Studien dber Chymosin- und Pepsinwirkung.
I1l. Mitteilung.
Uber die verschiedene Empfindlichkeit des Pepsins und des

Chymosins gegen Alkali.
Von

(Hof Haramarsten.

(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1815))

Die Empfindlichkeit der Magenenzyme gegen Alkali ist
schon seit langerer Zeit bekannt, und fir das Chymosin habe
ichl) dieselbe schon im Jahre 1872 gezeigt. Ich hatte ge-
funden, dal3 die Geschwindigkeit, mit welcher das Chymosin
durch Alkali zerstort wurde, von mehreren Umstanden, wie
von der Temperatur, der Dauer der Einwirkung und der Kon-
zentration der Enzymlésung abhéngig war; aber ich hatte keine
mehr eingehenden Untersuchungen hieriiber gemacht. Viele
Jahre spéater (1898) hat LOrcher*) diese Frage etwas mehr
eingehend untersucht. Er vermischte gleiche Volumina von
einem Saurelabextrakt (Kalb) mit gleichen Volumina Natron-
lauge von bekannter Konzentration, neutralisierte nach ver-
schieden langer Zeit und prifte dann mit Milch bei 37° C.
Er fand hierbei, daB in einem Falle ein Zusatz von n/ioo-NaOH
eine kaum merkbar schédigende Wirkung im Laute von 60 Mi-
nuten ausubte, wéahrend das Vermischen mit n/io-Lauge schon
nach 5 Minuten so stark schadigend gewirkt hatte, daR die
Gerinnungszeit 41 Minuten gegen 7 Minuten in der nicht alkali-
behandelten Probe betrug. In einem anderen Falle war schon
nach Beimengung von n/&oo-Lauge eine betréchtliche Schadigung
zu bemerken. In diesem Falle war aber das Labextrakt schon

») Upsala L&kareférenings Forhandlingar. Bd. 8, S. 63, 1872—7H.
*) Pfluger, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 69, S t41.
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von Anfang an so schwach, dafl die Kontrollprobe erst nach
60 Minuten labend wirkte.

Seine Untersuchungen fuhrten ihn zu dem Schlusse, daf
Alkali das Lab zerstdrt, und zwar um so rascher und voll-
standiger, je schwéacher die Lablosung ist, je hoher die Kon-
zentration des Alkalis ist und je langer das Alkali einwirkt,
und ferner: dal ein Labextrakt von mittlerer Wirksamkeit durch
Zusatz eines gleichen Volumens NaOH von n/io bis n's im Ver-
lauf von Minuten fast ganz, nach Stunden vollstandig zerstort
wird. Dies ist ein bedeutender Alkaligehalt der Ldsung und
viel grolier als der von mir friher benutzte, 0,025°/0 Na20,
durch, welchen selbst kraftig wirkende Lablosungen im Laufe
von 21 Stunden unwirksam wurden. Was man unter mittlerer
Wirksamkeit der Lablésungen zu verstehen hat, ist etwas
zweifelhaft; es ist aber jedenfalls von Interesse, dal} eine Lo-
sung, die so schwach wirkte, dal3 sie Milch erst nach 7 Minuten
bei 37° C. koagulierte, in einer Stunde bei einem Gehalte von
0,020°/0 NaOH nicht wesentlich geschadigt wurde. Dies zeigt,
dal} das Chymosin, wenigstens unter Umstanden, lange nicht so
empfindlich gegen Alkali ist, wie einige Forscher behauptet haben.

Einen weiteren Beweis hierfir findet man in der Arbeit
von Bangl) Uber Parachymosin. Er hat namlich einen Ver-
such (XIII) als Beispiel von der verschiedenen Resistenz des
Chymosins und Parachymosins gegen Alkali mitgeteilt, in welchem
beide Proben der Einwirkung von 0,01 °/o Alkali ausgesetzt
wurden. Die Probe mit Chymosin koagulierte nach halbstiindiger
Einwirkung des Alkalis in 5 Minuten, wie vor dem Alkalizu-
satze, und nach 1standiger Einwirkung war die Koagulations-
zeit 61's Minuten. Ein Gehalt von 0,01 °/0 Alkali hatte also
im Laufe von einer Stunde keine wesentlich schadigende
Wirkung auf das Chymosin ausgelbt.

In schroffem Widerspruch zu diesen Beobachtungen von
einer relativ nicht unbedeutenden Resistenz des Chymosins
gegen Alkali stehen die Angaben von Pawlow und Parast-
schuks8) dber die groRRe Empfindlichkeit des Enzymes gegen

¥ Pfluger, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 79.
*) Diese Zeitschr., Bd. 42, S. 415.
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Alkali. Nach ihnen hatte sogar sehr vorsichtige Neutralisation
mit Na2CO03, welche nie Uber die neutrale Reaktion herausging/
stets Zersetzung des Fermentes zur Folge, und nur bei Neu-
tralisation mit NaHCOs konnte das Ferment unversehrt erhalten
werden. Da nun ferner (nach Pawlows Vermutung) die
meisten Forscher nicht nur nicht fir ideale Neutralisation
sorgten, sondern vielmehr ein Uberwiegen der alkalischen Re-
aktion zulieRen, in der Absicht, die Koagulation infolge der
Fermentwirkung von derjenigen infolge von S&ureeinwirkung
streng zu trennen, so mufte nach ihm unbedingt weitgehende
Zerstorung des Fermentes stattfinden (S. 434). Dies soll auch
eine der beiden Ursachen sein, warum ich in meinen Ver-
suchen mit im Brutschrank léngere Zeit erwarmten, sauren
Infusionen die proteolytische Wirkung unversehrt fand, wahrend
die milchkdagulierende verschwunden war,

Wenn dem nun so ist und wenn auch viele andere Forscher
keine ideale Neutralisation ausfiihren kdnnen, sondern ein Uber-
wiegen der alkalischen Reaktion zulassen, wie soll man dann
nach Pawlow erklaren, dall die so fehlerhaft neutralisierter!
Kalbsmageninfusionen trotzdem monatelang mit anscheinend
unverminderter Kraft auf Milch koagulierend wirken?

Die Erklarung habe ich in einem friheren Aufsatze ge-
geben. ) Ich habe néamlich dort gezeigt, daR die Enzyme beim
Kalb und sich beim Hunde ganz verschieden verhalten, und
daR das typische Chymosin des Kalbes nicht beim Hunde vor-
kommt. Die Beobachtungen von Pawlow und Parastschuk
kdnnen also fir die frage von der Empfindlichkeit des typischen
Chymosins (vom Kalb) gegen Alkali nicht in Betracht kommen,
Ich will hier nur noch einmal hervorheben, dal3;die mit Alkali
(NaOH) bis auf Neutralitdt gegen rotes, violettes und blaues
Lackmuspapier versetzten Kaibsmagehinfusionen monatelang
bei Zimmertemperatur unter Toluol aufbewahrt werden kénnen,
ohne wesentlich an Wirksamkeit einzublRen. Neutralisiert man
mit CaCOs, so reagiert das Filtrat regelméaRig sehr schwach
alkalisch; aber trotzdem sind auch solche Lésungen sehr halt-

) Vergleichende Untersuchungen Uber Pepsin- und Chymosin-
wirkung bei Hund und Kalb. Diese Zeitschr., Bd. 68. /
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bar und ich habe eine solche, unter Toluol aufbewahrte In-
fusion, die seit September 1913, also mehr als 20 Monate
im Laboratoriumzimmer, sogar wéhrend der heiRen Sommer-
monate des vorigen Jahres, gestanden hat und die noch die
Milch bei 38° C. in 20—30 Sekunden koaguliert.

Man kann allerdings, wie oben gesagt, auch das Kalbs-
chymosin mit Alkali zerstéren, aber die Empfindlichkeit des-
selben gegen Alkali bei Zimmertemperatur ist, wenigstens so-
lange es sich um Infusionen handelt, bei weitem nicht so grof,
wie einige Forscher annehmen.

DalR die Verhéltnisse bei hoherer Temperatur anders
liegen ist offenbar und allgemein bekannt. Nach v. Daml)
soll die Empfindlichkeit des Chymosins gegen Alkali bei etwas
hoherer Temperatur eine so groRe sein, dall er sogar eine
Zerstorung desselben durch die Hydroxylionen der Milch an-
nimmt. Auf diese, gewill recht zusagende aber nicht be-
wiesene Annahme brauche ich nicht hier des Né&heren ein-
zugehen, da meine unten zu besprechenden Versuche nur fir
das Verhalten des Chymosins zu Alkali bei Zimmertemperatur
gelten.

Besondere Untersuchungen uber das Verhalten des Pep-
sins zu Alkalien sind mir nicht bekannt, indem man bei den
Alkaliversuchen meistens Pepsin und Chymosin als dasselbe
Enzym betrachtet hat. Einige hierher gehdrenden Beobachtungen
findet man indessen bei Pawlow und Parastschuk und bei
Gewin.

Pawlow und Parastschuk?) haben die erste Phase
meiner Methode zur Trennung der beiden Enzyme mit MgCO03
nachgeprift und eine Abschwachung beider Wirkungen, welche
sie als eine Alkaliwirkung des Magnesiumsalzes deuteten, ge-
funden. Hierbei fanden sie regelméaRig eine viel starkere Ab-
schwachung der proteolytischen als der milchkoagulierenden
Wirkung; sie konnten aber durch ein besonderes Verfahren
eine Reaktivierung der proteolytischen Wirkung hervorbringen.
Dieses Verfahren bestand darin, daR sie das nach Schitteln

*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 316.
9 | c, S. 439-443.
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mit MgCO03 erhaltene, alkalisch reagierende Filtrat nicht un-
mittelbar ansdauerten, sondern erst neutralisierten und dann
einige Stunden spater mit Saure versetzten. Ich erwédhne dies
schon hier, weil ich bei Besprechung meiner eigenen Versuche
zu dieser Art von Ansduerung zurickkommen muRR Pawlow
und Parastschuk teilen nun leider nur einen, nach diesem
Verfahren ausgeféhrten Versuch (Tabelle XVI) mit, und in
diesem findet man, dal3 die milchkoagulierende Wirkung starker
als die proteolytische durch die Behandlung mit MgCOs ab-
geschwéacht war. Die proteolytische Wirkung war namlich 1In
und die milchkoagulierende V« von der des Urspringlichen,
mit NaHCQOj neutralisierten Magensaftes. Das Resultat war
also das Gegenteil von dem, was sie in den nicht reaktivierten
Filtraten von dem MgCO03-Niederschlage beobachtet hatten.
Dieser Versuch hat Ubrigens nur ein untergeordnetes Interesse
fir die hier vorliegende Frage, indem namlich der Hunde-
magensaft kein typisches Chymosin enthalt.

Ein gréReres Interesse haben die Versuche von Gewin,l)
indem zu ihnen ein gereinigtes Kalbsmagenenzym diente. Die
Stérke des Alkalis und die Dauer der Einwirkung sind aller-
dings fur die nun zu erwahnenden Versuche nicht speziell
angegeben, allem Anscheine nach war aber, wie in mehreren
anderen, die erstere 0,01°/0 NaOH und die Einwirkungsdauer
Vs Stunde. In einem Versuche, in welchem die urspringliche
Gerinnungszeit 3 Ms Minuten und die verdaute Eiweilmenge in
20 Stunden 15,20 mm war, hatte das Alkali beide Enzym-
wirkungen vernichtet. Ein ahnliches Resultat findet man auch
In einem zweiten Versuche. In einem dritten, in welchem das
Enzym, wie es schien, starker verunreinigt war, wurde da-
gegen die proteolytische Wirkung starker als die milchkoagu-
lierende herabgesetzt. Die urspringliche Gerinnungszeit war
namlich 3Vs Minuten, die nach Alkalibehandlung dagegen
6Vs Minuten. Die verdaute EiweiBmenge in mm in 5 Stunden
war aber vor der Alkalibehandlung 2,25 und nach derselben
0,81. In abgerundeten Zahlen war also die Relation zwischen
Chymosinwirkung =+ 1:1,9 und zwischen Pepsinwirkung = 1:8.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 32.
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Auller dén nun referierten kenne ich keine Versuche,
welche die gesonderte Einwirkung von Alkali auf Chymosin
und Pepsin einigermallen berthren, und die nun erwahnten
Resultate sind nur wenig belehrend. Aus dem Grunde linde
ich es angemessen, die Resultate meiner Untersuchungen tber
diese Frage mitzuteilen. '

Die Veranlassung zu denselben war ein Versuch mit
2 Infusionen; die eine war eine Kglbsmageninfusion und die
andere eine Infusion auf den Magen einer alten Kuh. Jene
enthielt 0,147°/o HCI und 0,723°/0 organische Substanz, die
letztere, die Kuhmageninfusion, enthielt 0,144°/q HCI und
0,702°/« organische Stoffe. Beide wurden mit GaCOs neutra-
lisiert, filtriert, mit Toluol versetzt und bei Zimmertemperatur
stehen gelassen. Bei 38—39° C. koagulierte die Kalbsinfusion
Milch in etwa 20 Sekunden oder richtiger in nicht genau be-
stimmbarer Zeit. Die Kuhinfusion koagulierte dieselbe Milch
in 8 Minuten. Es wurden nun diese beiden Infusionen bei 40° C.
erwarmt und teils nach 30 Minuten und teils nach 1*1* Stunden
mit derselben Milch geprift. Das Resultat war folgendes.

Nach '/« Stunde: Kalb etwa 20 Sek. Kuh 31 Minuten.
L L Kalb 40—45 > Kuh 3 Stunden 27 Min.

Das Enzym der Kuhinfusion war also viel empfindlicher
als das Kalbsenzym, welches nur sehr wenig abgeschwécht
worden war. Ganz anders war aber das Resultat bei'Prifung
der Pepsinwirkung. Um die hemmende Wirkung des CaCl2 zu
vermindern, wurde von jeder Probe 1 ccm mit je 5 ccm HCI
von 0,1°/0 verdinnt und, der Kontrolle halber, in derselben
Weise mit den nicht erwarmten entsprechenden, CaCl2-haltigen
Infusionen verfahren. Dann wurde mit Karminfibrin geprift.
In den Kontrollproben fing die Verdauung nach 1—2 Minuten an,
wahrend in den beiden auf 40° erwarmten Proben erst nach
gegen 1 Stunde eine beginnende Verdauung zu sehen war. In
der Kuhinfusion war also sowohl die milchkoagulierende wie
die proteolytische Wirkung sehr stark abgeschwacht worden,
wahrend in der Kalbsinfusion zwar die proteolytische Wirkung
sehr stark herabgesetzt, die milchkoagulierende dagegen nur auf
gegen die Halfte vermindert war. Beide Infusionen reagierten
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nach der Neutralisation mit CaCOs und nach dem Entfernen
der CO* alkalisch, und die Annahme lag also nahe zur Hand,
dalR das Pepsin und Chymosin eine verschiedene Widerstands-
fahigkeit gegen Alkali zeigen.

Diese Annahme gewann an Wahrscheinlichkeit durch
einige weitere Versuche mit Kalbsmageninfusionen, die mit
CaCO08 neutralisiert wurden, wenn auch sowohl die Starke der
alkalischen Reaktion wie die Resultate etwas wechselten. Da
indessen die Gegenwart von CaCl* die Versuchsresultate kom-
pliziert und stérend wirkt, schien mir die obige Versuchs-
anordnung zur Erforschung dieser Frage recht ungeeignet zu
sein und darum entschloR ich mich, zu Versuchen mit NaOH
statt mit CaCO03 zu Ubergehen.

Die wechselnden Resultate, die man bei der Einwirkung
von Alkali auf Lésungen von Verdauungsenzymen erhalten hat.
stehen unzweifelhaft in naher Beziehung zu der mehr oder
weniger starken Verunreinigung der Enzyme mit anderen Stoffen
und besonders mit Eiweil}, welches bekanntlich sowohl Sauren
wie Alkalien bindet und hierdurch schiitzend wirken kann. Es
ist deshalb zu bedauern, dal man fortwahrend im allgemeinen
es uberflussig findet, Angaben Uber den Gehalt der Enzym-
I6sungen an Eiweil3, oder, was hier beinahe dasselbe bedeutet,
an festen organischen Stoffen mitzuteilen. Dies erschwert nam-
lich sehr die Beurteilung der Resultate; und man kann in
gewissen Fallen die Vermutung nicht zurtckweisen, daf3, was
man als hemmende oder schiitzende Stoffe angenommen hat,
nichts anderes als Eiwei} gewesen sei. Es ist deshalb bei
Enzymuntersuchungen tberhaupt (in vielen Fallen) und ganz
besonders bei Untersuchungen tber die Einwirkung von Sauren
und Alkalien von Wichtigkeit, mit eiwei3- oder stoffarmen
Enzymlosungen arbeiten zu konnen. Aus dem Grunde habe
ich auch, bevor ich zu den Untersuchungen uber die Alkaliein-
wirkung Uberging, mich bemiht, eine Methode zur Gewinnung
von solchen LoOsungen auszuarbeiten. Dieser Aufsatz enthalt
dementsprechend zwei Abschnitte. Der erste betrifft die Dar-
stellung der Enzyml6ésungen und der zweite die Einwirkung
von Alkali auf dieselben.
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Av Darstellung von eiweil3armen aber kraftig
wirkenden Enzymldsungen.

Ein wichtiges Mittel zur Entfernung eines grofRen Teiles
der festen Stoffe ist bekanntlich die Dialyse, und dieses Mittel
habe ich aijeh selbstverstandlich in erster Linie versucht. Ich
muf} jedoch zugestehen, dal} ich mit diesem Verfahren nicht
ganz zufrieden bin, denn es hat sich mehrmals ereignet, dal
die Wirksamkeit einer Infusion wahrend oder infolge der Dialyse
recht bedeutend abnahm. Die Dialyse fand in diesen Féllen
In Pergamentpapierschldauchen unter Toluolzusatz gegen destil-
liertes Wasser statt. Es ist schwer, ganz gute Pergamentpapier-
schlauche zu erhalten, und der Grund meiner weniger guten
Resultate liegt vielleicht darin, dald die von mir benutzten
Schlauche auch den Durchgang eines Teiles der Fermente ge-
stattetet). Es war leichter ein gutes Pergamentpapier zu er-
halten, und aus dem Grinde verfahre ich lieber bei der Dialyse
nach dem in meinem vorigen Aufsatze angegebenen Verfahren.
Dieses Verfahren konnte ich aber bei den hier in Frage
kommenden grof3en Flussigkeitsmengen nicht brauchen. Durch
die Dialysemethode konnte ich Ubrigens den Gehalt an festen
Stoffen nicht unter gegen 0,05°/o herabbringen, wahrend ich
nach der unten zu beschreibenden Methode L&sungen mit sogar
nur 0,012°/o0 festen Stoffen gewinnen konnte.

Die groBen Mengen destillierten Wassers, die zu der
Dialyse notig waren, und ebenso das notwendige Wechseln
des Wassers veranlaBten mich, auch die Dialyse gegen flie3en-
des Wasser zu versuchen. Von diesem Verfahren muRite ich
aber aus mehreren Grunden bald Abstand nehmen. Die nach
diesem Verfahren dialysierten Infusionen (die, wie auch bei
der Dialyse gegen destilliertes Wasser, von Anfang an sauer
waren) enthielten ndmlich immer mehr feste Stoffe als die gegen
destilliertes Wasser dialysierten; sie reagierten ferner immer
sehr schwach alkalisch und hatten Kalksalz auf£ dem Leitungs-
wasserl) aufgenommen. Hierzu kommt ferner, da die Relation

) Das hiesige Leitungswasser enthadlt nach einer Analyse im
Jahre 1895 in 100000 Teilen 10,1 CaO und 2,0 MgO.
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zwischen Pepsin* und Chymosinwirkung eine andere bei Dialyse
gegen Leitungswasser als gegen destilliertes Wasser war und
daR die Parallelitat also wahrend der Dialyse aufgehoben wurde.
Um dies zu beleuchten, erlaube ich mir, als Beispiel die Re-
sultate eines der von mir ausgefihrten Versuche hier ganz
kurz anzufuhren.

Eine saure Kalbsmageninfusion wurde in zwei Halften
geteilt und beide Halften 3 Tage (d. h. 3 mal 24 Stunden)
dialysiert, die eine, D, gegen destilliertes und die andere, L,
gegen flieRendes Leitungswasser. In beiden entstand ein Nieder-
schlag, der abfiltriert wurde. Die Filtrate verhielten sich folgen-
dermaflen: D reagierte neutral und enthielt 0,050% feste Stoffe,
wahrend L dufRerst schwach alkalisch reagierte und 0,180% feste
Stoffe enthielt. Mit Ammoniumoxéalat gab D keine Reaktion,
waéhrend L eine ziemlich starke Tribung von Calciumoxalat gab.
Die Milchgerinnungsprobe sowohl mit den neutralen wie mit den
angesauerten Losungen (0,1% HCI) gab bei verschiedenen Tem-
peraturen fur die Chymosinmengen die RelationD:L = 9-r13:1.
Die Pepsinprobe, teils nach Mett und teils mit Karminfibrin
ausgefihrt, gab fir die Pepsinmenge rund folgende Relation:

D:L = 1:4. Die Relationszahlen waren also folgende:
Chymosin Pepsin
D . 9-13 1
L 1 4

In den Ubrigen 5 Versuchen war ebenfalls die Parallelitat
aufgehoben, wenn auch nicht so stark wie in dem nun an-
gefiihrten Beispiele. Die Dialyse gegen flieRendes Wasser ist
eine sehr gewohnliche Operation, die man wohl als ganz in-
different bezeichnet; die Beschaffenheit und namentlich der
Kalkgehalt des Leitungswassers durften jedoch in gewissen
Féllen nicht ganz bedeutungslos sein, und nach meiner Er-
fahrung sollte man dieses Verfahren nicht ohne gebihrende
Kritik und ohne Vorsicht gebrauchen. Fir meine Untersuchungen
war es jedenfalls unbrauchbar.

Das von Pekelharing*) ausgearbeitete Verfahren zur
Darstellung eines reinen Pepsins basiert ebenfalls zum Teil auf

*) Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 233 und Bd. 35, S. 8.
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der Dialyse; aber es ist verhaltnismallig beschwerlich und zeit-
raubend und paft besser fur die Verarbeitung von Schweins-
ais von Kalbsmégen. Es liefert zweifelsohne ein kraftig wirkendes
Enzympréparat, aber dieses ist, wie sowohl Pekelharing selbst
wie Gewinl) hervorgehoben haben, von wechselnder Reinheit.
Es ist nicht farblos, es enthalt das eine Mal mehr, das andere
Mal weniger oder keinen Phosphor, und aul’erdem hat Gewin
gefunden, dal} es nicht dem Zeitgesetze gemaR wirkt. Da das
Schweinsenzym kein typisches Chymosin enthalt, und da die
Anwendung der Methode bei Verarbeitung von Kalbsmagen
weniger geeignet ist, war aus mehreren Grinden auch dieses
Verfahren nicht empfehlenswert.

Ich schlug deshalb einen ganz anderen Weg ein, und der
Ausgangspunkt meines Verfahrens war die folgende Beobachtung.

Wenn man eine saure Kalbsmageninfusion genau neu-
tralisiert, so entsteht immer ein Niederschlag, von dem die
sehr kréftig wirkende neutrale Flissigkeit klar abfiltriert werden
kann. Ich versuchte den auf dem Fittrum gesammelten Nieder-
schlag mit Wasser auszuwaschen, um ihn dann hinsichtlich
seiner labenden und proteolytischen Wirkung untersuchen zu
konnen, fand aber hierbei, dafl er nicht in Wasser ganz un-
l6slich, sondern wenigstens zum Teil l6slich war. Gleichzeitig
fand ich, dal} das Waschwasser kraftig milchkoagulierend wirkte,
und ich entschloR mich deshalb, den Niederschlag, seine Wir-
kung und sein Verhalten zu Wasser etwas mehr eingehend
zu studieren.

Das Ergebnis dieser vorbereitenden Untersuchungen war,
dal3 der fragliche Niederschlag, in Wasser aufgeschlemmt, sehr
kraftig milchkoagulierend und gleichzeitig auch proteolytisch
wirkte. Ahnlich, wenn auch nicht ganz so kraftig wirkte auch
die von dem aufgeschlemmten Niederschlage abRltrierte Flissig-
keit. Sie koagulierte die Milch bei Brutwéarme innerhalb einer
nicht genau bestimmbaren Zeit. Da der Niederschlag von allen
bei der Neutralisation nicht fallbaren Bestandteilen der In-
fusionen frei und nur zum Teil in Wasser 10slich ist, schien
mir diese Fallung ein sehr geeignetes Material zur Darstellung

1. ¢ S. 36.



Studien Uber Chymosin- und Pepsinwirkung» HI. 301

von kraftig wirkenden, an festen Stoffen armen Enzymldsungen
zu sein. Dies wurde durch die fortgesetzten Untersuchungen
vollauf bestétigt, und das Prinzip des neuen DarstellungsVer-
fahrens gestaltet sich demnach aufRerordentlich einfach. Die
Methode besteht nur darin, da® man die Infusion genau neu-,
tralisiert, die Fallung abzentrifugiert, den Bodensatz mit Wasser
vorsichtig abspult, in Wasser fein zerreibt und in einer grof3eren
Menge Wasser aufschlemmt. Die nach einiger Zeit abfiltrierte
Flussigkeit, deren Gehalt an festen Stoffen in verschiedenen
Versuchen zwischen 0,012 und 0,040°/0 schwankte, stellt die
fertige Enzymlosung dar.

Um das Verfahren etwas naher zu beleuchten fuhre ich
hier ein Beispiel an.

Die, wie gewohnlich bereitete, saure Kalbsmageninfusion
hatte den S&auregrad 0.1°/0 HCI und enthielt 0,542 °/0 feste
Stoffe. Es wurden 300 ccm abgemessen, mit ein paar Tropfen
Lackmoidtinktur versetzt und dann mit Natronlauge von etwa
| °/o grofRRtenteils neutralisiert. Die vollstdndige Neutralisation
geschah darauf durch Zusatz von Lauge, bis die Reaktion mit
blauem, rotem und neutralem Lackmuspapier als vollig neutral
sich erwies. Die von einer feinen Fallung stark getrubte FlUssig-
keit blieb etwa 20 Stunden stehen und wurde dann zentri-
fugiert. Der Bodensatz, dessen Menge, wie eine spatere Unter-
suchung zeigte, etwas mehr als 0,2 g betrug, bildete eine feste,
blaugefarbte Masse, von der die Flussigkeit leicht und voll-
standig getrennt werden konnte, und die Ubrigens so fest war,
dal man sie ohne Verluste mit Wasser vorsichtig abspulen
konnte. Die Masse wurde nun mit Wasser fein zerrieben und
in 400 ccm Wasser aufgeschlemmt.

Die Flussigkeit ahnelte einer homogenen, sehr dinnen
Emulsion und hatte, abgesehen von der blaulichen Farbe, das
Aussehen einer mit Wasser sehr stark verdinnten Milch. Die
Menge der festen Stoffe in dieser Emulsion war 0,050 V«, und
hieraus wurde die obige Menge von ungeféahr 0,2 g Bodensatz
berechnet. Diese tribe Flussigkeit, welche kraftig milchkoa-
gulierend wirkte, wurde nun filtriert. Sie ging anfanglich etwas
opalisierend durch das Filtrum, nach wiederholtem Zurick-
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gielRen des Filtrates auf das letztere erhielt ich jedoch zuletzt
ein vollstdndig wasserhelles, ungefarbtes Filtrat, das in einer
Flasche unter Toluol aufbewahrt wurde.

Diese filtrierte Enzymlosung enthielt 0,013 °/o feste Stoffe.
Sie koagulierte Milch in dem Verhaltnisse | : 10 in etwa 45
bis 50 Sekunden bei 37° C. und nach 2 Minuten 15 Sekunden
bei 27%° C. Trotz des sehr geringen Gehaltes an festen
Stoffen zeigte sie also eine kréftige Ghymosinwirkung. Die
Pepsinwirkung war, wie tUberhaupt beim Verarbeiten der Mégen
von neugeborenen Kalbern, schwécher, indem bei der Met Ischen
Probe im Laufe von 20 Stunden bei etwa 36° C. nur 2 mm
verdaut wurden.

Die obengenannte, neutralisierte, von dem Bodensatze nach
dem Zentrifugieren getrennte, klar filtrierte Infusion wirkte fast
noch etwas starker labend als die Enzyml6sung, und die Fallung
enthielt also nur einen Teil der in der urspringlichen Infusion
erhaltenen Enzyme.

Nach diesem Verfahren habe ich nun wiederholt Enzym-
I6sungen dargestellt und stets mit gutem Erfolge. Immer wirkten
die Losungen sehr kraftig milchkoagulierend, regelméfig in
weniger als ,20 Sek. bis zu 60 Sek. bei Korpertemperatur,
und meistens wirkten sie auch kraftiger proteolytisch als
in dem als Beispiel angefiihrten Versuche. Der Gehalt an
festen Stoffen ist etwas schwankend, je nach der Menge des
Wassers. Beim Aufscblemmen des Niederschlages in Wasser
von dem Volumen der in Arbeit genommenen Infusion, atso z. B.
in 300 ccm Wasser beim Neutralisieren von 300 ccm In-
fusion, ist die Menge der festen Stoffe etwas grolRer und bei
Anwendung von mehr Wasser, z. B. 400 ccm auf 300 ccm In-
fusion, etwas kleiner. Im ersteren Falle habe ich hochstens
0,040°0 feste Stoffe in der filtrierten Enzymlésung gefunden
und einige Male 0,025—0,035%; im letzteren Falle schwankte
die Menge zwischen 0,012—0,020% und war oft 0,013 oder
0,014%c.

Nun kann man bekanntlich Kalbsmageninfusionen sehr
stark mit Wasser verdiinnen und trotzdem eine kraftig labende
Wirkung derselben beobachten. Es fragt sich deshalb, ob es
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nicht vielleicht noch einfacher ware, die Infusionen nur so
stark mit Wasser zu verdunnen, dafl man Losungen von dein
erwinschten niedrigen Gehalte an festen Stoffen erhielt, Eine
solche Verdlinnung gibt indessen nicht dasselbe Resultat, wie
ich durch vergleichende Versuche mit einer Enzymlésung und
der zu ihrer Darstellung benutzten, mit Wasser verdinnten
Infusion gefunden habe.

Als Beispiel mag die obige Enzymlésung und die ihr ent-
sprechende Infusion dienen. Von der letzteren wurde ein Teil
genau neutralisiert und mit so viel Wasser verdiinnt, dal ihr
Gehaltan organischer Substanz 0,013 w/o betrug. Aufder anderen
Seile wurde in der Enzymldsung ein wenig NaGl gel6st, so
dall beide genau denselben Gehalt an NaCl hatten. Die Milch-
gerinnungsproben bei 26° und 36° G. zeigten, dald die Eiizym-
lI6sung 3 (bei 26° C.) bis 4,8 (bei 36° C.) Mal starker als die
verdunnte Infusion wirkte. Bei der Mettschen Probe war die
Infusion unwirksam und bei der Karminfibrinprobe verdaute

die Enzymlosung 6 mal starker als die Infusion. Die Kelations-
zahlen waren also: "

Chymosin Pepsin
Infusion 1 1
Knzyitilosung 3 bis -48 6

In einem anderen Versuche mit einer Enzymldsung von
0,025 °/o festen Stoffen wirkte die entsprechend verdinnte In-
fusion positiv bei der Mettsehen Probe; die Enzymlésung wirkte
aber viel starker, und die Pepsinmengen in E und | verhielten
sich wie 9: 1. Die neutrale Enzymlésung wirkte in diesem
Falle so kraftig, daR sie bei 29° C. die Milch in 35 Sekunden
koagulierte. Es wurden deshalb die Milchproben nur bei den
3 Temperaturen 20°, 26° und 29° C. angestellt. Die Relations-
zahlen fur E und | waren bei diesen Temperaturen resp. 2,5:1 ;
3:1 und 3,6 : 1. Auch in diesem Falle wirkte also die En-
zymlosung wesentlich kraftiger als die entsprechend verdiinnte
Infusion, und die Parallelitat zwischen Pepsin- und Chymosin-
wirkung war auch hier, wenn auch nicht besonders stark, auf-
gehoben. Ein in der Hauptsache ahnliches Resultat gab auch
ein dritter vergleichender Versuch mit einer Enzymldsung und
der entsprechend verdinnten Infusion.
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Cs ist selbstverstandlich, dalR die nach diesem Verfahren
dargestellten Enzymlosungen nicht die reinen Enzyme enthalten;
sie sind aber jedenfalls frei von allen denjenigen Bestandteilen
einer Infusion, welche bei der Neutralisation nicht ausfallen.
Die bei der Neutralisation auftretende Fallung, welche Eiweil-
reaktionen gibt, ist wohl auch als eine von Enzym verunreinigte
EiweiRféallung zu betrachten. Man kann die Menge dieser Fallung
infolge ihrer teilweisen Loslichkeit in Wasser nicht direkt be-
stimmen; da man sie aber nach dem Zentrifugieren ohne Ver-
luste aufsammeln und in Wasser fein und homogen verteilen
kann, lal3t sich ihre Menge trotzdem, wie oben angedeutet,
recht gut bestimmen. In meinen Versuchen hat sie 9—12°/o
der organischen Stoffe der verarbeiteten Infusionen betragen.
Nun ist diese Féllung nur zum Teil in Wasser l6slich, und die
fertigen Enzymldsungen (die Filtrate) enthalten also nur einen
sehr Kkleinen Bruchteil der gelGsten organischen Bestandteile
der Infusionen.

Die fertigen Enzymldsungen enthalten auch unzweifelhaft
Eiweil}, wenn auch nur winzige Mengen davon. Diese Ldsungen
werden beim Sieden nicht verandert, nicht einmal nach moég-
lichst vorsichtigem Zusatz von S&ure oder Alkali. Die Lésungen
mit dem hoéchsten Gehalte an festen Stoffen kénnen jedoch beim
Sieden und sehr vorsichtigem S&urezusatz etwas blaulich-wreil}
opalisierend werden. Gegen Eiweillreagenzien verhalten sich
tbrigens die stoffarmsten Losungen fast ganz negativ, wahrend
die stoffreichsten schwache positive Ausschldge geben. Eine
Loésung von mittlerer Konzentration, 0,022°/o0 festen Stoffen,
verhielt sich wie folgt. Beim Sieden keine Veranderung, selbst
nach vorsichtigem Zusatz von sehr kleinen Sduremengen. Die
Xanthoproteinsédureprobe gab erst nach Alkalizusatz eine sehr
schwach gelbliche Farbe. Biuretprobe nach Zusatz von Lauge
und darauffolgendem Zusatz von sehr wenig Kupfersalz negativ;
nach Zusatz von Kupfersalz und darauffolgendem Zusatz von
Lauge sehr schwach positiv. Die Hellersehe Probe nach
einigen Minuten schwache Reaktion. Essigsdure und Kalium-
ferrocyanid negativ; Gerbsaure recht starke Opalescenz ohne
Fallung; Phosphorwolframsaure starke Opalescenz ohne Fallung.
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Man kann also sagen, daB diése Enzymlésung fast nur Spuren
von Eiweil3 enthielt.

Die von dem durch Zentrifugieren erhaltenen Niederschlage
getrennte, klare, notigenfalls filtrierte Infusion wirkt noch kréaftig
auf Milch; und infolge der Eigenschaft der Enzyme, von anderen
Stoffen bei deren Ausfallung mit niedergerissen zu werden,
kann man aus ihr neue Enzyinmengen gewinnen. Wenn man
namlich dieses Filtrat mit Salzsaure bis zu etwa 0,1°/0 HCI
ansauert und mit einer Losung von Casein oder Acidalbuminat
in Salzsdure in passender Menge versetzt, erhalt man bei der
Neutralisation mit Alkali (NaOH) eine neue Fallung, die man
abzenlrifugieren kann. Wird nun diese Fallung in Wasser
zerrieben und suspendiert, so kann man durch Filtration eine
zweite, klare, mehr oder weniger kraftig wirkende Enzymldsung
gewinnen. Namentlich bei Anwendung von Casein ist mir dies
gut gelungen, wahrend ich bei Anwendung von Acidalbuminat
aus Blutserum und besonders aus Fischfleisch nicht so gute
Resultate erhielt. Die mittels Casein erhaltenen Enzymldsungen
koagulierten Milch in 45-—60 Sekunden und verdauten nach
Mett 4—5 mm in 20 Stunden. Sie enthielten jedoch gegen
0,1°/0 feste Stoffe.

Ich habe bisher weder Zeit noch besondere-Veranlassung
gehabt, die Frage von der Ausféallung der Enzyme durch ver-
schiedene Eiweilistoffe weiter zu verfolgen. Da aber auch
andere Eiweilstuffe als die in den Infusionen von Anfang an
vorhandenen bei ihrer Ausfallung durch Neutralisation die
Enzyme mit niederreiBen koénnen, glaube ich mich zu der oben
ausgesprochenen Annahme berechtigt, dal? die bei der Neu-
tralisation éiner Infusion auftretende Féllung zum grofRten Teile
aus Eiweil}, welches durch niedergerissenes Enzym verun-
reinigt ist, besteht. Dies ist um so mehr wahrscheinlich, als
keine direkte Beziehung zwischen dem Reichtume einer In-
fusion an Enzym und der Menge des Neutralisationsnieder-
schlages zu bestehen scheint. Man kann auch Infusionen er-
halten, die bei der Neutralisation nur eine spérliche Fallung
geben und trotzdem reich an Enzym sind.

Ein solches Verhalten kann man beim Verarbeiten von
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Infusionen auf Mé&gen von etwas alteren Kalbern beobachten.
¢S50 habe ich z. B. beim Verarbeiten der Mégen von 5—6
Wochen alten Kélbern Infusionen erhalten, die bei der Neu-
tralisation eine viel geringere Fallung als die Infusionen auf
Magen neugeborener Kalber gaben. In einem solchen Falle
betrug die Menge des Niederschlages nur 1,6°/0 von der Ge-
samtmenge der organischen festen Stoffe, wahrend sie in den
Infusionen auf Mdgen von neugeborenen Tieren zwischen 9 bis
12°/o schwankte. Der Niederschlag hatte auch ein anderes
Aussehen, er war mehr flockig, lieR sich nicht so fein in der
Flussigkeit verteilen und setzte sich als eine mehr grobflockige
Fallung leichter zum Boden. In Wasser aufgeschlemmt wirkte
er milchkoagulierend in 2 Minuten bei 38°, die klar abfiltrierte
Flussigkeit, welche 0,025°0 feste Stoffe enthielt, wirkte aber
erst nach 11 Minuten. Hier war also meine Methode nicht
gut brauchbar; und ich will ausdricklich hervorheben, dal
meine Methode nur fir die Médgen neugeborener Kélber aus-
gearbeitet ist, und da meine in diesem Aufsatze mitgeteilten
Beobachtungen, wenn nichts anderes besonders angegeben
wird, nur fur Infusionen auf Magen neugeborener (1—2 Tage
alten) Kalber Geltung haben.*

Die nun beschriebene Methode ist, wie man ersieht,
aulerordentlich einfach. Das Verfahren ist dasselbe wie bei
der Darstellung einer neutralisierten Kalbsmageninfusion, nur
mit der Abweichung, dall man die bei der Neutralisation auf-
tretende Fallung nicht abfiltriert und wegwirft, sondern durch
Zentrifugieren aufsammelt und in Wasser fein verteilt. Man
erhalt also auf der einen Seite eine neutralisierte, kréaftig
wirkende Infusion und auf der anderen daneben, gleichsam
als Nebenprodukt, eine sehr kréaftig labend wirkende, eiweil-
arme Enzymlésung. Die Neutralisation bietet keine Schwierig-
keiten, und es ist gar nicht notig, mit einer stark verdinnten
Natronlauge, z. B. einer n/io-Lauge, zu neutralisieren. Man kann
ebenso gut eine starkere Lauge anwenden, wenn man nur
gegen Ende der Neutralisation mit gentigender Vorsicht ar-
beitet. Das Auftreten einer beginnenden Tribung kann als
Indikator dienen, und man kann dann nétigenfalls die Neu-
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tralisation mittels einer nlio-Lauge zu Ende fihren. Die End-
reaktion bestimme ich immer mit blauem, neutralem und rotem
Lackmuspapier.

Da der Niederschlag zum Teil in Wasser sich wieder
I6st, konnte man befurchten, dal ein Teil der Enzyme wieder
in Losung gehen wirde, wenn man nicht unmittelbar nach
der Neutralisation zentrifugiert, sondern die Flussigkeit mit
der Féllung einige Zeit stehen lalRt. Es ist moglich, dal} eine
solche teilweise LOsung stattfindet, aber sie durfte jedenfalls
nicht bedeutend sein. Ich habe namlich, selbst wenn ich das
Zentrifugieren erst 48 Stunden nach der Neutralisation unter-
nahm, immer aus dem Niederschlage kraftige Enzymldsungen
erhalten, und ich trenne nunmehr regelmaRig die Fllssigkeit
von dem Niederschlage durch Zentrifugieren erst nach Verlauf
von 20—24 Stunden ab.

Wenn man Uberhaupt nur eine kraftig wirkende, saure
Enzymlosung haben will, Kann man natirlich den Neutrali-
sationsniederschlag direkt in Verdauungssalzsidure &auflosen.
Da es aber fur mich sehr wichtig war, neutral reagierende,
eiweildarme, klare EnzymlOosungen zu gewinnen, habe ich stets
die in Wasser aufgeschlemmte Fallung, nach gewdhnlich 24
Stunden, abfiltriert. Das Filtrat ist meistens anfangs nicht
ganz klar; durch wiederholtes ZuriickgieBen auf das Filtrum
bekommt man es aber zuletzt ganz wasserhell. Noch rascher
gelingt dies, wenn man von Anfang an ein doppeltes Filtrum
benutzt. Die Enzyml6ésungen sind immer vollstandig ungefarbt
und wasserhell. Sie werden unter Toluol aufbewahrt. Wie
lange man sie in dieser Weise aufbewahren kann, weil3 ich
nicht, indem ich sie meistens im Laufe von einigen Tagen
oder einer Woche verbraucht habe. Eine L&sung, welche
0,013 °/0 feste Stoffe enthielt und 3 Wochen unter Toluol an
einem kuhlen Orte aufbewahrt worden war, hptte ihre Wirk-
samkeit nicht merkbar verandert. Neubereitet, koagulierte sie
Milch bei 38° C. in 70 Sekunden, 14 Tage spéater in 75 Se-
kunden und nach 3 Wochen ebenfalls in 75 Sekunden.

Ich glaube also, dieses sehr einfache Verfahren zur Dar-
stellung von eiweillarmen Enzymlésungen, die namentlich sehr
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kraftig milchkoagulierend wirken, empfehlen zu kdnnen. Infolge
threr Armut an Eiweil} sind sie zu vielen Untersuchungen sehr
geeignet und sie haben mir bei den folgenden Untersuchungen
uber die Wirkung des Alkalis auf die Enzyme gute Dienste
geleistet.

B. Uber die Wirkung von Alkali auf Chymosin und
Pepsin.

Zu allen Versuchen sind ausschlieBlich nach dem obigen
Verfahren dargestellte, eiweiliarme Enzymlésungen verwendet
worden. Das Alkali war immer n/io-NaOH und alle Versuche
wurden bei Zimmertemperatur ausgefihrt.

Schon der erste Versuch zeigte, dal’ das Pepsin so tberaus
empfindlich gegen die Einwirkung von Alkali ist, dal es schon
nach wenigen Minuten von einer Alkalimenge unterhalb 0,01%
NaOH zum grofiten Teile zerstort werden kann, und da man
folglich nur kurzdauernde Versuche anstellen darf. Das Chy-
mosin wird namlich ebenfalls allméhlich angegriffen, aber in
viel geringerem Grade, und der Unterschied in dem Verhalten
beider kommt deshalb vor allem in den kurzdauernden Ver-
suchen zum Vorschein.

Als Beispiel fuhre ich den folgenden, orientierenden Ver-
such an. Die Enzymldsung enthielt 0,040% feste Stoffe, und
von ihr wurden 2 Proben von je 25 ccm abgemessen. Die
eine, A, wurde mit 0,5 ccm n/io-Natronlauge versetzt und blieb
dann gegen 4 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Dann
wurde sie mit 0,5 ccm n/io-HCI neutralisiert. Die andere Probe,
die Kontrollprobe K, wurde erst mit 0,5 ccm n/io-HCI versetzt
und unmittelbar darauf mit 0,5 ccm %o0-Natronlauge neutrali-
siert. Die Milchgerinnungsproben wurden in diesem Falle nur
bei 39° C. ausgefihrt.

A koagulierte die Milch in 30—35 Sekunden, K in etwa
15 Sekunden, und der relative Chymosingehalt war also K:A
s? 2,3.1.

Beide Proben wurden nun mit Salzsdure bis zu 0,2%
HCl versetzt und nach Mett gepruft. K hatte im Laufe von
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20 Stunden 6 mm und nach 44 Stunden 13—14 mm verdaut.
A erwies sich dagegen als vollstdndig unwirksam, und sie
wirkte nur auBerordentlich schwach auf Karminfibrin. Die
Gegenwart von 0,008°/0 NaOH hatte also in etwa 4 Minuten
die Pepsinwirkung so stark herabgesetzt, dal} die Mettsche
Probe negativ ausfiel, wahrend die Chymosinwirkung fort-
wahrend so stark war, dal} die Losung die Milch bei 39° C
in 30—35 Sekunden koagulierte. Die Parallelitdét zwischen
Chymosin- und Pepsinwirkung war also stark aufgehoben.
Auller diesem orientierenden Versuche erlaube ich mir
noch 6 andere als Beispiele mitzuteilen. Die Alkalimenge war
immer 1 ccm "lio-NaOH auf 50 ccm, bezw. 2 ccm auf je
100 ccm Enzymlosung, also 0,008»/0 NaOH. Die Kontrollprobe,
welche Uberall mit K bezeichnet wird,; wurde immer erst mit 1
bezw. 2 ccm Wio-HCI und unmittelbar darauf mit n'io-Natron-
lauge versetzt. Die der Alkalieinwirkung ausgesetze Probe wird
immer mit A bezeichnet, und wenn in demselben Versuche
2 Proben mit Alkali behandelt wurden, bedeutet A, die, einer
kurzdauernden und A, die, einer mehr langdauernden Ein-
wirkung ausgesetzte Probe. Hinsichtlich der Ausfiihrung der
Pepsinproben wird auf meine friheren Aufsitze hingewiesen.
Da die Moglichkeit einer Reaktivierung des Pepsins nach
der Alkalieinwirkung nicht ausgeschlossenwar, und daPawlowl)
in seinen Versuchen an Hundemagensaft mit MgCO03 eine Re-
aktivierung nur in dem Falle beobachtete, wenn er die Probe
nach der Neutralisation einige Zeit (einige Stunden) stehen
lieB, bevor er wieder ansduerte, habe ich die neutralisierte
Probe immer 20—24 Stunden stehen lassen, bevor ich sie fur die
Pepsinprobe mit Salzsdure versetzte. Dies ist nun allerdings
tberflissig, denn die von Pawlow am Hundemagensafte nach
Einwirkung von MgCO03 gemachte Beobachtung trifft fir die
Kalbsmageninfusionen und fir die Kalbsenzymlisungen Dbei
meiner Versuchsanordnung nicht zu. Fir die Resultate der
Pepsinproben war es namlich gleichgiiltig, ob ich bald nach
der Neutralisation oder einige Stunden spater oder erst am
folgenden Tage ansduerte. Der Sicherheit halber habe ich in-

*) Diese Zeitschrift, Rd. 42, S. 415.
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dessen immer die neutralisierte Probe erst nach 20—24 Stunden
auf den erwinschten Sauregrad (0,I°/o HCI) gebracht. Um
der Saure die zur Reaktivierung notige Zeit zu geben, habe
ich, obwohl auch dies Uberflissig zu sein scheint, die ange-
sauerten Proben immer mindestens 24 Stunden bei Zimmer-
temperatur stehen lassen, bevor ich die Pepsinprobe versuchte.
Die Kontrollproben K verdauten immer mehr oder weniger
gut bei der Metischen Probe, wahrend die alkalibehandelten
Proben A hierbei immer ein negatives Resultat gaben. Aus
diesem Grunde referieren sich samtliche Angaben Uber Pepsin-
wirkung zu der Karminfibrinprobe. Nach diesen Vorbemerkungen
durfte es wohl genug sein, in dem Folgenden nur die Haupt-
resultate der Versuche anzuftihren.

Versuch I. Die Enzymldésung enthielt 0,035°/0 feste
Stoffe. Dauer der Alkalieinwirkung in A 7 Minuten.

Die Milchgerinnungsprobe gab folgendes Resultat:

Bei 20® C. 24° C. 29® C. 38® c. .

K 22 Min. ¥ Min. g0 sek. 25 sek. (ungefahr:
A 28 » 5 110 » 55 »
Relation K: A 1,3:1 , 1,7:1 1,8:1 2,2:1

Da hier, wie im allgemeinen wenn der Unterschied im
Enzymgehalte nicht grof3 ist, die Verhaltniszahlen bei ver-
schiedenen Temperaturen ziemlich nahe aneinander liegen,
durfte es erlaubt sein, mit der Mittelzahl, hier rund 1,8 : 1,
zu rechnen.

Die Pepsinprobe mit Karminfibrin ergab, dal K Hsko ein
wenig schwacher, aber K |fi50 entschieden starker als A ver-
daute. Die Verhéaltniszahlen waren also:

Chymosin Pepsin
K 1,8 (Mittel) >
A 1 "1

Durch die Alkalieinwirkung war also die Chymosinwirkung
auf etwa I 2 und die Pepsinwirkung auf reichlich */iso herab-
gesetzt worden.

Versuch 2. Die Enzymlésung enthielt 0,040°/0 feste
Stoffe, In diesem Versuche war die Alkalieinwirkung in At
1 Minute Und in A* 7 Minuten.
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Die Milchgerinnungsversuche gaben folgende Resultate:

Bei 20° C. 27Vs® C. 30® G.
K 62 Min. 2'» Min. 5a Sek.
A, 70 » 4 \ p 80 »
A, 126 » 6 X 140 >

Die Relation K : Aj war bei den 3 verschiedenen Tem-
peraturen resp. 1,1:1; 1,6 :1 und 1,5:1 oder als Mittel 1,4 ; 1,
Die Relation zwischen den Enzymmengen in K und A, waren
resp. 21 :1; 2,4: 1 und 25:1 oder als Mittel = 2,3; L

Die Verdinnungsflissigkeit bei der Pepsinprobe war wie
in allen Versuchen ein Gemenge von gleichen Volumina der
verschiedenen Proben, welches Gemenge einige Zeit auf mehr
als 90° C. erhitzt worden war, um die Enzyme zu zerstOren
Das Ergebnis der Pepsinprobe war, daB Klio etwas besser
als Aj und K*/*oo starker als A2 verdaute. Die Verhaltnis-
zahlen fur K und At waren also:

. Chymosin Pepsin
1,4 (Mittel) > 50

1 1 und fur K und A,
2,3 (Mittel) > 200

: I I

K
A
K
a

Eine Alkalieinwirkung von 1 Minute hatte also die Chy-
mosinwirkung nur wenig, aber die Pepsinwirkung auf /so der
urspringlichen herabgesetzt. Dieselbe Alkalimenge hatte bei
einer Einwirkungsdauer von 7 Minuten die Chymosinwirkung
um etwas mehr als die Hélfte vermindert, wahrend die Pepsin-
wirkung auf mehr als v200 herabgesetzt worden war. Die
starke Aufhebung der Parallelitdt zwischen Chymosin- und
Pepsinwirkung ist so auffallend, dal} sie keiner .besonderen
Besprechung bedurftig ist.

Versuch 3. Die Enzymldsung enthielt 0,014°/0 feste
Stoffe. Dauer der Alkalieinwirkung in Aj 80 Sekunden und
in A, 10 Minuten.

Milchgerinnungsproben

Bei 26® C. 30® C. 4® C. V
K 4 Min. 95 Sek. 50 Sek. ¢
A, 5» * 160 > 65 *

A 18 » 13 Min. 8 Min. |
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Nach der Gerinnungszeit gemessen verhielten sich die
Chymosmmengen in K und At bei den 3 genannten Tempe-
raturen wie 1,38: 1, resp. 1,4 :1 und 1,3 :1. Die Wirkung
war also, wie gewdhnlich bei nur geringem Unterschied in
dem Enzymgehalte, nur sehr wenig abhangig von der Tempe-
ratur. Anders ist es, wenn man K und A2 vergleicht. Hier
verhalten sich die Chymosinmengen bei 26° wie 4,5 : 1, bei
30V wie 7,8 :1 und bei 34° C. wie 9,0:1. In diesem Falle
kann man also nicht gut von einem Mittelwerte der Gerinnungs-
zeiten sprechen.

Bei der Pepsinprobe wurde K in den Verdlinnungen V«,

[Wo, und f/ooo mit At und A2 verglichen. K VW
wirkte viel starker, aber K'/ioo ein wenig schwéacher als Ar
Die Relationszahlen zwischen K und At waren also:

Chymosin Pepsin
K 1,4 (Mittel) > 50
R o 1

Durch eine Alkalieinwirkung von 80 Sekunden war also
die Chymosinwirkung nicht wesentlich, die Pepsinwirkung da-
gegen auf mehr als VW herabgesetzt worden.

Die Losung K !Wo wirkte bedeutend starker als A2
Infolge Mangels an Material konnte aber leider eine noch
starkere Verdinnung nicht geprift werden. Die Losung At
enthielt offenbar nur Spuren von Pepsin, und der Unterschied
zwischen dieser Probe und der Kontroliprobe mit Saure und
Fibrin allein war nur sehr gering. Die Relationszahlen fir
K und Aj waren folgende

Chymosin Pepsin
K 9,6-4,5 > 500
A, |

Eine Alkalieinwirkung wahrend 10 Minuten hatte also
den Chymosingehalt auf gegen Vio (wenn man von dem Ge-
rinnungsversuche bei 34° C. ausgeht), den Pepsingehalt dagegen
auf mehr als {Wo herabgesetzt. Die Aufhebung der Parallelitat
der 2 Enzyniwirkungen tritt auch hier stark hervor.

Versuch 4. Enzymlésung von 0,013°/o festen Stoffen.
Alkalieinwirkung wéhrend 90 Sekunden.
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Milchgerinnungsproben:

Bei 27® C. 31® C. 38® C.
K 9 Min. 3 Min. 70 Sek/
A 14 » ft » 145 *
16:1 ! 0 1,71 2,t:1 ¥

™ l/wo verdaute ein wenig starker als A und die Rela-
tionszahlen waren also folgende:
Chymosin Pepsin
K 1.8 (Mittel) 200
a i t
Versuch 5. Die Enzymlésung enthielt 0,016°/0 feste
Stoffe. Dauer der Alkalieinwirkung 2 Minuten.

Milchgerinnungsproben .
Bei 25'*® C. 30'/*® C. 38«/* C."

K 14 Min. 120 Sek. 55 Sek.
A 19 * 250 * 120 »
KIA= 141 2,1:1 2,2:1

Die Pepsinproben ergaben, dall K Vsoo etwas rascher
als A verdaute, und die Relationszahlen waren also:

Chymaosin Pepsin
K 2 (Mittel) > 200
A 1 gl

Versuch 6. Enzymlésung mit 0,022°/0 festen Stoffen.
Dauer der Alkalieinwirkung 4 Minuten.

Milchgerinnungsproben:

Bei 20® C. 25@ C. 30® C. 38*/»f C.
K 24 Min. 3*/, Min. 90 Sek. 35 Sek.
A 36 » B/ . 165 » 75 >
K:A= 151 1,7:1 1,8:1 2,14:1

Die Pepsinprobe wurde in diesem Falle bei Korpertem-
peratur mit gekochtem Karminfibrin ausgefiinrt. Die hdchste
Verdinnung war K ~oo, und diese LoOsung verdaute Fibrin,
wenn auch ziemlich langsam. Die Lésung A war dagegen un-
wirksam, und selbst nach 48 Stunden war kein sicherer Unter-
schied zwischen ihr und der Kontrollprobe mit Saure allein
zu sehen. Die Verhéltniszahlen waren also

Chymosin Pepsin
K 1,8 (Mittel) >

a | i i t
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Die nun mitgeteilten, wie auch die Ubrigen nach dem-
selben Plane von mir ausgefiihrten Versuche zeigen also, daf
bei Anwendung von stoffarmen, verhaltnismaliig reinen Enzvm-
I6sungen, wo die schitzende Wirkung des EiweiRes und viel-
leicht auch anderer Stolie aufgehoben oder stark herabgesetzt
ist, sowohl das Chymosin wie das Pepsin sehr empfindlich
gegen die Wirkung des Alkalis ist. Bei Gegenwart von nur
sehr wenig festen Stoffen in der Enzymlosung (0,013 °/0) war
schon eine Einwirkungsdauer von 1 Ih Minute bei einem Al-
kaligehalt von 0,008°/o0 NaOH hinreichend, um die Chymosin-
wirkung auf gegen /2 und die Pepsinwirkung auf IJm herab-
zusetzen. In allen Versuchen zeigte sich auch die Pepsinwirkung
viel empfindlicher gegen Alkali als die Chymosinwirkung.

Hieraus darf man jedoch nicht ohne weiteres den be-
stimmten Schluf? ziehen, daR das Pepsin empfindlicher gegen
Alkali als das Chymosin ist, denn ebenso wie die Infusionen
auf Mdagen neugeborener Kélber zeigen auch die aus solchen
Infusionen bereiteten Enzymldsungen eine sehr starke Chy-
mosin- und eine verhaltnismaliig schwache Pepsinwirkung. Es
ist deshalb auch nicht ausgeschlossen, daR eine Enzymldsung,
die von Anfang an ein umgekehrtes VVerhalten der zwei Enzym-
wirkungen gezeigt hatte, auch gegen die Alkalieinwirkung ein
etwas anderes Verhalten zeigen wirde. Solche Ldsungen habe
ich bisher nicht in den Handen gehabt, und nur in einem Falle
habe ich eine Lo6sung untersucht, die im Verhéltnis zu der
Pepsinwirkung eine relativ schwache Chymosinwirkung zeigte.
Diese Enzymldsung war in obiger Weise aus einer Infusion
auf Méagen von etwas alteren (5—6 Wochen alten) Kélbern dar-
gestellt worden. Sie verdaute in 20 Stunden nach Mett 3 mm
und koagulierte Milch bei Korpertemperatur erst nach 10—11
Minuten, also eine schwache Chymosinwirkung. Durch Alkali-
einwirkung wahrend 2 Minuten wurde in diesem Falle die
Chymosinwirkung auf IU und die Pepsinwirkung auf »/40—»/so
herabgesetzt. Das Pepsin wurde also auch in diesem Falle
starker als das Chymosin geschadigt; und da hierzu kommt,
dald ich in vielen Fallen durch die Alkalieinwirkung eine Herab-
setzung der Pepsinwirkung auf »Aco—IUno und der Chymosin-
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Wirkung nur auf étwa Vs erzeugen konnte, spricht dies ent-
schieden daftr, daR das Pepsin viel empfindlicher gegen Alkali
als das Chyiposin ist. Dies gilt naturlich bis auf weiteres nur
fur die Enzyme von neugeborenen Kalbern, denn bei anderen
Tieren habe ich keine entsprechenden Untersuchungen ge-
macht.:’.

Unter allen Umstdnden ist es von Interesse, dall man
durch schwache Alkalieinwirkung auf die Enzyme des Kalbs-
magens Losungen erhalten kann, in welchen die Parallelitat
der beiden Enzymwirkungen so stark aufgehoben ist, dal} man
(praktisch) fast pepsinfreie Enzymlésungen erhalt, die noch
eine kraftige Chymosinwirkung zeigen.

Wenn man dieses Verhalten mit der unitarischen Ansicht
von der Identitat des Pepsins und Chymosins in Einklang
bringen will, so bleibt, soweit ich ¢rsehen kann, nur die An-
nahme (Gbrig, dall wahrend oder infolge der Alkalieinwirkung
eine hemmende Substanz gebildet worden ist, Welche nicht in
einem neutralen, sondern nur in einem saueren Medium wirk-
sam ist. Diese hemmende Substanz wirde also nicht die Milch-
gerinnung, sondern nur die bei saurer Reaktion stattfindende
Proteolyse (die Pepsinverdauung) verhindern konnen.

Diese, an und fur sich wenig wahrscheinliche Ahnahme
ist nun einer direkten experimentellen Prifung mit Casein-
I6sungen zugédnglich. Wenn man Losungen von Alkalicaseinat
mit Hilfe Von n/io-NaOH und Wasser bereitet, kann man zeigen,
daB solche Loésungen durch neutrale Infusionen oder Enzym-
I6sungen unter Albumosebildung hydrolysiert werden. Zu
solchen Untersuchungen sind die oben erwahnten, eiwei3armen
Enzymldsungen besonders geeignet, und man findet dabei, dal
diese Enzyml6sungen bei saurer Reaktion kraftiger als bei
neutraler proteolytisch wirken. Wenn nun die obigen, der
Alkalieinwirkung ausgesetzten Enzymlésungen die auRRerst starke
Herabsetzung ihrer Pepsinwirkung der Anwesenheit einer hem-
menden, nur .bei saurer Reaktion wirksamen Substanz zu ver-
danken hatten, wirden sie natirlich auf Caseinlésungen eine
schwéchere Wirkung bei saurer als bei neutraler Reaktion
ausuben. Dies ist aber nicht der Fall. Sie wirken umgekehrt
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kraftiger proteolytisch bei An- als bei Abwesenheit von freier
Séaure, was ich durch ein Beispiel zeigen werde. * S

Als Mall der verschiedenen Starke der Proteolyse kann
man die Menge der gebildeten Albumosen benutzen. Wenn man
die mit Enzytnlosung bei Korpertemperatur behandelten, neu-
tralen resp. sauren Caseinlésungen mit der zur Ausféllung des
Paracaseins oder anderer fallbaren Verdauungsprodukte gerade
erforderlichen Menge S&ure, resp. Alkali versetzt, kann man
bei richtiger Arbeit ganz wasserhelle Filtrate erhalten, die
weder von Saure noch von Alkali bei mdglichst vorsichtigem
Zusatz gefallt werden. Beim Sieden geben sie ebenfalls keine
Fallung, wohl aber, wie die Losungen gewisser Caseinalbumosen,
eine weildliche Trubung, die beim Abkihlen sich wieder klart.
Wird das Filtrat eingetrocknet und bis gegen 110° G. erhitzt,
so 16st sich dann der Ruckstand in Wasser bis auf einen

kleinen Rest, der entweder aus einem nicht ausgeféllten Teil
des Paracaseins oder aus bei. dem Eintrocknen gebildeter
Dysalbumose besteht. Dieser Rest wird abfiltriert, und das
klare Filtrat gibt nun alle typischen Albumosereaktionen. Bei
guantitativen Bestimmungen wird dieses Filtrat mit dem Wasch-
wasser in einer Platinschale zur Trockne verdunstet, der Ruck-
stand bei 105—110° C. zu konstantem Gewicht getrocknet und
gewogen und nach Abzug der Mineralstoffe (NaCl) als Albumose
berechnet. In dieser Weise ist die Starke der Proteolyse in
den hierhergehérenden Versuchen bestimmt worden, und nach
dieser Vorbemerkung kann ich zu einem Beispiele (bergehen.

Versuch 7. Von reinem Casein (das ich selbst dargestellt
hatte) wurden 3,15 g (entsprechend 3 g wasserfreiem Casein)
mit Hilfe von 15 ccm n/io-NadH in Wasser bis zu 100 ccm
klar gelost. Die LOsung reagierte nicht ganz neutral, sondern
sehr schwach sauer auf Lackmuspapier und enthielt also zum
Teil auch saures Alkalieaseinat.

Die Enzymlésung war die im Versuche 6 erwahnte,
wéahrend 4 Minuten mit Alkali behandelte Losung, welche bei
38*/*0 C. die Milch in 75 Sekunden koagulierte und deren
Pepsingehalt auf mehr als 1Uoo der urspriinglichen herabgesezi
worden war. Auf gekochtes Fibrin war sie in 48 Stunden bei
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Korpertemperatur ohne sichtbare Wirkung. Von dieser neu-
tralen Enzymlésung wurde ein Teil der Kontrolle halber auf
95° C. einige Zeit erhitzt, um die Enzyme zu vernichten. Diese
Losung diente zu der Kontrollprobe 3. Es Wurden nun folgende
3 Proben angeordnet.

Nr. 1. Es wurden 10 ccm neutrale Enzymlésung mit 6 ccm
n/io HCI gemischt und zu dieser sauren Lésung 20 ccm Casein-
I6sung unter Umrlhren zugesetzt. Die Sauremenge war mehr
als hinreichend, um das ausfallende Casein rasch wieder zu
I6sen. 20 ccm Caseinldsung enthielten 0,600 g Caséin und eine
Alkalimenge, die 3 ccm n/io-NaOH entspricht Von den 6 ccm
«/to-HCI waren also 3 ccm dbrig, entsprechend 0,01095g HCI;
und das Gemenge von 36 ccm enthielt also 0,030°/0 freie HCI.
Die Menge des gebildeten NaCl entsprach 3 ccm n/i«-NaCl.

Nr. 2. 10 ccm neutrale Enzymldsung -f 3 ccm n io-NaCl
-f- 3 ccm Wasser 20 ccm Caseinlésung.

Nr. 3. 10 ccm neutrale (erhitzte) Enzymldsung -|- 3 ccm
n/io-NaCl ~f- 3 ccm Wasser -f- 20 ccm Caseinlésung. «

Alle 3 Proben hatten also genau denselben Gehalt an
Casein und NaCl; der Unterschied war nur, dall die Probe 1
einen Gehalt von 0,030°/0 freier HCl und die Kontrollprobe 3
die unwirksam gemachte Enzymlésung enthielt. In allen 3 Proben
wurde die Caseinlosung zu der Enzymldsung gesetzt und zwar
in der Reihenfolge der Proben 3, 2 und 1. Die Temperatur
war 38° C, Nach 15 Minuten wurden gleichzeitig alle 3 Proben
herausgenommen, rasch abgekihlt, mit Alkali bezw. Saure ver-
setzt und der Niederschlag abfiltriert. Hierbei war die Reihen-
folge der Proben die umgekehrte 1, 2 und 3, so daR die Probe
1 die kirzeste Zeit der Enzymwirkung ausgesetzt gewesen war.
Diese Probe wurde mit 3 ccm n/io-Natronlauge und «die beiden
anderen mit je 3 ccm n/io-Salzsdure geféllt. Die Filtration ging
in allen sehr rasch; alle 3 Filtrate waren wasserhell, und es
wurden von jeder Probe 30 ccm Filtrat eingetrocknet und wie
oben angegeben behandelt. Die Menge der Albumosen (nattir-
lich nach Abzug des NaCi) war in 30 ccm Filtrat.

in Probe 1 = 0,126 g \

.. o» 2 —20068» Wv.
- ' * 3 =0,009 »
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Die Proteolyse war also bei Gegenwart von freier Salz-
saure fast doppelt so stark wie bei Abwesenheit von solcher.

Zwei andere, nach demselben Prinzipe ausgefihrten Ver-
suche mit einem Gehalte von bezw. 0,036 und 0,090°/0 freier
HCI fuhrten zu &hnlichen Resultaten. Die Proteolyse war immer
starker in der Probe, welche freie Saure enthielt. Da die
Enzymwirkung in jedem dieser Versuche in demselben Milieu,
nur bei verschiedener Reaktion, stattfand, ist es unmdglich,
die durch Alkalieinwirkung stark herabgesetzte oder fast auf-
gehobene PepsinWirkung der Enzymlésungen durch die Annahme
einer in ihnen vorhandenen, nur bei saurer Reaktion hemmend
wirkenden Substanz zu erkléren.

In diesem Zusammenhédnge will ich bemerken, daf} ahn-
liche Versuche mit den in dem nachstvorigen Aufsatzel) er-
wahnten, nach der Salzmethode erhaltenen Enzymfraktionen B,
die ebenfalls stark milchkoagulierend aber nur sehr schwach
peptisch wirkten, gezeigt haben, dal} «auch in diesen Ldsungen
die schwache Pepsinwirkung nicht durch die Annahme einer
bei Anwesenheit von freier S&ure hemmend wirkenden Sub-
stanz erklart werden kann.

Zur Erklarung der durch Alkalieinwirkung stark herab-
gesetzten Pepsinverdauung bei erhaltener, starker Chymosin-
wirkung bleibt wohl also nach dem Obigen nur die Annahme
ubrig, dall das Alkali starker schadigend auf die Pepsin- als
auf die ChymosinWirkung eingewirkt hat. Diese Erklarung laRt
sich allerdings nicht mit der unitarischen Ansicht von der
Identitdt des Pepsins und Chymosins vereinbaren; da man
aber die nach verschiedenen Methoden bewirkte Aufhebung
der Parallelitat zwischen den beiden Enzymwirkungen nie nach
der unitarischen Anschauungsweise hat erkléren kénnen, zeigt

dies nach meiner Ansicht nur, dal} die unitarische Hypothese
ganz unhaltbar ist.

Dies gilt nattrlich zundchst nur fur die Enzyme des Kalbs-
magens. Bei den Kalbern ist man aber genétigt, zwischen zwei
nicht identischen Enzymwirkungen, der Chymosin- und der

") Diese Zeitschrift, Bd. 94.
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PepsinWirkung, bestimmt zu unterscheiden. Wenn man nun
hier zwei verschiedene Enzyme, Pepsin und Chymosin, oder
ein Riesenmolekil mit Seitenketten von ungleicher Enzymwirkung
annehmen will, scheint mir ziemlich gleichgultig zu sein. Die
groRere Leichtigkeit, mit welcher die Chymosinwirkung durch
Sdure und die PepsinWirkung umgekehrt durch Alkali ver-
nichtet werden kann, &t sich natirlich ebenso gut nach der
einen wie nach der anderen dieser Annahmen erkléren. Die
Maoglichkeit aber, durch Dialyse nach Kakoczy, durch Féllung
mit Casein oder durch die Salzmethode verschiedene Fraktionen
darzustellen, von denen die eine starkere Pepsin-, die andere
dagegen starkere Chymosinwirkung zeigt, ist natlrlich viel
leichter durch die Annahme von zwei verschiedenen Enzymen
als durch die Annahme eines Riesenmolekiles mit Seitenkelten
zu erkléren. Wenn ich unter solchen Umstanden die einfachere
Erklarung wahle und von zwei verschiedenen Enzymen spreche,
durfte dies wohl bis auf weiteres erlaubt sein, denn hierin
liegt nicht das wesentliche. Das wichtigste ist, die Bedingungen,
unter welchen die eine oder andere Wirkung zur Geltung
kommt, und die Unterschiede, welche zwischen beiden bestehen,
zu erforschen.

Ein solcher Unterschied ist das ungleiche Verhalten beider
Enzyme zu in der Hitze denaturiertem Eiwei3, wie gekochtem
Huhnereiweill oder Fibrin, In meinen friheren Aufsatzen und
auch bei der Besprechung meiner Versuche tber die Alkaliein-
wirkung auf die zwei Enzyme habe ich wiederholt von Enzym-
Iosungen berichtet, welche kraftig milchkoagulierend wirkten,
wahrend sie bei der Mettsehen Probe ganz und bei der Karmin-
fibrinprobe (mit ungekochtem Fibrin) fast unwirksam waren.

Dies spricht nun entschieden daftir, dal Pepsin und Chy-
mosin in saurer Loésung gegen geronnenes Eiweill verschieden
sich verhalten, und weitere Beweise hierfir kann man leicht
mit Enzymlosungen, in welchen die Parallelitat durch Alkali-
einwirkung aufgehoben worden ist, liefern. Da man durch
Alkalibehandlung LoOsungen, welche bei &duflerst schwacher
Pepsinwirkung die Milch bei Korperwarme in weniger als
1 Minute und bei 29 und 30° C. in 11;*—5 Minuten koagulieren
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und demnach unbedingt als chymosinreich angesehen werden
mussen; erhalten kann, eignen sich namlich solche Ldsungen
sehr gut, um diesen Unterschied zwischen Chymosin* und!Pepsin-
wirkung zu demonstrieren.

Es ist hierbei am besten, solche L&sungen mit einander
zu vergleichen, welche entweder gleich kraftig Milch koagu*
lieren, oder in welchen die pepsinreichere Probe etwas weniger
kraftig labend als die andere wirkt. Zu dem Ende muR man
die von Anfang an etwas chymosinreichere Kontrollprobe K
entsprechend verdinnen, und als Verdinnungsflissigkeit be-
nutzt man am besten ein durch Erhitzen enzymfrei gemachtes
Gemenge von den beiden sauren (0,1°/0 HCI) Loésungen K
und A. Ich erlaube mir, ein paar solche Beispiele anzufiihren.

In dem einen Falle, in welchem die Enzyml6sung 0,014 °/o
feste Stoffe enthielt und die Alkalienwirkung 1V* Minute «ge-
dauert hatte, wirkten die beiden sauren Lésungen (0,1 °/o HCI)
nach der Verdinnung von K fast gleich stark auf Milch bei
20 und 28° C., namlich bei 20° C. A in 6 und K in gegen
7 Minuten und bei 28° C. A in etwa 75 und K in etwa
76 Sekunden. Beide Losungen zeigten also kraftige Chymosin-
wirkung. Es wurden nun beide Proben mit hartgekochtem
Eiweil3 in Scheibchen mit scharfen Randern beschickt und bei
etwa 36° C. stehen gelassen. In K war nach 2 Stunden eine
beginnende Verdauung sicher zu sehen, und im Laufe von
6—7 Stunden war das Eiweil} vollig verdaut. In A dagegen
war nach 48 Stunden das Eiwei} zwar, wie nach Saure-
einwirkung allein, etwas weniger undurchsichtig geworden, die
Scheibchen hatten aber fortwéahrend scharfe Rénder, und eine
merkbare Verdauung hatte noch nicht stattgefunden. Gekochtes
Fibrin, welches verhaltnismaRig rasch von K verdaut wurde,
war ebenfalls von A nach 48 Stunden anscheinend nicht starker
als von Saure allein angegriffen worden.

In einem anderen Féalle mit einer Enzyml6ésung, welche
0,01f)°/o feste Stoffe enthielt und wahrend 011/« Minuten der
Alkalienwirkuhg ausgesetzt gewesen war, wirkte die Losung K
(nach der Verdinnung) etwas schwacher milchkoagulierend
als die Losung A. Die Relationen zwischen den Chymosin-
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mengen in A und K waren bei 26° 30° und 34° C.; AIK
= 1,22:1; 1,25:1 und 1,7:1. Bei der letztgenannten Teip-
peratur wirkte A in 70 und K in 120 Sekunden. Bei Anwen-
dung von gekochtem Karminfibrin bei Korpertemperatur way
in der chymosindrmeren, pepsinhaltigen Probe K die begin-
nende Verdauung nach 5 Minuten merkbar und nach 7 Minuten
recht deutlich und sicher. Nach Verlauf von 1 Stunde war
die Hauptmasse und nach 2 Stunden war alles gel6st. Nun
wurde in dieser Probe ein Zylinder aus gekochtem Eiweil
eingelegt. Nach 2 Stunden war eine beginnende Verdauung
sicher zu sehen, und im Laufe der Nacht war das Eiweil
vollstandig geldst worden. Nach 48 Stunden hatte dagegen
das Fibrin in A ganz dasselbe Aussehen wie in einer Kontroll-
probe mit Saure allein, und eine sichtbare Verdauung hatte
also nicht stattgefunden. Auf gekochtes Hihnereiw6il3 war die
Losung A in derselben Zeit ohne Wirkung.

Saure Enzymldsungen, die im Laufe von 48 Stunden bei
Kdrpertemperatur gekochtes Fibrin nicht merkbar verdauen,
kénnen wohl als praktisch pepsinfrei angesehen werden, wenn
sie auch nicht ganz ohne Wirkung auf ungekochtes Fibrin sind,
einer Wirkung, die jedoch wenigstens zum Teil von der Ver-
unreinigung des ungekochten Fibrins mit Enzymen kompliziert
wird. Da nun solche Enzymldsungen trotzdem sehr Kkréaftig
milchkoagulierend wirken und demnach reich an Chymosin
sind, durften wohl solche Versuche wie die zuletzt besprochenen

zeigen, nicht nur, daB Pepsin und Chymosin nicht identische
Enzyme sein konnen, sondern auch, daR das Ghyrcosin zum

Unterschied von dem Pepsin in saurer Losung gekochtes Fibrin
oder Huhnereiweil3 nicht verdaut. Lehrreich in dieser Hinsicht
ist auch der oben (S. 313) angefiihrte Versuch 6, in welchem
die Losung A auf gekochtes Fibrin in 48 Stunden unwirksam

war, wahrend die Losung K noch in der Verdinnung »Aoo
das Fibrin verdaute. Die Chymosinwirkung in K war aber in

diesem Falle nur etwa doppelt so stark wie in A.

Ein anderer Unterschied zwischen Pepsin und Chymosin
ist die zuerst von mir beobachtete und. dann von vielen anderen

konstatierte groRere Empfindlichkeit des Chymosins als des
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Pepsins gegen die Einwirkung von verdinnter Salzsdure bei
etwa'40° C. oder einer etwas héheren Temperatur.

Ein weiterer Unterschied ist das entgegengesetzte Verhalten
der beiden Enzyme zu sehr verdinntem Alkali bei Zimmer-
temperatur, indem, wie oben gezeigt worden ist, das Pepsin viel
weniger resistent gegen Alkalieinwirkung als das Chymosin ist.

Ein besonders wichtiger Unterschied liegt auch in der
Bedeutung einer verschiedenen Reaktion fur die proteolytische
Wirkung beider Enzyme.

Es haben bekanntlich mehrere Forscher die Annahme
gemacht, dall das Chymosin, wie das Pepsin, ein proteolytisches
Enzym sei. So lange man aber mit Enzymlésungen, die auch
Pepsin enthielten, gearbeitet hat, .konnte eine solche Annahme
nur in indirekter Weise wahrscheinlich gemacht werden. Direkt
und in exakter Weise kann man sie natirlich nur durch Ver-
suche mit pepsinfreien Enzymlosungen prifen. Wenn man nun
auch absolut pepsinfreie Chymosinlésungen noch nicht dar-
gestellt hat, so kann man indessen sowohl nach der Kochsalz-
methode wie durch die oben beschriebene Alkalibehandlung
Enzymldsungen darstellen, die in mehreren Féllen so arm an
Pepsin sind, dall sie praktisch als pepsinfrei zu betrachten
sind. Wenn man nun mit solchen Enzymlésungen und Lésungen
von reinem Casein arbeitet, kann man zeigen, dal das Chymosin
sowohl bei Abwesenheit wie bei Gegenwart von freier Sdure
proteolytisch wirken kann, und zwar — wenigstens bis zu einem
gewissen Grade — besser in einem sauren Medium.

Wenn man mit sauren Caseinlésungen arbeitet, kann man
ferner ohne Schwierigkeit zeigen, dal das Optimum des Saure-
grades fur die beiden Enzyme ein verschiedenes ist. Prift
man solche Caseinlésungen (mit steigendem S&uregehalt in den
verschiedenen Proben) mit zwei Enzymldsungen, von denen
die eine relativ reich an Chymosin und die andere an Pepsin
ist, so wird man finden, dal} bei den niedrigsten S&uregraden
die chymosinreichere Losung kraftiger als die pepsinreichere
wirkt. Bei etwas hoherem S&uregrade wirken beide ungeféhr
gleich kraftig und bei noch hoherem Sauregrade wirkt die
pepsinreichere Ldsung viel kraftiger als die chymosinreichere.
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Ich kann hier nicht des ndheren auf diese Caseinver-
suche eingehen, denn sie muissen Gegenstand eines besonderen
Aufsatzes werden. Ich habe das Hauptresultat derselben nur
deshalb hier angefiihrt, weil diese Versuche einen weiteren
Unterschied zwischen den beiden Enzymen anzeigen.

Besonders wichtig ist ferner die Frage, inwieweit auch
ein Unterschied in der Wirkung beider Enzyme bei neutraler
Reaktion besteht. In dieser Hinsicht ist man seit lange all-
gemein der Ansicht gewesen, dalR zwar das Chymosin, nicht
aber das Pepsin bei neutraler Reaktion milehkoagulierend wirkt.

In neuerer Zeit hat aber Rakoczy?® behauptet, dal die vom
kinstlichen oder natirlichen Kalbsmagensaft bewirkte Milch-

koagulation als eine komplizierte Erscheinung, als die Summe
der Wirkungen der beiden Enzyme — des Pepsins und des
Chymosins — anzusehen ist, und dal also beide Enzyme bei
neutraler Reaktion milehkoagulierend wirken sollen.

Es ist offenbar, dal} man diese Behauptung*, wie Uber-
haupt die Frage von der Wirkung des Pepsins sowohl auf
Milch wie auf Caseinldsungen, nur durch Versuche mit chymosin-
freien oder mdglichst chymosinarmen Pepsinldsungen in exakter
Weise prifen kann, und man mull deshalb mit einem Urteil
uber diese Angabe Rakoczys warten, bis neue solche Unter-
suchungen vorliegen. Die gewdhnliche Ansicht basiert namlich
wesentlich auf VVersuchen mit Infusionen, in welchen das Chymo-
sin durch andauerndes Erhitzen der sauren Infusion bei etwa
40° C. vollstandig oder fast vollstandig vernichtet worden war,
wahrend die Pepsinwirkung erhalten blieb; aber diese Methode
hat man als nicht zuverlassig bezeichnet. Unter solchen Um-
standen mulR es eine wichtige Aufgabe der Forschung sein,
diese Methode weiter zu prifen, zu verbessern 6der, wenn
notig, durch ein anderes, mehr zuverlassiges Verfahren zu er-
setzen, Auf diese Aufgabe habe ich auch in erster Linie meine
fortgesetzte Arbeit eingerichtet.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 421.
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