Zur Kenntnis des Abbaus der EiweiRkorper im Magendarm-
kanal verschiedener Tierarten.
Von
Emil Abderhalden, Wilhelm Klingemann und Theodor Pappenhusen.

(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule. Merlin.)
(Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1911)

Uber den Abbau der EiweiBkorper durch die Fermente

des Magendarmkanals sind wir am besten unterrichtet beim
Hunde. Untersuchungen mit dem Magensaft vom Hunde er-
gaben, dall die Spaltung der Proteine nicht bis zu Aminosduren
fihrt. Das gleiche Resultat ergab die Untersuchung des Magen-
inhalts frisch getoteter Tiere und ferner des aus einer Magen-
fistel entnommenen Chymus.l) Pankreassaft dagegen macht
friihzeitig Aminosduren frei. Der Abbau ist ein sehr weit-
gehender. jedoch kein vollstandiger. Es bleiben Komplexe
ubrig, welche noch mehrere Aminosauren gebunden enthalten.
Diese zerlegt dann das Erepsin. Uber die Pankreassaft- und
Darmsaftwirkung sind nach der eben erwdhnten Richtung gleich-
falls die meisten Versuche am Hunde ausgeftihrt worden. Auch
hier wurde die Wirkung der genannten Séafte teils auRerhalb
des Organismus im Reagenzglasversuch gepruft, teils wurde
der Inhalt verschiedener Darmpartien auf Peptone und, Amino-
sauren untersucht.

Der Befund von Aminosauren im Darminhalt sagt an
und fur sich Uber die Tiefe des Abbaus der Proteine nichts
aus. Exakte Versuche hatten ergeben, dal einzelne. Amino-
sauren, wie z. B. Tyrosin und Tryptophan, sehr friihzeitig voll-
standig abgespalten werden, wahrend gleichzeitig noch der

* Vgl. hierzu Emil Abderhalden. Lehrbuch der physiologischen
Chemie, 2. Aufl.. S. 28K, 190H.
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groRte Teil des Eiweilimolekils in Form kompliziert gebauter
Peptone vorhanden ist.

Uns interessierte nun die Frage, ob die Magen- und
die Darmverdauung auch bei anderen Tieren ein ana-
loges VVerhalten zeigt, wie beim Hunde. Vor allen Dingen
interessierten uns Pllanzenfresser. Leider waren wir nicht in
der Lage, mit den entsprechenden Sekreten selbst zu arbeiten,
weil uns keine Fisteltiere zur Verfliigung standen. Wir muf3ten
uns damit begntigen, den Magen- und Darminhalt einer moég-
lichst groRBen Zahl verschiedener Tierarten auf Aminoséduren
zu untersuchen. Wir haben bis jetzt die Versuche auf folgende
Tierarten ausgedehnt: Hund, Rind, Pferd, Schaf, Schwein,
Gans und Huhn.

\\ ir wollen die erhaltenen Resultate gleich vorwegnehmen.
In Restatigung der friher ausgefiihrten Untersuchungen konnten
wir beim Hunde im Mageninhalt entweder gar keine Amino-
sauren oder nur Spuren davon naehweisen. Im Darminhalt
dagegen trafen wir immer auf Aminosauren. Das gleiche Re-
sultat erhielten .vir bei der Untersuchung des Darminhaltes
all der oben erwdahnten Tierarten. Die Mengen, in denen die
Aminosauren auftraten, waren je nach der Dauer der Ver-
dauung sehr verschiedene. Wir haben uns nicht nur mit dem
Nachweis der Aminosauren begnlgt, sondern die einzelnen
Arten isoliert und genau identifiziert. Da die in den einzelnen
Féllen isolierten Aminosadurengemische meist an Menge gering
waren, so vereinigten wir alle gewonnenen Aminosauren und
trennten dann — nach vorheriger Abscheidung des Tyrosins
und Cystins durch Krystallisation und Abtrennung der Glu-
taminsaure als salzsaures Salz — die Ubrigen Aminosauren
mit Hilfe der Estermethode. Erwahnt sei noch, dalR wir ver-
sucht haben, vor der Veresterung Prolin, zu isolieren. Alle
Versuche schlugen fehl. Es gelang nicht, Prolin in reinem
Zustand zu gewinnen. Es liel sich dagegen nach erfolgter
\ eresterung mit Leichtigkeit naehweisen. Von Aminosauren
haben wir isoliert: Glykokoll. Alanin, Leucin, Asparagin-
saure. Glutaminsaure, Phenylalanin, Tyrosin und
Cystin.
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Wahrend die Untersuchung des Darminhaltes einheitliche
Resultate ergab, zeigte der Mageninhalt insofern Unterschiede,
als beim Schwein und bei den Wiederkduern — untersucht
wurde hier der Inhalt des Labmagens — meistens Amino-
sauren in allerdings geringer Menge nachweisbar waren. Im
Mageninhalt des Schweines fanden wir solche fast regelmaéfig.
Wir glauben nicht, dafl ihre Bildung auf die Wirkung des
Magensaftes zu beziehen ist. Sie dirften vielmehr in der
Nahrung bereits vorgebildet gewesen sein; Bei den Wieder-
kauern liegt gleichfalls die Vermutung nahe, daR in den Vor-
mégen aus dem Eiweill Aminosauren durch die Fermente der
Nahrung selbst abgespalten werden. Diese Vermutung wurde
durch die direkte Untersuchung des Panseninhalts bestatigt.
Wiederholt konnten wir Aminosduren in geringen Mengen im
Panseninhalt nachweisen.

Die Untersuchungen des Magen- und Darminhaltes auf
Aminoséduren macht nach 2 Richtungen hin grolRe Schwierig-
keiten. Einmal ist es nicht leicht, mit den uns zur Verfligung
stehenden Methoden kleine Aminosduremengen nachzuweisen.
Auf indirekte Methoden wollten wir uns nicht einlassen. Wir
legten \Y ert darauf, die Aminoséauren als solche zu isolieren,
um .jeder Tdauschung zu entgehen. Die zweite Schwierigkeit
ergibt sich aus der Mdglichkeit, dall Aminosauren aus Eiweild
und Peptonen wahrend der Verarbeitung sekundér abgespalten
werden konnten. An diese Mdglichkeit muf3 unter allen Um-
standen gedacht werden. Wir glauben diese beiden Einwande,
die etwa gegen die erhaltenen Resultate erhoben werden konnen,
durch Kontrollversuche entkraftet zu haben. Einmal haben wir
wiederholt den Mageninhalt einer groBen Anzahl von Tieren
iz. B. Mageninhalt von 12 mit groBen Mengen Fleisch gefitterten
Bunden) mit negativem Erfolg auf Aminosauren untersucht.
Hatten sich in den einzelnen Féllen sehr geringe Mengen von
Aminosauren vorgefunden, dann hatten wir sie bei der Ver-
einigung des Inhaltes vieler Magen unzweifelhaft finden missen.
Ferner mifte man erwarten, dall bei verschieden langer
Dauer der Verdauung im Magen etwa entstehende Aminosauren
sich anh&ufen wiurden, besonders auch deshalb, weil solche
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von der Magenschleimhaut jedenfalls nicht leicht resorbiert
werden.!|

Was die Mdglichkeit einer sekundaren Abspaltung von
Aminoséauren anbetrilft, so kommen folgende Fehlerquellen bei
«ler Verwendung der von uns angewandten Methode in Be-
tracht. Wir gingen im allgemeinen so vor, dal wir den sofort
nach dem Tode des Tieres entnommenen Darmabschnitt &ff-
neten und den gesamten Inhalt in ein Gefal entleerten. Wir
gaben etwa die zehnfache Menge Wasser hinzu — den Magen-
inhalt neutralisierten wir mit Natriumcarbonat —. Nun kochten
wir unter fortwahrendem RuUhren auf und filtrierten durch
Koliertuch. Im Ruckstand und im Filtrat stellten wir den
Stickstoffgehalt fest, nachdem der Rickstand noch griindlich
mit heiBem Wasser ausgewaschen worden war. Verarbeitet
auf Aminosauren wurde nur das Filtrat. Es wurde bei einer
35 40° nicht Ubersteigenden Temperatur des Wasserbades
unter stark vermindertem Druck zur Trockene verdampft. Um
moglichst alles Wasser zu entfernen, verdampften wir wieder-
holt mit absolutem Alkohol. Dann veresterten wir den Ruck-
stand. Hierbei war nun die Mdglichkeit einer Abspaltung von
Aminosauren gegeben. Bei der Veresterung wird Wasser ab-
gespalten und es kann dann durch die vorhandene Salzsaure
Hydrolyse eintreten, besonders dann, wenn man bei der Ver-
esterung Erhitzung eintreten 1alit. Wir haben alle Vorsichts-
malSregeln getroffen, um einer sekundaren Hvdrolvse vorzu-
beugen. Einmal verwendeten wir bei der Veresterung grofie
Mengen absoluten Alkohols, meist die zehnfache Menge. Ferner
wurde die gasformige Salzsaure besonders sorgfaltig getrocknet,
Die wahrend der Veresterung eintretende Erwédrmung verhin-
derten wir durch Abkihlung mit Eiswasser. Durch diese Mal-
nahme wird die Veresterung erschwert. Wir haben deshalb,
um doch eine mdoglichst vollstandige Veresterung zu erreichen,
den ganzen Prozely oft wiederholt. Durch Kontrollversuche
mit Aminosauren Uberzeugten wir uns, da unter den gege-

"' \gh hierzu Emil Abderhalden, E. S. London und 0. Prvm,
| ber die Uesorptionsverhaltnisse von in den Magendarmkanal eingeftihrten

Monoaminosauren. Diese Zeitschr.. Bd. LUI, S. 326. 1007.
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benen Bedingungen die Veresterung eine gute ist. Dall unter
den von uns gewahlten Bedingungen eine sekundéare Ab-
spaltung von Aminosdauren nicht eintritt, beweisen die zahl-
reichen Untersuchungen Uber den Gehalt des Mageninhaltes an
Aminosauren. Man konnte noch einwenden, daR die im Darm-
inhalt vorhandenen Abbaustufen besonders empfindlich und leicht
aulspaltbar seien. Dieser Einwand wird dadurch widerlegt, daf3
wir fast alle der oben angeflhrten Aminosduren auch durch
direkte Krystallisation ohne Anwendung der Estermethode nach-
weisen konnten. Bei diesen Versuchen hatten wir den Inhalt des
Darmes vieler Tiere (10) vereinigt und nach erfolgter Koagu-
lation das Filtrat mit Phosphorwolframsdure gefallt. Im Filtrat
der Fallung entfernten wir den UberschuB an Phosphorwolf-
ramsaure mit Baryt und nach erfolgter Filtration den Uber-
schissigen Baryt mit Schwefelsaure. Das Filtrat vom Barvum-
sulfat wurde nun der fraktionierten Krystallisation unterworfen.
Tyrosin konnte mit Leichtigkeit in reinem Zustand abgetrennt
werden. Das Bohleucin reinigten wir tber das Kupfersalz. Glv-
kokoll schieden wir in einer besonderen Probe nach starkem Ein-
engen. und nachdem die schwerer l0slichen Aminosauren ent-
fernt waren, als Pikrat ab. Die Glutaminsaure wurde gleich-
falls aus einer besonderen Portion als salzsaures Salz isoliert.
Es war nur unter grolRen Verlusten zu reinigen. Wahrschein-
lich war salzsaures Phenylalanin beigemengt. Wir konnten
Jedoch dieses nicht in vollstdndig reinem Zustand abtrennen.
Aus der Mutterlauge vom Glykokollpikrat lieR sich nach Ent-
fernen der Pikrinsdure durch Ausathern der mit Schwefel-
saure angesauerten LoOsung ziemlich reines Alanin abtrennen.
Asparaginsaure konnten wir nicht in reinem Zustand gewinnen.
Dieser Befund von Aminosauren ohne Anwendung der Ester-
methode beweist, dal} diese primar vorhanden sind. Dadurch
werden gleichzeitig friher schon erhobene Befunde bestéatigt.
Bemerkt sei, dall wir ganz besondere Mihe auf die Gewinnung
von Prolin verwendet haben. Wir benutzten die Alkohollds-
lichkeit des Prolins zur Abtrennung von den Ubrigen Amino-
sauren. WIir machten jedoch auch hier wieder die alte Er-
fahrung, daR beim Auskochen eines unreinen Gemisches von
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Aminosauren die Alkoholunléslichkeit der meisten Aminosauren
nicht zu Recht besteht. Es ging trotz sorgféltiger Entfernung
der letzten Spuren von Wasser ein ganz erheblicher Teil des
eingedampften Aminosauregemisches in Lésung. Auch der Ver-
such, durch Darstellung des Kupfersalzes eine Trennung her-
beizufihren, gab keine befriedigenden Resultate. Sobald wir
die Estermethode anwandten, konnten wir Prolin mit Leichtig-
keit in garnicht unerheblichen Mengen (25 g Aminosdurege-
misch - 1,2 g Prolin) darstellen.

Nach unseren reichen Erfahrungen auf diesem Gebiete
mussen wir vor einer kritiklosen Anwendung der Estermethode
zum Nachweis von Aminosauren in Verdauungsgemischen war-
nen. Werden nicht alle erforderlichen VVorsichtsmalregeln ange-
wendet. dann kann leicht, speziell aus Peptonen, eine Abspal-
tung von Aminosauren erfolgen. Kocht man z. B. Seidenfibroin
mit alkoholischer Salzsdure (absoluter Alkohol, in den trockene,
gasformige Salzsdure eingeleitet worden ist), dann &Rt sich
leicht freies Glykokoll nachweisen. Wir verweisen nach dieser
Richtung auch auf die Erfahrungen von Pribram.l)

Nachdem wir bei einer groBen Anzahl verschiedener Tiere
den Magen- und Darminhalt in der oben erwéhnten Weise
untersucht hatten, haben wir die Versuche, um ein mdoglichst
grofles Material zu gewinnen, in folgender Weise abgekiirzt:
Wir bestimmten im Magen- resp. Darminhalt zunédchst den
Stickstoffgehalt, dann kochten wir das ganze Gemenge auf und
filtrierten vom Ausgeschiedenen ab. Nun wurde der Stick-
stoffgehalt des Filterrlickstandes und des Filtrates bestimmt,
das Filtrat dann eingeengt und der Rickstand unter den oben
erwahnten Bedingungen verestert. Die Ester setzten wir mit
Natronlauge und Kaliumcarbonat in Freiheit. Die Atheraus-
zlige wurde vereinigt, genau gemessen und der Stickstoffgehalt
festgestelll. Dann wurde die &atherische Losung mit verdinnter
Salzsdure energisch durchgeschiittelt, und nach mindestens
12 standigem Stehen die salzsaure Losung vom Ather getrennt
und eingedampft. Die Erfahrung zeigte, dall vorherige Troek-

Y Vgl auch die Arbeit von Pribram in diesesm Band dieser
Zeitschrift.
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nung des &therischen Auszuges vorteilhaft ist. Der erhaltene
Rickstand, der die salzsauren Aminosauren enthalten sollte,
wurde zunédchst in Wasser aufgenommen, die Losung durch
Kochen mit Tierkohle vollig entféarbt und dann die Salzsaure mit
Ammoniak gebunden. Nun wurde fraktioniert krystallisiert. Es
lieRen sich so die schwer léslichen Aminosduren abtrennen und
nach den blichen Methoden identifizieren. Selbstverstandlich war
auf diesem Wege eine quantitative Bestimmung der Amino-
sauren vollstdndig ausgeschlossen. Es kam wuns nur darauf
an, den Nachweis zu erbringen, dall Uberhaupt Aminosduren
vorhanden waren. Hatten wir uns auf den Stickstoffgehalt des
Atherauszuges, der die Aminosaureester enthalten sollte, ver-
lassen, dann wéren, wie unsere Beobachtungen ergeben haben,
leicht Tauschungen unterlaufen. Offenbar war in manchen
tallen Ammoniak in den Ather aufgenommen worden. Es
scheint uns bei dieser Gelegenheit nicht unangebracht, darauf
hinzuweisen, dal} auch die einfache Darstellung von Derivaten von
Aminosauren ohne eingehende Untersuchung des Kuppelungs-
produktes vollig irrefihrend sein kann.

Die bei den oben erwahnten, besonders sorgfaltig durch-
gefuhrten Versuchen gewonnenen Aminosauren haben wir zum
grof3en Teil analysiert oder doch zum mindesten durch den
Schmelzpunkt die Loslichkeit und durch Derivate identifiziert.

Glykokoll:
0,1116 g Substanz gaben 0,1303 g CO, und 0,0661 g H,0
Berechnet fur C2H5NO?2 Gefunden:

32,00°/0 C. 6,66«« H

Alanin:

0,2015 g Substanz gaben 0,2990g CO, und 0,1430 g ICO
Berechnet fir C3HINO,
40,450/0 C. 7,860/0 H

Leucin:

0,1548 g Substanz gaben 0,3112 g CO, und 0.1395¢g 11,0
Berechnet fir C6HI13NO? Gefunden: !
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Isolierte ¢

O O O o

0
Spuren (?)
Spuren
0
0
Spurercl

0
Spuren
0
0
Spuren
0
0
Spuren
Leucin. Tyrosin
Tyrosin. Leucin
0
Leucin, Tyrosin
Tyrosin, Leucin
Spuren

0
0

0
Spuren
Tyrosin, Leucin
Spuren
Tyrosin, Leucin
0

Tabelle 1
. . N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt; N-Gehalt
Tierart | Darin- des  des Rick* des des Ather-
abschnltt Chymus standes Filtrates auszuges Aminosauren
in g ing ing in g
Hund  Magen 7,68 € 1,48 0,012
. : 5.75 4.15 1.52 0.008
- 2.45 145 092  0.007
) 3.10 2,50 0,58 0.006
. «15 5.00 1,01 0.002
o 8.45 6,45 1.80 0.015
Pferd 5,82 3,42 2,21 0.047
I 2.66 0,8« 1.62 0.005
' - 5.01 3.15 1.90 0.010
. 6,12 3,05 3,01 0,029
) 4.85 1,80 2.95 0.018
N 8,12 2,95 5,02 0.010
) > 5,75 2,65 3.00 0,025
Hase . 2,40 0.57 1.61 0,011
- - 3.15 2,05 1.02 0.009
Schwein ¥ 1.13 0.38 0,77 0.024
- 1.05 0,44 0.54 0.001
1.25 0.25 1.00 0.012
3.85 2,15 1,60 0,022
4.05 2.05 1,95 0,045
: 5.18 1.20 3.80 0.045
4.25 3.22 0,88 0,012
> - 4.00 1,25 2,55 0.055
Rind Labmagen 1.76 . 0.59 1,28 0.024
: - 3.30 0,28 2.80 0.028
8.10 3.28 4.60 0.032
6.25 2,15 4,00 0,002
1 5,48 2.15 3.05 0,002
7 ) 8,00 4.28 3,60 0.018
- 8,58 3,25 5.00 0.045
6.20 4.00 2,15 0.048
: 4.05 2,00 2.08 0.075
3,25 2,85 0.41 0,089
Schaf 0,77 0,41 0.30 0,004
: 0,64 0,30 0,28 0,001
0.86 0.35 0,40 0.001
1,54 0,55 0.95 0.001
. v 1,60 0,45 1,12 0,001
Gans  Maen(15Stirk)  1.88 0.68 1.15 0.001
Hun = =-" 225 128 095 0010

OO OO0 o
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Tabelle 2.

iN-Gehalt X-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt isolierte
Tierart Darmabschnitt f.,~cs desRick- des des Ather-

Ghymus Standes Hitrales ausziiges. ~Mino-

" i ' in g m g in g in g sauren
Hund Jejunum 2,85 085 | 202 I 0.156 c
) lleum 158 044 115 0.200 A
Jejunum 350 0,35 3.05 { 0258 S z

> Jejunum -f- lleum 4.10 1,05 . 295 4T 0.098 « 9\ (%

aE X 2,00 0,25 1,60  0.095
; 152 045 100 ' 008 @z _~
Pferd X I 40,60 1584 . 24.44 0.506 f;{;i W

|

14.39 225 i 11,851 0446

1478 2,66 11,93 | 0.449 9 c%
f
[

—_—
v

1630 556  10.64 ; 0.583 -
54,25 625 4801 = 1.254
v 25.45 500 20,12 ' 0.554 7f

X 13.12 2.95 10.15 0.657 A

‘ ! 2245 610 1620 ; o891 O ¥
X X 2518 8,20 i 16.90 0.451 TR

A u xS

1= <

*
>= >< > o ><

-chwein X 16.22 425  12.00 't 0521
o 15.15 1,25 13,62 0.555
» " X 14.22 250 11,40 0415  ff_ff
L ! + 2155 211 4 1900 | gg10 -
S » - 1012 150 i 865 . 0,098 X
! 1022 0,90 010 T o402 * CE §
Rind t 2750 125 2520 ; og15 4 H <
| > X, 13,43 035 1277 . 0.185 c ﬁf(
> 0 16.28 1.25  15.00 0258 3 ZY.
i X 28,15 218  26.12 0,588 Ao
X 2920 458 2498 0415 ' - W
» ; . 3528 2,68  32.45 088 1 g . 5
s X X 2911 542 2365 TV 0952 | ¢ Z *
x x: 26.25 8.22 17.95 0.487 R -ﬁi
i . - 3000 432 2543 0325 = s 1
«Schaf x - 5.07 0.34 1.53 0.440 | £ {3
x x ) 7.09 2.33 4.62 053 = HCS ¢
x x 5.98 2,02 3.80 0,082 3™
x i 4,93 2.45 2.60 0136 &
x ; X x 4.86 2,75 2.02 0.418
. ¥ - 6.12 4.25 1.75 0512 | — v
> 4.52 2.44 202 0321

Jeo i

Gans | Darminhalt von

6 Gansen 5.59 2.00 3.41 0251 .
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Phenylalanin:

0,1570 g Substanz gaben 0,3786 g CO. und 0,0938 g HtO
Berechnet fir COHUNO? Gefunden:
65,45"/o C, 6,66 °/o H 65,76°/« C, 6,01°/0 H.

Asparaginsaure!

0,1998 g Substanz gaben 0,2635 g CO02 und 0,0976 g 11,0
Berechnet fir CAHTNOL] Gefunden
36,09°/» C, 5,26°/0 H 35,97°/» C, 5,43°/o H.
Die Glutaminsaure wurde als salzsaures Salz iden-
tifiziert.
Die Tabelle | gibt einen Uberblick tber die Besultate bei
der Untersuchung des Mageninhaltes auf Aminosauren.
Tabelle 2 gibt einen Einblick in die Ergebnisse der Unter-
suchung des Darminhaltes auf Aminosauren.



