung des Handelslabs gebracht, und um mdglichst gleiche Milli-
meterzahlen zu haben, wurde die Pepsinlésung diesmal bedeutend
verdinnt. Es wurde folgendes gefunden:

2. Reinigung (100°/0 Handelslab) 2,2 mip
3 » (150°/o n o) 30 »
Pepsinlésung (verdinnt 1 : 30) 3,8

Nach Umrechnung auf Handelslabgehalt war das Ver-
héltnis:

2. Reinigung : Pepsin = 1 :89

3. » : y = 1:74

[ landeislab =3 :1 (oben gefunden).

Nach der dritten Reinigung wurde zwar eine geringe Ver-
mehrung der Pepsinwirkung konstatiert, bei den kleinen Milli-
meterzahlen liegt diese aber wohl innerhalb der Beobachtungs-
fehler. Jedenfalls ist die Proteolyse im Verhéltnis zum Gehalt
der ursprunglichen Labldésung wohl &uflerst gering.

Gegen obige Trennungsversuche kodnnte man allerdings
vom unitarischen Standpunkte einwenden, dal das Ausbleiben
der Proteolyse bei diesen durch Fallen mitNaCl hergestellten Pra-
paraten dadurch verursacht wurde, dal dieselben durch gréRiere
Mengen, die Verdauung von Hihner-Albumin hemmende Sub-
stanzen verunreinigt waren, da solche vom NaCl mitgerissen
wurden: dies wirde auch erklaren, warum das von diesen
Antistolfen befreite Filtrat kraftige Proteolyse zeigte.

Die labschwéachsten Praparate mifiten dann einen gréf3eren
UberschuR davon enthalten, und man kénnte erwarten, daR beim
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Vermischen mit einer Pepsinlésung diese in ihrer Wirkung be-
deutend gehemmt wiirde.

Kim* 5"\;0ige Handelspepsinlésung wurde resp. mit einem
Teile verdinnter Salzsaure und mit meinem Chymosinpréparate
vermischt.

Mit HCI verdlinntes Pepsin verdaut 2,5 mm
»  Chymosin » » 25 «

Auch ein schwécheres Pepsin wurde ebenso wenig durch
das Chymosinpraparat beeinflult. Eine 2°/oige Pepsinldsung
wurde wie oben verdinnt (das Chymosin war gleich stark wie
Handelslab).

Mit HCI verdinntes Pepsin verdaut 3,5 mm

= Chymosin » > 35 »

Es konnte also keine pepsinhemmende Wirkung be-
obachtet werden.

Hierzu kommt noch, daR nicht nur Hihneraloumin ganz
schwach angegriffen wird, sondern auch Gelatine und Fibrin.
Ein Tropfen, auf eine angesduerte Gelatineplatte gebracht, rief
keine Verfllssigung zum Vorschein.

Die Verdauung des Fibrins wurde derart ausgefiihrt, dal
0,05 g Fibrin in 10 ccm 0,2°/oiger HCI suspendiert wurden,
es wurden nun 0,5 ccm der Enzymldsung zugegeben, die Rohrchen
in den Thermostaten gestellt und regelméRig umgeschiittelt.
Diese Versuchsordnung hatte noch den Vorteil, daf durch die
erhebliche Verdinnung der Enzymldsung der EinfluR der
hemmenden Substanzen herabgemindert wurde.

Das Fibrin wurde gel6st von:

5°/o Pepsin in 4  Stunden
dialysiertes Handelslabl) » 3,5
Chymaosin » 55

) Das liier gefundene Verhaltnis zwischen Chymosin und Pepsin
war 1:14, aus dem Versuch mit Mettsehen Roéhrchen fand ich 22,5:1.
Fir quantitative Versuche ist das Fibrin jedoch nicht geeignet. Ver-
dinnte ich doch die 5°/0oige Pepsinldsung bis auf das 22,5 fache Volumen,
so war das Fibrin schon in HO Stunden statt in den berechneten M) Stunden

gelést. Eine Verdauung in 55 Stunden zeigt jedenfalls eine sehr schwache
Proteolyse an.
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Audi hier zeigte das Chymosinpraparat eine sehr un-
bedeutende Proteolyse.

Zum SchluR habe ich noch versucht aus Schweinemagen
ein labfreies Pepsin herzustellen. Dazu wurden die Sehweine-
mégen mit 5° niger Kochsalzlosung extrahiert und dieses Extrakt
mit XaCl geséttigt. Hierdurch wurde das Chymosin — oder
nach unitarischer Auffassung: die pepsinstérenden Substanzen
— entfernt, jedenfalls bekommt man durch diese Operation
eine im Verhdltnis zum Labgehalte sehr kréftig wirkende
Pepsinflissigkeit.

Der erzeugte Niederschlag war im Gegensatz zu dem
aus Kalbsmageninfusionen resultierenden sehr gering. Durch
Dialysieren wurde dann der Salzgehalt bis auf 10",0 herab-
gemindert, worauf durch Séttigen mit (N1J4)2SO! das gesamte
Knzym als volumindser Niederschlag gefallt wurde. Dies wurde
in wenig Wasser geldst und gegen 0,2°/oige HCI erschépfend
dialysiert. Die Ldsung hatte nur halb so grolRe gerinnende
Wirkung als Handelslab, die Proteolyse war sehr kréftig; 1 : 10
verdiinnt verdaute sie 1,5 mm, gegen 2 mm 5°/oigen Pepsins,
war also so kréftig, wie eine 250ft;oige Pepsinldsung sein
wirde. Lssigséure, Kochsalz, Kochsalz und Essigsdure, Salz-
saure oder Magnesiumsulfat erzeugten keinen Niederschlag,
Tannin gab einen Niederschlag, welcher in 0,2'VVoiger HCI un-
loslich war. Dialysieren gegen destilliertes Wasser gab nur
eine geringe Trubung. Durch Behandeln mit basischem Blei-
acetat und NI1S erhdlt man einen volumindsen Niederschlag,
welcher nach Zerreiben mit Oxalsdure und Dialysieren eine
Pepsinldsung gab, die im selben Verhaltnis zur Chymosinwirkung
stand, wie die urspriingliche. Zum SchluB wurde das Praparat
der Autodigestion unterworfen, doch auch hier gelangte ich
nicht zum Ziel, im Gegenteil . die Verringerung beider Enzym-
wirkungen war vollig proportional.

50°/o Handelslab 250° o Pepsin
Nach einer Woche: 10°/o 50°/o
drei Wochen: 5°/o 25°/o

Es muB zugegeben werden, dal’ dieser Befund eine starke
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Stutze fur die Einenzymtheorie ist, angenommen natdrlich, daf
die Enzyme «ler Kalber- und Schweinemagen identisch sind.

Vergleicht man aber diese Schweinemagenenzymlésung
mit dem von mir durch Fallen mit Kochsalz und dreimaligem
Dialysieren gereinigten pepsinscliwaehen Préaparate (S. 182). so
konnte man. unter Zugrundelegung des Enzymwirkungsver-
héaltnisses des Schweinemagens und Annahme der unitarischen
Theorie, berechnen, daf dieses Chymosin nur V.noo» seiner
Pepsinwirkung entfaltet. Der Uberschu an pepsinhemmenden
Substanzen miRte also recht bedeutend sein: aber gerade dies
wurde durch die Versuche widerlegt.

Es bleibt hoch die einzige Mdglichkeit, dal3 es sich hier
nicht um Verunreinigung mit ziemlich viel antiproteolytisch
wirkenden Substanzen handelt, wie sie tatsédchlich von Gewin
in Magenextrakten aufgefunden wurden und welche dadurch
charakterisiert waren, dafl sie beim Vermischen mit einer gut
wirkenden Pepsinlésung diese teilweise unwirksam machten —
sondern, dal das Enzym vielleicht nur &uRerst kleine Mengen
Substanz chemisch gebunden oder adsorbiert enthalt,
wodurch seine Proteolvse aufgehoben wird. Ein derartig un-
wirksames Enzym wiurde selbstverstandlich ohne Einflug auf
aktives Enzym sein.

Die oben stehenden Versuche stitzen aber diese Auf-
fassung vorléaufig nicht und ich halte es also am. wahrschein-
lichsten, dafll durch Ausfallen mit Kochsalz eine Trennung beider
Enzyme erzielt werden kann.
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